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研究成果の概要（和文）：発がんの分子機構を明らかにする目的で、レトロウィルス挿入変異を

利用してがんの進展に重要な遺伝子群を同定した。Hoxa9/Meis1 の特異的協調遺伝子として同

定した Trib1は、その MEKと C/Ebpaに対する機能修飾が白血病発症に重要であった。プレ B-ALL

の抑制遺伝子 Bash変異の協調遺伝子候補として７種の共通挿入部位を同定した。大腸上皮を用

いた in vitro実験系や PiggyBacトランスポゾンの利用により非造血腫瘍解析への途を開いた。 
 
研究成果の概要（英文）：To clarify the molecular mechanism of carcinogenesis, a series 
of disease genes that are important for cancer progression by using retrovirus insertional 
mutagenesis. Trib1 has been identified as a specific cooperative gene for Hoxa9/Meis1, 
and its modulation effects for MEK and C/Ebpa is required for leukemogenesis. Seven common 
integration sites have been identified as candidate cooperative genes for the mutation 
of Bash that is a preB-ALL tumor suppressor. Application of the mutagenesis system on 
non-hematopoietic neoplasms by utilizing the in vitro system of colon epithelial cells 
and the Piggybac transposon. 
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトの主な高発がん性疾患やがん組織の解析

によってがん発生の初期に関与する重要な遺伝

子は大部分が同定されたかの感が強かった。し

かしながら、がんの進展や悪性化が単一の遺伝

子変化によるものではなく多段階の事象を経て

行われることは明らかで、その過程の解明が今

後の重要課題となった。一方、シグナル伝達、
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転写、蛋白修飾、蛋白の細胞内局在、運動性に

おける異常が発がんに重要であることは明らか

になったが、個々の異常が発がん過程全体にど

う有機的に寄与しているか、また、増殖、不死

化、アポト −シス阻害、脱分化のそれぞれのステ

ップが個々のがんではどのような遺伝子変化に

因るものか、といった根本的な疑問に対する解

答は依然概念的であり、これからのがんの治療

に向けてもより詳細な情報が必要と考えられた。 

 このようながんの遺伝子変化の重層性を解明

する手段として、動物モデルの活用が重要であ

り、マウス造血器腫瘍の系では、内在性レトロ

ウィルスを有するマウスにおいて多くの原因遺

伝子が同定されて来た。レトロウィルスはゲノ

ムに挿入されて、がん化に意味のある部位に挿

入され細胞がクロ−ン性増殖を示すと、このウィ

ルスゲノムを標識として比較的容易に周辺にあ

るがんの原因遺伝子を同定することができる

（図１）。マウスゲノム情報がデータベース検索

により入手可能となり、腫瘍から遺伝子情報ま

で迅速に到達することが出来るようになったの

で、本法は他の変異誘導システムに比べて極め

て有利となった。 

 
図１ 

 
２．研究の目的 
 本研究は、レトロウィルス挿入変異を利用し

てがんの進展に重要な発がんの協調遺伝子

（cooperative gene）を同定し、発がんの分子

機構とがん細胞における遺伝子間相互作用を明

らかにすることを主な目的とする。さらに、こ

れまで造血器腫瘍に適用が限られていた挿入変

異システムを他の組織に応用する技法を開発し、

より多くのヒトがんの遺伝子変化の解析への応

用を目指す。 

 特に、がんが高頻度で発生するような遺伝子

変化を有するマウス（トランスジェニックモデ

ル、ノックアウトモデル等）に対して、交配に

より或いは直接投与によりレトロウィルスを導

入し、特定の遺伝子異常に協調する遺伝子群を

包括的に同定して分子経路を整理する。 

 

３．研究の方法 
(1)骨髄性白血病原因遺伝子 Hoxa9 及び Meis1
の協調遺伝子の同定：ホメオボックス遺伝子

Hoxa9 をマウス骨髄に強発現させると AML が

発生するが、その際 Meis1 は特異的協調遺伝子

として AML の進展を促進させることが我々や

他のグループの研究から明らかになっている。

しかしながら、正常骨髄細胞は Hoxa9 と Meis1
の発現のみで白血病化するのではなくさらなる

遺伝子変化が必要であると考えられる。Hoxa9
とMeis1を IRES配列を介して１個のレトロウ

ィルスベクターに組み込んで骨髄細胞に導入し、

AMLを発生させた後、協調遺伝子を同定する。

また同定した協調遺伝子の機能解析を行って、

分子経路間の協調作用について考察する。 
 (2)In vitro レトロウィルス挿入変異系の確立

と上皮系がん原因遺伝子の同定：マウス上皮系

幹細胞、特に消化管上皮を大量に培養しレトロ

ウィルスベクターの挿入により不死化や形質転

換を誘導し、原因遺伝子を同定する。レトロウ

ィルスの挿入効率を上げるため Bloom 症候群

モデルマウスの細胞の利用も考慮に入れる。こ

の系の確立によって上皮系腫瘍発生の分子機構

に迫る。 
(3)リンパ腫感受性遺伝子の効果の検討：SL/Kh
マウスは内在性レトロウィルスの挿入と

Bomb1 locusの変異により高率でB細胞性リン

パ腫を発症する。Bomb1 locus 野生型の SL/Kh 
congenic マウスを作製しレトロウィルス挿入

部位を比較検討する。 
(4)協調遺伝子の分子経路の検討：原因遺伝子に

対して得られた協調遺伝子の機能を検討する。

単なる蛋白としての機能解析にとどまらず、発

がん過程における役割について機能補完性、シ

グナルの上流と下流の問題に注目して、培養細

胞や動物モデルを用いた解析を行う。 
(5) Bash 変異マウスに MMLV を感染させるこ

とによって同定した Bash 変異に協調する遺伝

子候補 C/Ebp-b、Sos1 について、協調作用を in 
vitro 及び in vivo の系で検証を進め、その preB
細胞増殖・分化における機能的意義について調

べる。 
 

４．研究成果 

(1)急性骨髄性白血病（AML）の発症において、

Hoxa9 と Meis1 の協調作用が重要であるが、

さらに完全な白血病が形成されるまでにど

のような発がんシグナルが必要か検討した。

Hoxa9 と Meis1 を単一のレトロウィルスベク

ターでマウス正常骨髄細胞に導入し放射線

照射したマウスに骨髄移植をすると、100%の

被移植マウスに平均 18 週で AML の発症を認

めた。この AMLからレトロウィルス挿入部位



 

 

を単離し、共通挿入部位から Hoxa9/Meis1の

協調遺伝子候補として Trib1、Evi1、Ahi1、

Rara、Pitpnb を同定した。Trib1 と Evi1 に

ついては再度 Hoxa9/Meis1とともに骨髄細胞

に導入し、in vitro及び in vivoの実験系で

白血病発症に対する協調作用を確認した。

Trib1 は単独の発現でも 100%のマウスが AML

を発症し、この場合 Trib1レトロウィルスの

挿入部位から共通挿入部位として Hoxa7 と

Hoxa9を同定して、Trib1と Hoxaの協調作用

は遺伝学的にも確認された。Trib1は MAPKの

リン酸化を亢進することが知られているが、

Trib1陽性 AMLでこの事実を確認した。Trib1

は、MAPKのリン酸化を亢進することを Trib1

陽性 AMLを IL-3により刺激して確認したが、

さらに Trib1は IL-3欠乏時における MAPKリ

ン酸化を遷延させて、その結果白血病細胞の

アポトーシスを阻害することがわかった。

Hoxa9 と Meis1 及び Trib1 単独の遺伝子導入

により発症した AMLでは特異的な協調遺伝子

の 活 性 化 が 確 認 さ れ た の に 対 し て 、

Hoxa9/Meis1/Trib1３者による AML では、更

なる特異性の高い協調遺伝子は認められず、

AML の進展に伴って遺伝子間の相互作用は特

異性が低くなる傾向が示された。さらに、

Trib1による MAPKの活性化には Trib1と MEK1

の会合が深く関わっていると考えられ、

Trib1は核内において MEK1の ATP結合領域及

び MEKK 結合領域と会合していることが示さ

れた。さらに、Trib1 の解析を進め、C 末端

領域に存在する MEK1 結合モチーフを同定し

た。この結合モチーフを欠いた変異体は白血

病発症能や骨髄細胞に対する自己複製促進

能を失っていたのみならず、Hoxa9/Meis1 の

白血病発症能に対する dominant な抑制効果

を示した。また、Trib1は C/Ebpaとも結合し

C/Ebpa と MEK1 は Trib1 との協調作用におい

て拮抗していることが示唆された。Trib1 の

C/Ebpaに対する結合領域は、Trib1の N端側

に存在していた。一方、MEK1結合部位の欠失

変異体は C/Ebpaに対する分解促進能も失い、

Trib1 の C/Ebpa に対する作用は MAPK 経路を

介していることが示された。 
(2)Apc遺伝子のヘテロ変異を有するMinマウ

ス由来大腸上皮細胞株にレトロウィルスを

導入して、軟寒天培地でコロニー形成を誘導

した。これらの形質転換コロニーからレトロ

ウィルス挿入部位を同定し、このシステムが

造血細胞以外の組織にも適応出来る可能性

を示したのみならず、共通挿入部位 Dnah3と

Ahnak を発見し、これらの遺伝子の活性化が

Apc 変異による細胞骨格の異常を強めている

ことを示した。 

(3)マウス pre-B 細胞性腫瘍の感受性遺伝子

座 Bomb1の解析を進め、この遺伝子座の範囲

をこれまでの 36 Mb から最終的に 1.5 Mb に

絞り込み候補遺伝子として Enpep/Bp1を同定

するとともに、Bomb1特異的な SNPsを明らか

にした。 

(4)協調遺伝子が存在する分子経路間の相互

作用を考察した。Hoxa9/Meis1 は上流の MLL

を含めて、Trib1が機能を修飾する MAPK経路

と特異的相互作用を示すことが示唆された。

さらに、Hoxa9 と Meis1 の分子機構の詳細を

明らかにした。Hoxa9 と Meis1 によりトラン

スフォームした骨髄細胞から Meis1を除去す

ると、細胞分化の促進・細胞増殖能と自己複

製能の低下が顕著に認められ、細胞回転促進

遺伝子の発現低下や顆粒球・マクロファー

ジ・血小板分化関連遺伝子の発現増強が認め

られた。特に Cd34 や c-Maf は Meis1 の標的

遺伝子として重要な役割を果たしているこ

とが示された。さらに、Meis1 の標的遺伝子

を明らかにする目的で ChIP sequencingを行

った。全ゲノムレベルで Meis1及び Hoxa9の

結合部位を明らかにし、候補遺伝子を同定し

た。さらに、Meis1 の有無による Hoxa9 の結

合部位のシフトが明らかになった。 

(5)B 細胞受容体シグナル経路においてアダ

プターとして機能している Bash 遺伝子のホ

モノックアウトマウスは pre-B細胞の分化異

常と pre-B-ALLが生じ、Bashは ALLのがん抑

制遺伝子と考えられている。Bashホモノック

アウトマウスにモロニー白血病ウィルスを

接種して pre-B-ALL発症が促進することを見

出した。７種類の共通挿入部位を同定し Bash

変異に協調する遺伝子候補を同定した。この

内 C/Ebpbの short isoform及び Pu.1の発現

亢進と Bash変異が preB細胞の自己複製能の

亢進に協調作用を示すことを明らかにした。 

(6)レトロウィルス挿入変異部位のシークエ

ンス特異性について検討し、RNA の二次構造

との関連性を示唆した。in vitroにおいて逆

転写酵素とレトロウィルス LTRを用いて実際

にヘアピン構造が予測される塩基配列に高

頻度でウィルス挿入が生じることを見出し

た。 

(7)挿入変異原として PiggyBac（PB）トランス

ポゾンも導入し、非血液腫瘍への応用を行った。

ヒト骨軟部肉腫の原因となっているキメラ遺伝

子群を間葉系幹細胞・前駆細胞にレトロウィル

スベクターまたは PB トランスポゾンに組み込

んで導入すると、組み込み後のトランスポジシ

ョンが生じ未分化な間葉系悪性腫瘍が誘導され

た。キメラ遺伝子が本来生じている肉腫の形質

の反映にはキメラが発現する母地となる細胞環



 

 

境が重要であることが示唆された。さらに、

SYT-SSX1、EWS-ERG,EWS-FLI1を胎児由来間葉系

前駆細胞に導入した後ヌードマウスに移植する

と、SYT-SSX1により滑膜肉腫様短紡錘形肉腫が、

EWS-ERG により Ewing 肉腫様小円形細胞肉腫が

発生した。  
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