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研究成果の概要(和文) :多くの白血病は染色体転座によって形成されるキメラ型転写因子を原

因として発症する｡本研究においては､21q22転座において形成されるRUNXlキメラRUNXl/EVIl

の機能を分子生物学的･発生工学的に解析した｡ RUNXl　キメラはコリブレッサーを介してヒス

トン脱アセチル化酵素をリクルートすることにより白血病を発症させると考えられるため､

RUNXl転座型白血病におけるヒストン脱アセチル化酵素阻害剤の有効性についても検討した｡

研究成果の概要(英文) : Generation of chimeric transcription factor is one of major

molecular mechanisms in leukemogenesis. In this study, We analyzed functions of a RUNXI

chimera, RUNXl/EVIl, with molecular and gene engineering approaches. Considering that

RUNXI chimera causes leukemia through recruiting histone deacetylase via co-repressor,

We also evaluated effects of hlstone deacetylase lnhlbitors on leukemic growth induced

by RUNXI chimera.
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1.研究開始当初の背景

急性白血病においては､染色体相互転座に
よるキメラ遺伝子の形成が重要な発症機構
のひとつであると考えられている｡高頻度に

観察される転座としては　21q22　転座及び
12p13転座があり､それぞれの標的遺伝子は

RLqtLYl遺伝子及び7EL遺伝子である｡これら

の遺伝子は転写因子をコードしている｡

RUNXl及びTELは造血の発生及び分化制御に

重要な役割を担っていることが細胞生物学
的･発生工学的に示されて来た｡一方､これ
らの染色体転座の結果形成されるキメラ遺



伝子は､キメラ型転写因子をコードする｡
RUNXlキメラの代表はRUNXl/ETO､RUNXl/EVIl

及びTEL/RUNXlであり､いずれもコリブレッ

サーを介してヒストン脱アセチル化酵素を
リクルートすることにより野生型RUNXlの機

能を失活させることが中心的分子病態であ
ることが知られている｡急性巨核芽球性白血
病､慢性骨髄性白血病及び骨髄異形成症候群
の急性白血病移行期に観察される　t(3;21)の

結果形成される　RLmXl//甘VIl遺伝子は研究代

表者が自らクローニングしたキメラ遺伝子
であり､野生型RUNXlに対するドミナント･

ネガティブ効果､ TGF ･シグナルの遮断効果､

JNKの抑制効果､ APl活性の刺激効果等の多

彩な機能を発揮することを明らかにしてき
た｡最初のふたっの機能はヒストン脱アセチ
ル化酵素のリクルートを介するものである｡

2.研究の目的

本研究は､野生型TELの正常造血制御に果
たす役割を明らかにすると　ともに､
RUNXl/EVIlの機能解析を推進し､ RUNXlキメ

ラ型白血病におけるヒストン脱アセチル化

酵素阻害剤の有効性について基礎的な検討
を行なうことを目的とした｡

3.研究の方法

(1) TELの細胞生物学的機能の解析

TELの発現ベクターをマウス骨髄細胞32D

に遺伝子導入し､サイトカインの存在下で分

化能･増殖能-の影響を検討した｡また､
PI (propidium iodide)/Annexin Vの二重染色

及びミトコンドリアの膜電位測定(JC-1染

色)により､アポトーシスの誘導の有無を評

価した｡さらに､アポトーシス誘導の分子基
盤を明らかにするために､ p53蛋白の発現を

ウエスタン解析､ゲルシフト･アッセイ及び
レポーター･アッセイにより検討した｡さら

に､ p53の標的遺伝子(p21､ Bax､ Puma､ Bl'dt

Bah)の発現をrea1-time PCR法で解析した.

最後に､ TELのアポトーシス誘導効果がp53

を介するものであるかどうかを､ p53抑制剤

pifithrin- ･の添加及びBc1-2の共発現によ

り検討した｡

(2) TELの発生工学的機能の解析

赤芽球特異的6A7TAlプロモーター下にZEL

を発現するトランスジェニックマウス及び
ES細胞を作製した｡トランスジェニックマウ

スでは､末梢血の血算､骨髄細胞の赤芽球/

巨核球-の分化能､分化関連遺伝子の発現を
解析した｡ ES　細胞は　LIF非存在下で　EB

(embryoidbody)に分化させ､造血コロニー･

アッセイを施行した｡

(3) RUNXl/EVIlの標的分子の検討

RUNXl/EVIlの骨髄系細胞の分化に及ぼす

効果を検討する目的で､発現ベクターをマウ
スLG-3細胞に導入した｡ G-CSF存在下での分

化を形態学的に評価するとともに､ベルオキ
シダーゼ染色により定量的にも評価した｡
C/EBP ･は標的遺伝子の転写を活性化するこ

とにより頼粒球分化を促進するが､自らの遺
伝子プロモーターも活性化することが知ら
れている｡そこで､ RUNXl/EVIlとC/EBP･の

会合の有無を免疫沈降法で評価するととも
に､ CEEjTu　プロモーターを用いたレポータ
ー･アッセイ及びゲルシフト･アッセイを用

いて､ RUNXl/EVIlがC/EBP ･の転写活性化能

及びDNA結合能に及ぼす影響を検討した｡
RUNXl/EVIlの骨髄球に対する分化抑制効果

がC/EBP･の抑制を介するものであるかどう

かを､ RUNXl/EVIl発現細胞にC/EBP ･を共発

現させることで検討した｡

(4) RUNXl/EVIlの発生工学的機能の解析

RLQWl//甘VI1のノックイン-テロマウスは

中枢神経系-の出血と胎仔肝造血の廃絶に
より胎生致死となる｡ RLNXl//甘VI1ノックイン

キメラマウスの白血病発症の有無を観察す
るとともに､発症した白血病を組織学的･電
子顕微鏡的に解析した｡

(5)RUNXl　キメラ型白血病におけるヒストン

脱アセチル化酵素阻害剤の有効性の検討
RUNXlキメラ型ヒト白血病細胞株Kasumi-1

及びSKNOl (RUNXl/ETO) ､ SKHl (RUNXl/EVIl) ､

Reh (TEL/RUNXl)及びK562細胞(BCR/ABL)

の培養上清中にヒストン脱アセチル化酵素

阻害剤(トリコスタチンA､パルプロ酸)を

添加し､ PI染色を用いて増殖及び生存に対す
る効果を検討した｡また､ヒストン脱アセチ
ル化酵素阻害剤添加時の細胞周期制御因子
の遺伝子発現及びアポトーシス誘導酵素カ
スペースの活性化状態を定量PCR法及びウェ

スタン解析にて検討した｡さらに､外因系ア

ポトーシスシグナルを伝える　TRAIL受容体

DR5の発現の変化をFACSで解析した｡

4.研究成果

(1) TELの細胞生物学的機能の解析

ZEL発現32D細胞はII/3存在下では増殖速

度がやや低下したが､ G-CSFの存在下では急

速に死滅した｡この際に　sub-G1分画及び

PI(-)/Annexin V(+)分画が増加しており､ミ

トコンドリアの膜電位が低下していたこと
から､内因性のアポトーシスが誘導されてい

ることが明らかになった｡興味深いことに､
ZEL発現細胞ではp53蛋白の発現レベルが高

く､ p53-DNA複合体もより強く形成されてお

り､ p53の転写活性化能が克進していた｡ p53

の発現を負に制御するMDM2の発現には変化

がなかった｡ p53の標的遺伝子の発現を検討

した所､ G-CSFの存在下でPumaの発現が経時



的に増加していくことが証明された｡ TELの

アポトーシスの誘導効果はpifithrin一･の

添加により一時的に抑制されることから､

p53の発現先進を介するものである可能性が
示唆された｡ Bc172を共発現させた場合には､

TELによるアポトーシス誘導効果が完全に抑

制されたことから､少なくともTELのアポト
ーシス誘導効果はミトコンドリアを介する

内因性経路の活性化によるものであること
が明らかになった｡

TELは線維芽細胞において細胞周期の回転

を止めアポトーシスを誘導することから､が
ん抑制因子として機能すると考えられてい
た｡今回､ TELは造血細胞においてもがん抑

制因子としての機能があること､しかもp53
の上位の制御因子であることが明らかにさ

れた｡

(2) TELの発生工学的機能の解析

G47A1-7ELトランスジェニックマウスで

は統計学的有意差をもって末梢血の-モグ
ロビン値の増加が観察された｡骨髄細胞を
EPOの存在下で培養するとCD71hlgh/TER119+分

画が､ TPO存在下で培養すると　C-kltソCD41十

分画が､ 6ATAllZELトランスジェニックマウ

スでそれぞれより高率に増加した｡赤芽球系

細胞は骨髄内で､ CD71十/TER119~細胞､

cD71hlgh/TERl19+細胞､ CD71ソTERl19十細胞の順

に分化を遂げる｡内因性の　G4TAl　は

cD71hlgh/TER119十分画に最も強く発現してい

たが､これに伴いトランスジェニックマウス

では野生型同胞マウスに比して同分画での

外来性+内因性7比の発現がIJIJ進していた｡

さらに､ GAmllZELトランスジェニックマウ

スの　CD71hlgh/TER119十分画では､ ALAS-Eと

･一一潤∂joT globl'D mRNAの発現レベルがより高

かった｡このことは､ TELが-モグロビン生

合成遺伝子の転写を活性化させることを示
唆している｡一方､ day7EBを用いた造血コ
ロニー･アッセイでは､ GA7TA17ELトランス

ジェニック細胞はより多くのBFU-Eを産生し

た｡CFU-GEMMの数には差がなかった｡さらに､

day 6 EBよりC-kitソCD71十細胞をソートして

EPO存在下に　OP9細胞上で培養した所､

GA7AITZELトランスジェニック細胞からは

より高率にCD71hlgh/TERl19'細胞-の分化が

観察された｡以上の結果より､ TELには赤芽

球系前駆細胞を増幅し､ -モグロビン蓄積を

促進する機能があると考えられた｡

(3) RUNXl/EVIlの標的分子の検討

RLNXl//甘V11をマウスLG-3細胞に遺伝子導

入した所､ G-CSF存在下での好中球-の終末

分化が阻害された｡ COS7細胞に過剰発現させ
たRUNXl/EVIlとC/EBP ･の会合が免疫沈降法

で証明されたことから､両者は機能的に相互
作用する可能性が示唆された｡レポーター･

アッセイでは､ RUNXl/EVIlはC/EBP ･の転写

活性化能を抑制したが､ EVIl部分のCtBP結

合部位の変異体はその抑制能を失っていた｡
従って､ RUNXl/EVIlはヒストン脱アセチル化

酵素のリクルートを介してC/EBP･の転写活

性化能を抑制すると考えられた｡さらに､ゲ
ルシフト･アッセイにより､ RUNXl/EVIl　は

C/EBP ･のDNA結合能を抑制することも明ら

かになった｡最後に､ HLQWl//甘VI1発現LG-3

細胞にC/EEP･を過剰発現させた所､分化能
の回復が観察された｡ RUNXl/EVIlはC/EBP ･

を標的として分化抑制効果を発揮し､造血幹
細胞腫癌を白血病化させる可能性が示唆さ
れた｡

(4) RUNXl/EVIlの発生工学的機能の解析

RMl/甘VJlキメラマウスに生後5ケ月で急

性巨核芽球性白血病の発症が観察された｡白
血病細胞は肝牌に浸潤しており､電子顕微鏡

的血小板ベルオキシダーゼが陽性であった｡
このことは､ RUNXl/EVIlが腫癌の表現型を決

定するとともに､ワン･ヒットで白血病を発

症させる可能性を示唆している｡

(5)RUNXl　キメラ型白血病におけるヒストン

脱アセチル化酵素阻害剤の有効性の検討
ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤は

Kasum1-1､ SKNOl､ SKHl､ Reh細胞の増殖を抑

制しアポトーシスを誘導したが､K562細胞に
は同様の効果は示さなかった｡ヒストン脱ア
セチル化酵素阻害剤はRUNXlキメラ型白血病

に特異的な効果を発揮することが期待され
た｡また､ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤

添加時にはこれらの白血病細胞株では細胞
周期抑制因子aiK2 mRNAの発現が増加し､内

因系アポトーシス誘導酵素カスペース9､外

因系アポトーシス誘導酵素カスペース8及び
共通アポトーシス誘導酵素カスペース3が活
性化していた｡さらに､細胞表面のDR5の発

現も克進していた｡以上のことから､ヒスト
ン脱アセチル化酵素阻害剤は遺伝子発現の

制御を介して細胞周期を停止させ､内因系及
び外因系の両アポトーシスシグナルを活性
化することにより､ RUNXlキメラ型白血病細

胞に細胞死を誘導すると考えられた｡
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