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研究成果の概要（和文）： 急性白血病において最も高頻度に変異を受ける AML1複合体を精製
し、CBFβの他にヒストンアセチル化酵素 p300/CBPやMOZ、前骨髄性白血病タンパク質PML、
リン酸化酵素 HIPK2が含まれることを見いだした。また、PML がユビキチンリガーゼ SCF 複
合体の構成因子 Fbx3 と結合し、SCFFbx3によるユビキチン－プロテアソーム経路を介する転

写コアクチベーターの分解を阻害することを明らかにした。この結果より、PML は NB で転

写因子複合体の形成の足場となるだけではなく、転写因子複合体に含まれる構成因子の安

定化を誘導することで、AML1 や PU.1 などを介した転写を活性化し、顆粒球分化を誘導す

ることが示唆された。一方、PML-RARa は HIPK2 を著しく不安定化させ、PU.1 や AML1 を介

した転写を抑制した。 
 
研究成果の概要（英文）：The AML1 gene is the most frequent target of chromosome 
translocations and other mutations in acute myeloid leukemia. We purified AML1 complex 
and found that the complex contained p300/CBP, MOZ, PML, and HIPK2 as well as CBFb. 
PML is a nuclear protein that functions as a regulator of transcription, cell proliferation, 
apoptosis, and myeloid cell differentiation. PML interacts with several transcription factors, 
such as AML1, PU.1, C/EBP and p53, as well as their co-activators, such as HIPK2 and 
p300, resulting in the activation of transcription. Although PML is thought to achieve 
transcription activation by stabilizing the transcription-factor complex, little is known 
about the underlying molecular mechanism. To clarify the role of PML in transcription 
regulation, PML complex was purified and Fbx3, Skp1, and Cullin1 were identified as 
novel components of this complex. Fbx3 formed SCFFbx3 ubiquitin ligase and promoted 
the degradation of HIPK2 and p300 by the ubiquitin-proteasome pathway. PML inhibited 
this degradation through a mechanism that unexpectedly did not involve inhibition of the 
ubiquitination of HIPK2. PML, Fbx3, and HIPK2 synergistically activated p53-induced 
transcription. Our findings suggest that PML stabilizes the transcription-factor complex by 
protecting HIPK2 and p300 from SCFFbx3-induced degradation until transcription is 
completed. In contrast, the leukemia-associated fusion PML-RAR α  induced the 
degradation of HIPK2, suggesting that PML-RARα  degrade co-activators to block 
transcription by antagonizing PML. 
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研究分野： 
科研費の分科・細目： 
キーワード：① AML1 ② 白血病 ③ 造血 ④タンパク質複合体 ⑤転写制御 
 
１．研究開始当初の背景 
ヒト白血病では高頻度に特異的な染色体転
座が見られ、その結果生じる融合遺伝子産物
の発現やがん遺伝子の発現異常が発症に関
与する。そのような遺伝子のなかで AML1
遺伝子は、最も高頻度に染色体転座の標的と
なる。AML1 は CBFb/PEBP2b と二量体を形成
して特異的 DNA に結合する転写因子で、
我々は、AML1 複合体を精製し、CBFb の他に
ヒストンアセチル化酵素p300/CBP及びMOZ、
前骨髄性白血病タンパク質 PML、タンパク
質リン酸化酵素HIPK1/2がAML1複合体に含
まれることを報告してきた。これらの AML1
と複合体を形成する CBFb、p300/CBP、MOZ、
PML はいずれも急性骨髄性白血病で見られ
る染色体転座に関与するが、我々は HIPK2
遺伝子も急性骨髄性白血病及び骨髄異形成
症候群で変異が見られることを新たに見出
した。AML1 は、造血細胞に特異的な遺伝子
群の発現制御に関与し、マウスモデルによ
る解析から AML1、CBFb 及び p300/CBP も造
血に重要であることが明らかにされている。 
 
２．研究の目的 
急性白血病における染色体転座の主要な標
的である AML1 及びその複合体の機能を明
らかにすることより、白血病発症の分子メ
カニズムを解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
AML1 複合体を構成する MOZ 及び

AML1K/HIPK のノックアウトマウスを作成
し、造血及び血管新生における役割を調べ
る。16 年度までの解析から MOZ-/-マウスは
胎生 15.5 日頃に致死であり、胎仔肝臓にお
ける造血能が低下していることが示唆され
ているので、試験管内におけるコロニー形
成能や成体への骨髄移植により、どの系統
の造血細胞に異常があるかを解析する。一
方、HIPK-/-マウスは、これまでに胎生 10.5
日頃に致死であり、血管新生及び造血の両
方に異常があることが観察されている。AGM
及び P-Sp 培養により、造血能及び血管形成

の異常について解析する。 
PML のリン酸化は PML 及び PML を含む

AML1 複合体の機能の制御に重要であると
考えられることから、この制御メカニズム
を明らかにする。これまでの解析から２種
類の PML のリン酸化酵素を既に同定してい
る。これらによるリン酸化と SUMO-1 化・新
規修飾・細胞内局在・転写活性化能・細胞
分化との関連性について解析する。２つの
キナーゼのうち、骨髄性細胞で発現するの
は１つ（PML キナーゼ I）であることから、
特に PML キナーゼ I の阻害剤の開発を中心
に行う。これまでのスクリーニングからあ
る化合物 B が PML キナーゼ I の活性を顕著
に阻害することを見出している。さらによ
り特異性・活性の高い化合物を得るため、
この化合物 B の誘導体を合成し、PML キナ
ーゼ I に対する阻害効果を検討する。白血
病由来培養細胞及び白血病モデルマウスを
用いて、同定された化合物の細胞分化誘導
能の有無について検討する。 
AML1 キナーゼは、AML1 の他に AML1 の共

役因子（コアクチベーター）である p300
及び MOZ のリン酸化を促進して、AML1 複合
体による転写を促進することから、AML1 キ
ナーゼ活性の制御は AML1 複合体の制御及
び造血細胞分化に非常に重要であることが
示唆される。活性型 AML1 キナーゼは高度に
リン酸化されていて、その不活性型変異体
はリン酸化されていないことから、AML1 キ
ナーゼの活性化には何らかのリン酸化カス
ケードが存在することが予想される。この
リン酸化カスケードを明らかにする。これ
までに M1 細胞を IL-6 で処理したときに
AML1 のリン酸化が誘導されることを見い
だしているので、まず IL-6 刺激により活
性化されるカスケードを調べる。また、AML1
のリン酸化による AML1 複合体の構成やア
セチル化酵素活性の変化等を検討する。 
活性型 AML1 複合体の構成因子の多くは

白血病において変異がみられることから、
AML1K/HIPK 遺伝子の変異が見られる期待
される。そこで、ヒト急性白血病及び骨髄



 

 

異形成症候群患者における変異を解析する。 
 
４．研究成果 
AML1複合体を精製し、AML1複合体にはCBF

βの他にヒストンアセチル化酵素 p300/CBP
や MOZ、前骨髄性白血病タンパク質 PML-I、
リン酸化酵素HIPK2 が含まれることを見いだ
した。PML は急性骨髄性白血病で見られる
t(15;17)転座に関わる核内因子である。PML
には多くのアイソフームが知られているが、
主要なアイソフォームである PML I-VI の中
で PML I のみが AML1 と結合した。AML1 及び
PML I の様々な欠失変異体を用いた解析から、
両者の結合には AML1 のＣ末端に近いアミノ
酸３６３－４０２の領域と PML I のＣ末端領
域（アミノ酸５９３－８５１）が必要である
ことが示された。AML1 結合部位を持つレポー
ター遺伝子を用いた解析から PML I は AML1
に依存した転写を促進し、特に AML1 のコア
クチベターである p300 と共にトランスフェ
クションしたときにその効果は顕著であっ
た。この結果から PML I は AML1 と p300 との
協調作用を促進することが示唆された。PML
は nuclear body と呼ばれる核内の斑点状の
領域に局在することが知られているが、PML I
は AML1 と p300 をこの nuclear body に共局
在させることが明らかとなった。PML I の分
化への影響を調べるため PML I をレトロウイ
ルスベクターを用いて L-G 細胞に導入し、そ
の細胞増殖能及び分化能の変化を調べたと
ころ、PML Iは AML1 と同様にL-G細胞のG-CSF
存在下での増殖を抑制し好中球への分化を
促進した。この活性には PML I の SUMO-1 化
が必要であった。これらの結果から、PML I
は AML1 とその転写共役因子である p300/CBP
を nuclear body に集積させることにより複
合体形成を促進し、AML1 を介した転写を活性
化して分化を誘導すると考えられる。 
AML1のリン酸化修飾がAML1複合体の制御

に重要であることが示された。この AML1 の
リン酸化部位はセリン 249 及び 276 であり、
AML1複合体に含まれるHIPK2がこれらをリン
酸化することを明らかにした。HIPK2 は AML1
のリン酸化に加えて AML1 存在下で MOZ 及び
p300 のリン酸化も促進し、AML1 による転写
を活性化した。p300 のリン酸化はそのヒスト
ンアセチル化活性を増強し、Gal4-p300 キメ
ラ転写因子による転写を活性化した。MOZ の
リン酸化は AML1 との結合を増強させ AML1 複
合体を安定化した。HIPK1/2 二重欠損マウス
は、AGM 造血及び血管形成に異常が見られ、
p300やCBP欠損マウスと類似の表現型を示す
ことから、HIPK1/2 によるリン酸化が
p300/CBP の造血及び血管形成における機能
に重要であることが示唆された。 
PML は、急性前骨髄球性白血病の 90%以上

に見られる t(15;17)染色体転座により RARa

と融合して PML-RARa キメラタンパク質を発
現する。PML が関与する急性前骨髄球性白血
病が顆粒球分化の異常を示すことに加え、
PML ノックアウトマウスでも顆粒球分化異常
が観察されることから、顆粒球分化における
PML の機能の重要性が示唆されているが、PML
の分子機構についてはこれまで不明な点が
多かった。我々は、PML が顆粒球への終末分
化に不可欠な転写因子である PU.1 及び
C/EBPe と結合してこれらの転写コアクチベ
ーターとして機能することにより顆粒球分
化を制御していることを明らかにした。顆粒
球への終末分化に関与する転写因子の発現
を調べたところ、PML 欠損マウスの骨髄細胞
では C/EBPe 遺伝子の発現が低下していた。
転写制御領域の解析から、C/EBPe の発現は転
写因子 PU.1 により直接誘導され、PML は PU.1
と結合することにより C/EBPe の転写を活性
化して顆粒球分化を促進することを明らか
にした。対照的に PML-RARa は PU.1 による転
写を抑制した。さらに、PML は C/EBPe とも結
合し、C/EBPe による転写と顆粒球分化を促進
した。一方、顆粒球系骨髄細胞株に発現する
PML は高度にリン酸化修飾を受けていて、非
リン酸化型 PML 変異体は PU.1 や C/EBPe によ
る転写の活性化および顆粒球分化を促進で
きないことから、PML によるこれらの転写活
性化はリン酸化により制御されていること
が示された。以上の結果により、PML は PU.1
と C/EBPe による転写をリン酸化依存的に活
性化することで、顆粒球分化を制御し、急性
前骨髄球性白血病ではこれらの機能が阻害
されることにより顆粒球の分化異常が見ら
れると考えられる。 
PML は、核内の PML body/Nuclear body(NB)

と呼ばれる斑点状の領域に局在し、様々な転
写因子や転写コアクチベーターと複合体を
形成して転写を制御するが、その制御機構に
ついては不明な点が多い。我々は、PML 複合
体を精製し、PML がユビキチンリガーゼ SCF 
複合体の構成因子 Fbx3 と結合し、SCFFbx3 に
よるユビキチン－プロテアソーム経路を介す
る転写コアクチベーターの分解を阻害する
ことを明らかにした。この結果より、PML は
NB で転写因子複合体の形成の足場となるだ
けではなく、転写因子複合体に含まれる構成
因子の安定化を誘導することで、AML1 や PU.1
などを介した転写を活性化し、顆粒球分化を
誘導することが示唆された。一方、PML-RARa
は野生型 PML の機能を抑制し、NB を拡散させ
ることが知られているが、PML-RARa は HIPK2
を著しく不安定化させ、PU.1 や AML1 を介し
た転写を抑制した。また、急性骨髄性白血病
ではしばしば PML と結合する AML1, HIPK2, 
p300, C/EBPa の変異が見られ、白血病発症に
これらの転写因子複合体の機能阻害が関与
することが示唆される。 



 

 

白血病の発症メカニズムを解析するため、
マウス骨髄から単離した造血幹細胞に急性
骨髄性白血病で見られる融合遺伝子
MOZ-TIF2 をレトロウイルスベクターにより
導入し、これを放射線照射した野生型マウス
に骨髄移植することにより白血病が発症す
る白血病モデル実験系を確立した。この白血
病マウスの骨髄細胞からセルソーターを用
いて細胞集団を分画して、野生型マウスに再
移植することにより白血病誘導活性を調べ
たところ、M-CSF受容体の発現が高い細胞
に強い白血病誘導活性が見られ、発現が低
い細胞にはその活性が殆どないことが示さ
れた。M-CSFR 遺伝子プロモーターに Fas 遺
伝子を連結した融合遺伝子導入したトラン
スジェニックマウスを用いて、M-CSFR を高
発現する細胞にアポトーシスを誘導すると
白血病細胞が消失し、白血病発症が抑制さ
れた。これらの結果は、白血病幹細胞は
M-CSFR 高発現細胞に含まれ、これらの細胞
を除去することにより白血病が治癒出来る
ことを示している。免疫沈降実験およびレポ
ーターアッセイによりMOZ 融合遺伝子産物が
転写因子 PU.1 と結合して M-CSFR プロモータ
ーを強く活性化することを見出した。PU.1 及
び M-CSFR 遺伝子欠損マウスでは MOZ-TIF2 に
よる白血病発症がみられないことから、
PU.1/M-CSFR経路はMOZ-TIF2による白血病発
症に必須であることが示された。MOZ-TIF2 に
よる白血病モデルマウスシステムに M-CSFR
特異的チロシンキナーゼ阻害剤を投与した
ところ、白血病の発症が顕著に抑制された。
これらの結果からM-CSF 受容体阻害剤が白血
病治療に有効であることが強く示唆された。 
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Kimiko Shimizu and Issay Kitabayashi 
Hemizygousity of AML1/RUNX1, a target of 
p53, prevents T-cell malignancy induced by 
loss of p53 
 
51th annual meeting of American Society of 
Hemaology 
Ernest N. Merial Convention Center New 
Orleans, December 5-8, 2009 
Yukiko Aikawa1, Takuo Katsumoto1, Daniel 
G Tenen, and Issay Kitabayashi1 
PU.1-mediated upregulation of M-CSFR is 
critical for MOZ-leukemia stem cell 
potential 
 
Runx Meeting 2009 
Oxford University, August 16-19, 2009 
Yukiko Aikawa, Takuo Katsumoto and Issay 
Kitabayashi 
Roles of histone actyltransferases 
MOZ/MORF in hematopoiesis and leukemia 
 
2010 AACR/JCR Joint Conference 
Hilton waikoloa Village in Hawaii, USA , 
Feb 6-10, 2010 
Yoko Ogawara, Takuo Katsumoto, Takeshi 
Uchiumi, Kimitoshi Kohno and Issay 
Kitabayashi 
The role of YB-1, a binding partner of 
nucleophosmin, in hematopoiesis and 
nucleophosmin mutant (NPMc)-associated 
acute myeloid leukemia. 
 
〔産業財産権〕 
○出願状況（計２件） 
 
名称：M-CSF 受容体を分子標的とする MLL 白

血病及び MOZ 白血病治療剤、およびその利用 
発明者：北林一生 
権利者：国立がんセンター総長 
種類：特願 
番号：2007-321256 
出願年月日：2007 年 12 月 12 日 
国内外の別：国内 
 
名称：(Tharapeutic agent for MLL leukemia 
and MOZ leukemia of which molecular target 
is M-CSF receptor, and use thereof 
発明者：北林一生 
権利者：国立がんセンター総長 
種類：PCT 
番号：JP2008/072609 
出願年月日：2008 年 12 月 12 日 
国内外の別：国外 
国際公開番号: WO 2009/075344 A1／国際公
開日: 2009 年 6 月 18 日 
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