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研究成果の概要： 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、t(3;21)の結果形成される RUNX1/EVI1 の機能を発生工学的

に解析するとともに、その標的遺伝子の探索を行った。また、12p13 転座の標的がん抑制遺伝

子 TEL の機能を分子生物学的・細胞生物学的に解析するとともに、骨髄異形成症候群におけ

る発現の変化を観察した。さらに、inv(12)の結果形成される TEL/PTPRR の機能を解析した。 
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１．研究開始当初の背景 
 急性白血病・骨髄異形成症候群においては、
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。代表的な転座は 21q22 転座、12p13
転座であり、それぞれの標的遺伝子は RUNX1
遺伝子、TEL 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。RUNX1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、染色体転座の結果形
成されるキメラ遺伝子は野生型の転写因子

の機能をドミナント・ネガティブに抑制した
り、転座相手依存性に新規の機能を獲得した
りして、がん遺伝子としての機能を発揮する
ことが示されている。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 RUNX1/EVI1 遺伝子は自らクロ
ーニングしたキメラ遺伝子であり、野生型
RUNX1 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、
AP1 活性の刺激効果を発揮することを明らか
にしてきた。一方、急性骨髄性白血病症例に



観察された inv(12)より新規キメラ遺伝子
TEL/PTPRR のクローニングに成功した。PTPRR
は TELの転座相手としては初めての受容体型
ホスファターゼである。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、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、TEL キメ
ラ及び AML1 キメラを原因とする転座型
白血病の発症機構の解明を目的として以下
の解析を行う。 
(1) TEL の細胞生物学的機能を解析し、そ

の分子基盤を明らかにする。 
(2) TEL 遺伝子の異常が骨髄異形成症候群

発症に関与する可能性について検討す
る。 

(3) TEL/PTPRR の分子生物学的・細胞生物
学的機能の解析を行う。 

(4) RUNX1/EVI1 の発生工学的機能を解析
する。 

(5) RUNX1/EVI1 の標的分子を検討する。 
 
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・増殖能への影響を検討した。また、
PI/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、Bid、Bak）の発
現を real-time PCR 法で解析した。最後に、
TEL のアポトーシスの誘導効果が 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 Bcl-2 の共発現により
検討した。 

 
(2) 骨髄異形成症候群における TEL発現の検

討 
 MDS の患者 40 例（RA 13 例、RARS 1 例、
RAEB 18 例、RAEB-t 6 例、CMMoL 2 例）
及び正常人 9 例の骨髄有核細胞より mRNA
を抽出した。これを鋳型として real-time 
PCR 法により TEL  mRNA の発現レベルを
定量した。また、p53 及び TEL の遺伝子変
異の有無を直接シークエンス法を用いて検
討した。 

 
(3) TEL/PTPRR の機能の解析 
 inv(12)の結果短縮型 TEL（ tTEL）と
TEL/PTPRRキメラが発現していることが明
らかになった。これらの異常分子の分子生物
学的機能を評価するために、ウエスタン解析

で細胞内局在を、免疫沈降法で野生型 TEL
との会合の有無を、ゲルシフト・アッセイに
より DNA 結合能を、ETS レポーター・アッ
セイにより転写抑制能を解析した。また、野
生型 PTPRR をコントロールとしてホスファ
ターゼ・アッセイを施行した。さらに、tTEL
及び TEL/PTPRR の細胞生物学的機能を評
価するために、発現ベクターを用いてヒト白
血病細胞株 UT-7/GM に導入し、GM-CSF 存
在下及び非存在下での増殖の変化を観察し
た。最後に、これらの異常分子発現に伴う
MAP キナーゼ、PI3 キナーゼ、JAK/STAT
各シグナルの活性化状態の変化を評価する
ために、シグナル伝達分子のリン酸化状態を
ウエスタン法で解析した。 

 
(4) RUNX1/EVI1 の発生工学的機能の解析 
 RUNX1/EVI1 のノックインへテロマウス
は中枢神経系への出血と胎仔肝造血の廃絶
により胎生致死となる。胎仔肝造血を詳細に
評価する目的で、造血コロニー・アッセイを
施行し、造血細胞の電子顕微鏡的観察を行っ
た。さらに、RUNX/EVI1 の標的遺伝子を明
らかにするために、造血関連遺伝子の発現を
半定量 PCR 法により解析し、RUNX1 ノッ
クアウトマウスと比較した。 
 また、ノックインキメラマウスの白血病発
症の有無を観察した。 
 
(5) RUNX1/EVI1 の標的分子の検討 
 RUNX1/EVI1 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、ペル
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
ることにより顆粒球分化を促進するが、自ら
の遺伝子プロモーターの転写も活性化する
ことが知られている。そこで、RUNX1/EVI1
と C/EBPの会合の有無を免疫沈降法で評価
するとともに、CEBPA 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、RUNX1/EVI1 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。RUNX1/EVI1 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、RUNX1/EVI1 発現
細胞に C/EBPを共発現させることで検討し
た。 
 
４．研究成果 
(1) TEL の細胞生物学的機能の解析 
 TEL 発現 32D 細胞は IL-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、
TEL 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 の転写活性化能が亢進していた。
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-の添加により一時的に抑制される
ことから、p53 の発現亢進を介するものであ
る可能性が示唆された。Bcl-2 を共発現させ
た場合には、TEL によるアポトーシスの誘導
効果が完全に回避されたことから、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) 骨髄異形成症候群における TEL発現の検

討 
 正常及び多くの骨髄異形成症候群検体で
TEL の発現が観察されたが、6 例の骨髄異形
成症候群検体ではほとんど発現が観察され
なかった。病型の内訳は、RA 3 例、RAEB 2
例、RAEB-t 1 例であった。骨髄異形成症候
群の約１割の症例で発現が低下していると
考えられた。一方、TEL の遺伝子変異は観察
されなかったが、p53 の遺伝子変異は RA 1
例、RAEB-t 2 例、CMMoL 1 例の 4 例に観
察された。TEL 遺伝子の低発現と p53 遺伝
子の変異が同一症例で認められることはな
かった。 
 骨髄異形成症候群においては、TEL は遺伝
子座の欠失あるいはドミナント・ネガティブ
アイソフォームの相対的発現増加により失
活していることが知られているが、発現の低
下により失活している症例が存在すること
が明らかになった。TEL の発現が低下する機
序は現在の所不明である。一方、p53 の LOH
と遺伝子変異による失活は骨髄異形成症候
群の白血病化に役割があることが知られて
いる。今回 p53 の遺伝子変異と TEL 遺伝子
の発現低下は相補的に観察されたことから、
TEL の発現低下は p53 失活のひとつの重要
な機序であると考えられた。 
 
(3) TEL/PTPRR の機能の解析 
 野生型 TEL が核内に局在しているのに対
して、tTEL 及び TEL/PTPRR は細胞質内に

局在していた。tTEL 及び TEL/PTPRR は野
生型 TEL とヘテロマーを形成しており、共
発現により野生型 TEL を核から細胞質に引
き出す機能があることが明らかになった。
tTEL 及び TEL/PTPRR には DNA 結合能・
転写抑制能は存在しなかったが、共発現によ
り野生型 TEL の DNA 結合能・転写抑制能を
抑制した。両分子とも野生型 PTPRR とは異
なり、ホスファターゼ活性は示さなかった。
TEL/PTPRR は GM-CSF 依存性に増殖する
ヒト白血病細胞株 UT-7/GM にサイトカイン
非依存性の増殖をもたらした。tTEL にはそ
のような効果は認められなかった。tTEL 及
び TEL/PTPRR 発現細胞ではモック細胞と
異なり、GM-CSF 除去後も STAT3 のリン酸
化状態が維持されていることが明らかにな
った。他のシグナル伝達経路の活性化は観察
されなかった。 
 inv(12)型白血病においては、がん抑制因子
TEL の失活と STAT3 の恒常的活性化が白血
病 の 発 症 機 構 で あ る と 考 え ら れ た 。
TEL/PTPRR に tTEL には存在しないどのよ
うな付加的分子生物学的機能があるのかは
不明であった。 
 
(4) RUNX1/EVI1 の発生工学的機能の解析 
 胎仔肝細胞を用いたコロニー・アッセイに
より、RUNX1 ノックアウトマウスの胎仔肝
には造血前駆細胞が全く存在しないのに対
して、RUNX1/EVI1 ノックインマウスの胎
仔肝には分化異常があり（赤芽球には分化せ
ず、異形成のある骨髄球及び巨核球には分化
する）、自己複製能の亢進した造血前駆細胞
が残存していることが明らかになった。 
 胎仔肝細胞における遺伝子発現の解析の
結果、RUNX1 ノックアウトマウスでは PU.1
の発現がほぼ消失していたが、RUNX1/EVI1
ノックインマウスでは残存していた。PU.1
の発現維持が RUNX1/EVI1 ノックインマウ
スの胎仔肝における造血前駆細胞の残存に
関与している可能性がある。PU.1 の標的遺
伝子CD11bの発現もRUNX1/EVI1ノックイ
ンマウスにのみ認められた。一方、RUNX1
ノックアウトマウスと RUNX1/EVI1 ノック
インマウスの両者で赤芽球分化に重要な
LMO2 及び SCL の発現が著減していた。い
ずれのマウスにおいても GATA1 の発現は維
持されていたが、RUNX1/EVI1 ノックイン
マウスでは GATA1 の標的遺伝子 ALAS-E 及
び-globin の発現がより強く抑制されてい
た。これは RUNX1/EVI1 陽性細胞で発現し
ている PU.1 が GATA1 の機能を負に制御し
て い る 結 果 で あ る と 考 え ら れ た 。
RUNX1/EVI1 ノックインマウスの造血前駆
細胞が赤芽球分化能を失っているのは、赤芽
球分化に必須の転写因子群が機能的に失活
しているためと推測された。 



 RUNX1/EVI1 キメラマウスに生後 5 ヶ月
で急性巨核芽球性白血病の発症が観察され
た。白血病細胞は肝脾に浸潤しており、電子
顕微鏡的血小板ペルオキシダーゼが陽性で
あった。このことは、RUNX1/EVI1 が腫瘍
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) RUNX1/EVI1 の標的分子の検討 
 RUNX1/EVI1 をマウス LG-3 細胞に遺伝
子導入した所、G-CSF 存在下での好中球への
終末分化が阻害された。COS7 細胞に過剰発
現させた RUNX1/EVI1 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、RUNX1/EVI1 は
C/EBPの転写活性化能を抑制したが、EVI1
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、RUNX1/EVI1 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、RUNX1/EVI1 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、
RUNX1/EVI1発現LG-3細胞にC/EBPを過
剰発現させた所、分化能の回復が観察された。
RUNX1/EVI1 は C/EBPを標的として分化
抑制効果を発揮し、造血幹細胞腫瘍を白血病
化させる可能性が示唆された。 
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