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研究成果の概要（和文）：CAP1変異のスクリーニングを行い、急性骨髄性白血病の初発検体(200症例)では1症例に1塩
基変異を、再発検体(30症例)では1症例にNonsence変異、2症例にinsertionによるflame shift変異を認めた。またCAP1
変異の機能解析を行い、アポトーシス誘導によってwild typeは細胞質からミトコンドリアに局在が変化をするが、mut
ant typeは細胞質から移動しないことが明らかになった。またwild typeと比較してwild/mutant type(1:1)は1/2以下
、mutant typeは1/5以下しかアポトーシスを誘導しないことが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：We screened for CAP1 mutations on 200 initial presentation cases and 30 relapsed 
cases with acute myeloid leukemia (AML). In initial presentation subject samples, mutations were observed 
in one case (missense mutation), and in relapsed subject samples, mutations were observed in 3 cases 
(Nonsence mutation 1case, micro-insertion 2cases).We analyzed a function of the CAP1 mutation in vitro. 
In wild type, localization varied from cytoplasm to mitochondria by apoptotic instruction, but mutant 
type did not move from cytoplasm. It was found that wild/mutant type(1:1) did not induce the apoptosis 
that was lower than half as compared with wild type. Also mutant type did not induce the apoptosis that 
was lower than 1/5 as compared with wild type.

研究分野：造血器腫瘍
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１．研究開始当初の背景 
急性骨髄性白血病(Acute Myeloid Leukemia: 

AML)は、anthracycline系抗がん剤と
Cytarabine併用による寛解導入療法で約 70%
前後の症例が寛解を得ることが出来る。しか
し寛解後 Cytarabine大量療法などの寛解後療
法を行っても症例の半数前後が再発をする
ことが大きな問題である。白血病の発症に染
色体転座によるキメラ遺伝子や遺伝子変異
が大きく関与していることは明らかである。
これらの遺伝子異常は白血病の増殖に関与
する classⅠの異常と白血病の分化を抑制す
る classⅡの異常が知られている。多くの白血
病はこれらの遺伝子異常単独での発症は難
しく、幾つかの異常が複合的に関与して発症
すると考えられている。一方で白血病の再発
に関しては、白血病幹細胞の関与が示唆され
ているが、これらの遺伝子変異がどのように
関与しているかは不明な点が多い。例えば
Fms-like tyrosine kinase 3 internal tandem 
duplications (Flt3 ITD)はAMLにおける頻度の
高い classⅠの遺伝子異常で、臨床的には予後
不良因子として考えられている。しかし我々
の AML50症例の初発時再発時ペアー検体に
おける検討では、Flt3 ITD陽性AMLの約 30%
の症例において再発時に Flt3 ITDが消失して
いることが明らかになった(第 72回日本血液
学会 2010年 9月、53nd American Society of 
Hematology, 2011年 12月)。このことは予後不
良因子として考えられている Flt3 ITDであっ
ても、白血病再発や治療抵抗性の機序を説明
するには不十分であることと、再発や治療抵
抗性に関与する未知の遺伝子変異の存在を
示唆していると考える。 
そこで我々は上述の AML50症例の初発時
再発時ペアー検体の中で、初発時再発時とも
に正常核型で Flt3 ITDなどの既知の遺伝子変
異を認めない 9症例に関して SureSelect 
Human All Exon Kitと次世代シークエンサー
Illumina社 GAII, GAIIx, HiSeq2000を用いて
全 exonシークエンスを行い再発時にのみ認
められる遺伝子異常のスクリーニングを行
った。この結果各症例とも約 150～200個の
再発時にのみ認められる遺伝子異常の候補
が認められた。これらの中で複数症例に重複
して存在する遺伝子異常に注目し、
Polymorphism Phenotyping v2の機能予測で候
補のしぼりこみを行った後に direct sequence
法にて変異の存在を確認した。その結果再発
に強く関与しているのではないか考えられ
る 3つの遺伝子異常を発見した(データ未発
表)。我々はこの中でも 3症例(33.3%)に共通
して認められた adenylate cyclase-associated 
protein 1(CAP1)遺伝子(NM_006367)の変異に
注目をした。 
 CAP1遺伝子(CAP1)は染色体 1p34.2に存在
し、51.5KDの CAP1蛋白(CAP1)をコードし
ている。CAP1の構造は、N末端に adenylyl 
cyclase結合領域、中央に Src homorogy 3(SH3)
ドメイン、C末端には Actin結合領域が存在

する。モノマーの G-アクチンとポリマーの
F-アクチンはアクチン結合タンパクによって
平衡状態を保っているが、細胞分裂を行う場
合は状況に応じてこの平衡状態を動かして
細胞骨格の再編成を行う必要がある。CAP1
はこのアクチン結合タンパクのひとつで、ア
クチンの代謝回転を促進する役割をもつと
考えられている。近年 CAP1にはこのアクチ
ンの代謝回転を促進する役割以外に細胞の
アポトーシスを促進する機能があることが
報告された(J cell Sci. 2008;121:2913.)。CAP1
はアクチン脱重合蛋白質であるコフィリン
と細胞質からミトコンドリア内に移動し
Bcl-2ファミリーの BADや BAXと同じよう
にアポトーシスを誘導すると考えられてい
る。 
これまでの CAP1と発がんに関しての報告
は、すい臓がんにおいてのみ検討が行われて
いる。この検討では低分化型すい臓がんで
CAP1の発現が高く、CAP1の陽性率と神経周
囲浸潤およびリンパ節転移との相関が見ら
れ、CAP1陽性率の高い患者は予後不良であ
ったと報告している(Lab Invest. 
2009;89(4):425)。しかしこれまでに悪性腫瘍
における CAP1変異の報告はなく、CAP1変
異の発がんへの関与は明らかではない。 
今回我々が発見した CAP1変異は、すべて
Exon9に存在しており一症例では Nonsence
変異、2症例は insertionによる flame shift変
異で C末端の Actin結合領域を欠損すると考
えられた。しかしこれらの変異がどのように
して白血化の機序に関与しているかは不明
である。またこれらの変異は初発時には認め
られなかったが、初発時では微小な白血病ク
ローン、または白血病幹細胞分画に存在して
いたものが再発時に有意に増殖したのか、そ
れとも微小残存した白血病細胞に付加異常
として後から獲得した異常なのかも不明で
ある。 
 
２．研究の目的 

AML の初発時検体、再発時検体、骨髄異
型性症候群の白血化症例、骨髄増殖性腫瘍か
らの白血化症例において CAP1変異のスクリ
ーニングを行い、CAP1変異が AML再発に特
異的な変異なのかを明らかにする。 
上記のスクリーニングの結果と各症例の
臨床データを検討し、CAP1変異陽性 AMLの
臨床的特徴を明らかにする。 

in vitroにて今回発見された CPA1変異に関
して機能解析を行い、これらの変異が白血病
細胞においてどのようにアポトーシスを障
害しているかを明らかにする。 

 
３．研究の方法 

AMLの初発検体 200症例、AML再発検体
30症例、骨髄異型性症候群の白血化45症例、
骨髄増殖性腫瘍からの白血化 15 症例におい
て CAP1 変異のスクリーニングを行い CAP1
変異が AML 再発に特異的な変異なのかを明



らかにした。CAP1の cording regionをコード
する exon2～13を ABI Ion PGM™ シーケン
サーを用いて変異のスクリーニングを行い、
direct sequence 法にて発見した変異の確認を
行った。 
上述でのスクリーニングで得られた CAP1
変異陽性 AML 症例の臨床的特徴を解析した。
臨床的特徴は、年齢、性別、リンパ節腫脹、
肝脾腫、歯肉腫脹、Performance Status、白血
球数、骨髄芽球数、末梢血芽球数、Hb 値、
血小板数、LDH値、染色体分析、FAB分類、
中枢神経浸潤の有無、治療法、移植の有無、
初診日、寛解日、再発日、死亡日などに関し
て解析をおこなう。 

CAP1変異の in vitroでの機能解析を以下の
ように行う。 
1. オリゴ合成にてwild typeの CAP1cDNAを
合成する。AML症例で発見された CAP1変異
に関しては、wild type CAP1cDNAより PCR
法と mutagenesis法を基にクローニングをす
る。 
2. CAP1はアポトーシスが誘導されると細胞
質からミトコンドリアに移動するが、mutant 
typeの CAP1のアポトーシス誘導時の細胞内
局在を明らかにする。CAP1GFP発現 AcGFP1
ベクター(クロンテック)で CAP1の wild type
と mutant typeを発現させた Hela細胞と 
HEK293T細胞に対して Staurosporin(STS)や
etoposideにてアポトーシスを誘導する。その
後 Aniti-GFP抗体とMitotracker® Red 
CMXRos Mitochondria Probe(タカラバイオ)に
て免疫染色を行い蛍光顕微鏡にて CAP1のミ
トコンドリアへの局在の有無を明らかにす
る。また ApoAlert®細胞分画キット(タカラバ
イオ)を用いてミトコンドリア分画と細胞質
分画を分離し Aniti-GFP抗体にて western 
blottingを行い CAP1の局在を明らかにする。 
3. Hela細胞において mutant typeの CAP1は、
STSにてアポトーシスを誘導することが出来
ないかを明らかにする。まず Hela細胞の wild 
type CAP1に対する shRNAを 2か所に設定し、
pRNA-U6.1/Neoにて shRNAを導入し、90%
以上 knockdownされたクローンを作成する。
shRNAの配列に関しては J cell Sci. 2008; 
121:2913を参照。また上述で作成した
CAP1cDNAはオリゴ合成の際に今回作成し
た 2つの shRNAの配列部位を最適化し
knockdown出来ないようにしておく。そして
Hela細胞に wild type、mutant type、wild/mutant 
type(1:1)の CAP1-GFPを発現させ、STSにて
処理を行いアポトーシスの誘導を比較する。
アポトーシスの誘導の評価は、reactive oxygen 
species (ROS)の蓄積を H2DCFDA 
probe(invitrogen)による蛍光染色、細胞のミト
コンドリアからの cytochrome c放出をwestern 
blotting、Caspase-3/7の活性は CellEvent™ 
Caspase-3/7 Green Detection 
Reagent(invitrogen)にて行う。 
 
４．研究成果 

1.骨髄球性腫瘍における CAP1変異のスクリ
ーニング 

CAP1変異を認める AMLの臨床的特徴を
明らかにするために、AMLの初発検体 200
症例、AML再発検体 30症例、骨髄異型性症
候群の白血化 45症例、骨髄増殖性腫瘍から
の白血化15症例においてCAP1変異のスクリ
ーニングを行った。AMLの初発検体では 1
症例に 1塩基変異を、再発検体では 1症例に
Nonsence変異、2症例に insertionによる flame 
shift変異を認めたが、骨髄異型性症候群や骨
髄増殖性腫瘍の白血化症例では変異を認め
なかった。また 4症例すべて染色体予後中間
群であること以外は、明らかな臨床的特徴は
認められなかった。 

 
2. in vitroにおける CAP1変異の機能解析 
オリゴ合成にてwild typeのCAP1cDNAを合
成し、AML症例で発見された CAP1変異を
wild type CAP1cDNAより PCR法と
mutagenesis法を基にクローニングした。そし
て CAP1GFP発現 AcGFP1ベクターで CAP1
の wild typeと mutant typeを発現させた Hela
細胞、 HEK293T細胞、ヒト血球系 GM‐CSF
依存性細胞株のMO7e細胞や F-36P細胞を作
製した。 

CAP1のwild typeとmutant typeを発現させ
たそれぞれの細胞に対して Staurosporin(STS)
や etoposideにてアポトーシスを誘導し CAP1
の細胞内局在を免疫染色法と細胞分画ごと
の western blottingで検討したところ、wild 
typeはアポトーシスを誘導で細胞質からミト
コンドリアに局在が変化をしたが、mutant 
typeは細胞質から移動しなかった。 

Hela細胞に対して wild type CAP1に対する
shRNAを 2か所に設定し、pRNA-U6.1/Neo
にて shRNAを導入し、90%以上 knockdown
されたクローンを作成した。そして Hela細胞
に wild type、mutant type、wild/mutant type(1:1)
の CAP1-GFPを発現させ、STSにて処理を行
いアポトーシスの誘導をした。wild typeと比
較して ROSの蓄積、cytochrome c放出の
western blotting、Caspase-3/7の活性は
wild/mutant type(1:1)で 1/2以下、mutant type
で 1/5以下しかアポトーシスが誘導されてな
いことが示された。 
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