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研究成果の概要（和文）：我々が作製した、MLLキメラ遺伝子を誘導発現することによって幹細胞白血病が発生
する遺伝子改変マウスを用いて、PLZFが未分化造血細胞の増殖において重要な役割を担っていることを見出し
た。さらにPLZFの下流を解析したところ、EYA2遺伝子の発現が上昇しており、EYA2の強制発現のみでマウス造血
細胞を不死化した。また、PLZFあるいはPLZF-RARAによって不死化した造血細胞においてEYA2遺伝子発現をノッ
クダウンすると、細胞増殖が抑制され、PLZF-EYA2軸が白血病発症において重要な役割を担っていることが判明
した。

研究成果の概要（英文）：We found that PLZF plays a pivotal role in hematopoietic stem cell 
leukemogenesis by using transgenic mice conditionally expressing an MLL chimeric gene. EYA2 gene 
expression was found to be elevated downstream of PLZF, and EYA2 expression was sufficient to 
immortalize hematopoietic cells. Furthermore, EYA2 knockdown resulted in reduced growth of the 
hematopoietic cells immortalized by PLZF or PLZF-RARA. These results suggest that the PLZF-EYA2 axis
 is important in leukemogenesis.

研究分野： 血液学、分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
我々は独自に開発した MLL(Mixed Lineage 

Leukemia, HRX/ALL-1)-ENL(Eleven Nineteen 
Leukemia)誘導発現型トランスジェニックマ
ウスを用いた実験により、専ら造血幹細胞
（HSC）のみから急性骨髄性白血病が生じる
モデル系を確立し、 PLZF(Promyelocytic 
Leukemia Zinc Finger)遺伝子が重要な働き
を担っていることを明らかにした（Ono R et 
al., Blood, 2013）。今回、PLZF の下流で重
要な働きを有する遺伝子を同定し、その機能
を詳細に解析することにより、白血病幹細胞
生成の分子機構に迫った。 
 
２．研究の目的 
予後不良の小児白血病において高頻度で

見つかる MLLキメラ遺伝子を介した白血病発
症をひとつのモデル系として扱い、その分子
基盤を解析し、がん幹細胞生成に広く関与す
る分子機構を明らかにすることを目的とす
る。最終的には、がん幹細胞選択的分子標的
療法への応用を目指す。   
 
３．研究の方法 
最初にまず、PLZF機能喪失変異マウスを準

備し、同マウスの骨髄細胞から造血幹/前駆
細胞を単離し、MLL-ENL を発現するレトロウ
イルスベクターを感染させ、コロニー継代ア
ッセイを行ったところ、予想に反してコント
ロールマウスとの比較において MLL-ENLによ
る不死化に有意差が観察されなかった。
MLL-ENL の発現レベルや標的細胞が純粋な造
血幹細胞のみではない問題を考慮すると、慎
重な解釈が必要であるが、少なくとも、後か
らのノックダウンとは異なり、最初からの欠
損の場合は PLZF に代わる因子が代償性に機
能している可能性が高い。ひとつの可能性と
して、その因子は PLZF の下流の遺伝子が考
えられる。 
今回、PLZFの強制発現により不死化したマ

ウス骨髄造血幹/前駆細胞におけるcDNAマイ
クロアレイを用いた網羅的遺伝子発現解析
を行い、PLZF 下流でがん化に直接貢献してい
る遺伝子を探索した。さらに、同定した遺伝
子の機能を種々の分子生物学的手法を用い
て詳細に解析した。 
 
４．研究成果 
cDNA マイクロアレイ解析にて、造血幹細胞
特異的に発現し、PLZF によって発現が増強す

るいくつかの遺伝子が同定され、そのうちの
一つ、EYA2に関してさらに解析した。 
EYA2 はショウジョウバエの眼の発生に重

要な役割を果たす ea(eyes absent)遺伝子の
ホモログで、哺乳動物における 4 種の
EYA(eyes absent homolog)遺伝子のうちのひ
とつである。N 末側半分は NTD(N terminal 
domain)と呼ばれ、スレオニンフォスファタ
ーゼ活性と転写活性化能を有し、C 末側半分
（EYA domain、ED）はチロシンフォスファタ
ーゼ活性と蛋白相互作用活性を有する。EYA2
は細胞質に存在する一方、ホメオボックス蛋
白 Six1 と結合し、核内に移行し、転写調節
因子としても作用する（下図）。 

EYA1-4のうち、マウスにおいて造血幹細胞
で高発現しているのは、EYA2のみであり、ま 
た、EYA2はヒトの乳がん、卵巣がんの予後不
良症例において高発現していることが知ら
れている。これらのことから EYA2 に着目し
た。 
本研究の成果として、具体的には、以下の

結果を得た。 
1) EYA2遺伝子自体を強制発現させるとマウ

ス骨髄細胞は不死化する。 
2) 一部の急性前骨髄球性白血病（APL）症例

で見られる PLZF-RARA 遺伝子の強制発現
によるマウス骨髄細胞のがん化において
EYA2の発現が誘導される。 

3) PLZF強制発現細胞、上記 2)の PLZF-RARA
強制発現細胞において EYA2 の発現を抑
制すると、がん細胞の増殖が抑制される
（shRNA を用いた実験）。 

4) 上記 2)において ATRA 処理によって
PLZF-RARA 蛋白を分解すると、細胞増殖
の抑制に先んじて EYA2の発現が下がる。 

5)  PLZF は EYA2 遺伝子のプロモーター領域
に結合し、EYA2の転写を活性化する。 

6) EYA2 は Six1 と相互作用することによっ
て造血細胞を不死化する。 

7) EYA2 とエストロゲン受容体との融合蛋白



 

としてマウス骨髄細胞に発現させ、タモ
キシフェン処理により細胞内局在を変え
ると、核内局在依存性に細胞を不死化す
る。 

8)  EYA2 のフォスファターゼ活性は造血細
胞の不死化に影響を及ぼさない。 

9） EYA2 による造血細胞の不死化に c-Myc の
翻訳後修飾は関与しない。 

10) ヒト急性骨髄性白血病（AML）症例の一
部に EYA2高発現例がある（公開データベ
ース解析）。 

11) EYA2高発現ヒト AML細胞は造血幹細胞や
白血病幹細胞に類似した遺伝子発現プロ
ファイルを示す。 

12) PLZF-RARA で不死化したマウス造血細胞
は PML-RARA で不死化したマウス造血細
胞より EYA2の発現が高い。 

13) ヒトAPL症例においてPLZF-RARA 陽性例
はPML-RARA 陽性例よりEYA2の発現が高
い（公開データベース解析）。 

  
以上の結果は、 EYA2 高発現 AML や

PLZF-RARA 陽性 APL における新規分子標的療
法の可能性を示唆する。PLZF-RARA 強制発現
細胞の骨髄移植によるマウス白血病発症モ
デルは、PLZF-RARA 遺伝子の発現レベルや使
用するマウスの系統を含め種々検討したが、
PLZF-RARA の細胞毒性の問題や、発症しても
白血病が骨髄球系統でなく、EYA2の高発現が
見られない、などの理由により、成功してお
らず、in vivo 治療モデルは今後の検討課題
である。 
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