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研究成果の概要： 
 白血病は、未熟な血液細胞がさまざまな遺伝子変異により腫瘍化して発症する造血器悪性疾

患である。白血病の病態は白血病幹細胞（leukemic stem cell; LSC）と呼ばれるごく少数の細胞
により維持されているが、その生成には血球特異的転写因子が深く関与している。我々は、

MLL-ENL, AML1-ETO など様々な白血病原因遺伝子について LSC 生成に関与する転写因子
を解析し、PU.1と呼ばれる転写因子が LSCの生成／維持に極めて重要であることを明らかに
した。 
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年度    

年度    

  年度    

総 計 14,400,000  4,320,000  18,720,000  
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１．研究開始当初の背景 
 白血病は、造血幹細胞／前駆細胞などの未
熟な血液細胞がさまざまな遺伝子変異によ
り腫瘍化して発症する造血器悪性腫瘍の一
つである。その発症原因となる遺伝子変異は
様々であるが、それらのいずれにも共通して
いるのは、白血病幹細胞（leukemic stem cell; 
LSC）と呼ばれるごく少数の細胞が存在し、
これらの細胞により白血病が発症・維持され
ていることである。LSCは正常の造血幹細胞
（hematopoietic stem cell; HSC）と同様自己複

製能を持ち、分裂に際して自らと全く同じ細
胞を複製することで白血病芽球を枯渇する
ことなく恒常的に産生し、白血病状態を維持
している。しかしながら、現在まで同定され
ている様々な白血病原因遺伝子がいかにし
て LSCの生成に関与しているのか、また LSC
がいかにして自己複製を行っているのか、そ
の分子メカニズムは依然として不明である。 
 LSC の自己複製は、正常 HSC のそれと極
めて類似した分子メカニズムに基づいて行
われていると考えられている。正常 HSCの自
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己複製メカニズムの詳細はごく最近まで不
明であったが、ここ２−３年でようやくその
一端が明らかになりつつある。近年我々およ
び他のグループは、血球特異的転写因子であ
る C/EBP および PU.1 が正常 HSC の自己複
製メカニズムに深く関与していることを見
いだし報告した（米国血液学会, 2005）。ここ
で興味深いのは、C/EBP および PU.1は非常
に多くの白血病原因遺伝子の標的となって
おり、その機能が抑制されていることである。
例えば、C/EBP  は急性骨髄性白血病（AML）
全体の 7-9% （染色体転座のない AML M2
では約 17%）で機能低下を伴う点突然変異が
認められている。また、AML で高頻度に見
ら れ る AML1-ETO, PML-RAR , 
CBF -MYH11 FLT3-ITD (internal tandem 
duplication), AML1-Evi1 などの変異遺伝子で
も C/EBP の発現・機能抑制が報告されてお
り、さらに慢性骨髄性白血病（CML）の原因
である染色体転座遺伝子 Bcr-Abl でも同様の
報告がなされている。これら C/EBP の発
現・機能低下を有する AML は、実に全体の
３分の２にもおよぶ。一方、PU.1の機能を抑
制する染色体転座遺伝子も数多く報告され
ており、例としては AML1-ETO, MOZ-TIF2
などがある。さらにまたマウスモデルにおい
ては、PU.1 の発現量を正常の約 20%に減少
させた変異マウスが極めて高率に AML を発
症することも明らかにされている。 
 このように白血病発症と C/EBP および
PU.1には極めて密接な関係があり、さらに前
述のように HSC の自己複製メカニズムに
C/EBP , PU.1 が深く関与していることを考
えあわせると、白血病幹細胞の生成・維持に
C/EBP , PU.1 が重要な役割を果たしている
可能性は極めて高いと考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
 我々は以前より C/EBP , PU.1 の造血系に
おける機能解析を精力的に進め（EMBO J, 
2006; JBC, 2006）、それに加え造血幹細胞の自
己複製メカニズムの解明にも力を注いでき
た（BBRC, 2006; 米国血液学会, 2005）。本研
究はこれらの学問的基盤をもとに、LSCの生
成・維持、とくに LSCの自己複製メカニズム
における C/EBP , PU.1 の役割を明らかにす
ることで、様々な白血病を「C/EBP , PU.1の
機能抑制による自己複製能の獲得」という共
通の分子メカニズムから統合的に理解する
ことを目指すものである。具体的には、まず
各種白血病遺伝子により生成された LSC の
自己複製能が C/EBP , PU.1 の機能抑制に依
存していることを in vitro アッセイ系を用い
て検証し、さらにそれをマウス白血病モデル
で確認する。それに続いて C/EBP , PU.1の転
写機能を活性化する低分子化合物のスクリ

ーニングを行い、LSCを標的とした新たな分
子標的治療薬の開発を行うことで、基礎研究
で得られた白血病発症の分子学的理解を実
際の臨床現場へ応用し、将来的な白血病治療
成績の向上を目指すものである。 
 
 
３．研究の方法 
（１） 各種白血病遺伝子の自己複製能付
与効果の確認 

 in vitro での自己複製能の標準的指標とし
て、メチルセルロース培地を用いたコロニー
replating アッセイを行う。これにより様々な
白血病遺伝子がマウス骨髄細胞の自己複製
能を亢進させることを確認するとともに、in 
vitroアッセイ系を確立する。白血病遺伝子と
しては、MLL-ENL, MLL-Septin6, MOZ-TIF2, 
AML1-ETO, AML1 point mutant, PML-RAR
を用いる。 
① レトロウイルスの作製：MLL-ENL, 

MLL-Septin6, MOZ-TIF2, AML1-ETO, 
AML1 point mutant, PML-RAR の cDNA
をそれぞれレトロウイルスベクター
pMX-IRES-Neo にサブクローニングす
る。作製したプラスミドをレトロウイ
ルス producer cell line PLAT-Eにトラン
スフェクションし、培養上清中にでて
きたウイルスを回収、−８０℃で保存す
る。 

② レトロウイルスのマウス骨髄細胞への
感染：C57BL/6 マウスに 5FUを投与、
投与４日後に大腿骨を取りだし骨髄細
胞を採取する。採取した骨髄細胞を SCF, 
TPO, IL-6, Flt3 ligand (FL)存在下で２４
時間培養した後、①でえられたウイル
スをレトロネクチンを用いて感染させ
る。 

③ メチルセルロース培地での培養：感染
させたマウス骨髄細胞を各種サイト
カイン（SCF, TPO, IL-6, IL-3）および
ネオマイシン存在下でメチルセルロ
ース培養し、１週間後、生成したコロ
ニーをカウントする。細胞を回収、細
胞数をカウントした後、新しいメチル
セルロース培地にまき２次コロニー
を形成させる。以下、同様に３次、４
次コロニーを形成させ、導入した遺伝
子が細胞の自己複製能に与える影響
を in vitroで解析する。 

 
（２）各種白血病遺伝子の in vitro自己複製能 
  に与える C/EBP , PU.1の影響 
① 白血病遺伝子導入により自己複製能を

獲得した細胞に対して、（１）と同様に
作製したレトロウイルスを用いて活性
誘 導 型 C/EBP , PU.1 (C/EBP -ER, 
PU.1-ER)遺伝子を導入する。 



② 導入した細胞を 4-hydroxy tamoxifen 
(4-HT)を含むメチルセルロース培地と
含まない培地で培養、C/EBP , PU.1活
性を誘導した場合のコロニー形成能を
比較する。 

 
（３）C/EBP -ER, PU.1-ERトランスジェ 
  ニックマウスを使った白血病モデル 
  の作製 
① レトロウイルスの作製：MLL-ENL, 

MLL-Septin6, MOZ-TIF2, AML1-ETO, 
AML1 point mutant, PML-RAR の cDNA
をそれぞれレトロウイルスベクター
pMX-IRES-GFP (pMX-IG)にサブクロー
ニングする。これをもとに、（１）と同
様の方法でウイルス液を作成する。 

② レトロウイルスの骨髄細胞への感染：
我々が開発した C/EBP -ER, PU.1-ER
トランスジェニックマウスに 5FUを投
与、投与４日後に大腿骨を取りだし骨
髄細胞を採取する。採取した骨髄細胞
を SCF, TPO, IL-6, FLで２４時間刺激し
た後、①でえられたウイルスをレトロ
ネクチン存在下で感染させる。 

③ 骨髄移植：②でウイルスを感染させた
骨髄細胞を放射線照射（950R）した
C57BL/6 マウスに移植する。移植した
マウスは経時的に採血を行い、末梢血
解析（白血球、赤血球、血小板、ヘモ
グロビンなど）、FACSによる GFP細胞
陽性率、末梢血染色標本による細胞形
態の観察などにより白血病発症の有無
を確認する。 

 
（４）C/EBP , PU.1活性誘導が白血病幹細胞 
   の自己複製活性に与える影響 
  （３）で作成した白血病モデルを用い、

C/EBP -ER, PU.1-ER トランスジェニッ
クマウス由来の細胞では 4-HT の投与に
より C/EBP , PU.1の活性が迅速かつ可
逆的に誘導できることを利用して、それ
らが白血病の表現型および白血病幹細
胞の自己複製能に与える影響を解析す
る。 
① 白血病幹細胞の自己複製能に対す

る C/EBP , PU.1 の影響（白血病継
代移植モデル）： 

       白血病幹細胞の in vivoにおける自己
複製能の指標の１つは、他のレシピエ
ントマウスに二次移植が成立するこ
とである。そこで白血病を発症したマ
ウスから骨髄細胞を取り出し、4-HT
存在下あるいは非存在下で１週間培
養した後、放射線照射した他のレシピ
エントマウスに二次移植し、移植した
マウスが白血病を発症するか否かを
末梢血解析・生存率・死亡マウスの病

理解析などで詳細に検討する。 
      また、白血病マウスから取り出した骨

髄細胞を直接２次移植し、これを
4-HT 投与群と非投与群の２つに分け
て白血病発症の有無を上と同様に観
察する。 

      以上により、誘導した C/EBP あるい
は PU.1 の活性が白血病幹細胞の自己
複製能を抑制するか否かを検討する。 

    ② 一次移植マウスの白血病発症に対す
る C/EBP , PU.1の効果： 

  (4)で作製した白血病モデルマウス
において、一次移植直後より 4-HT を
投与する群としない群に分け、
C/EBP , PU.1の活性を in vivoで誘導
した際の白血病発症・生存率に与える
影響を解析する。 

 
 
４．研究成果 

（１）白血病モデル細胞株の樹立 
 白血病遺伝子の自己複製能付与効果を確
認 す る た め 、 MLL-ENL, MLL-Septin6, 
MOZ-TIF2, AML1-ETO, AML1 point mutant, 
PML-RAR 遺伝子をレトロウイルスを用い
てマウス骨髄細胞に導入、メチルセルロー
ス培地を用いたコロニーreplatingアッセイ
を行った。いずれの遺伝子も骨髄細胞の
replating能を上昇させ、in vitroでの自己複製
能付与効果が確認された。また、これらの
細胞をIL-3存在下で液体培養することによ
り、自立性に増殖する細胞株を樹立した。 
 
（２）白血病モデルマウスの作製 
 MLL-ENL, MLL-Septin6, AML1- ETO遺伝
子をレトロウイルスを用いてマウス骨髄細
胞に導入、これを放射線照射したレシピエ
ントマウスに移植することにより白血病モ
デルマウスを作製した。また同様の方法で、
C/EBP -ER, PU.1-ERトランスジェニックマ
ウスの骨髄細胞にAML1-ETO, MLL-ENL, 
MLL-Septin6遺伝子のウイルスを感染させ、
骨髄移植することにより人為的にC/EBP , 
PU.1の活性を誘導できる白血病モデルマウ
スを作製した。 
 

（３）PU.1, C/EBP によるin vitro白血病
コロニー形成能の抑制 
 AML1-ETO, MLL-ENL, MLL-Septin6 遺伝
子によりそれぞれトランスフォームした細
胞をメチルセルロース中で培養すると白血
病コロニーを形成したが、これらの細胞にレ
トロウイルスで PU.1-ER を導入し、活性を
4-hydroxy tamoxyfen (4-HT)で誘導するとコロ
ニー形成は完全に抑制された。しかし興味深
いことに C/EBP -ER を用いて同様の実験を



行うと、AML1-ETO では PU.1 同様コロニー
形成が抑制されたものの、 MLL-ENL, 
MLL-Septin6 ではコロニー数の減少をみたの
みで消失は認めなかった。 
 
（４）PU.1, C/EBP によるin vivo白血病発
症の抑制 
 MLL-ENLを発現させたマウス骨髄細胞を
マウスに移植し白血病を発症させた後、骨髄
から白血病細胞を採取、C/EBP -ERあるいは
PU.1-ERウイルスを感染させ、4-HT存在下で
数日培養した。この細胞を放射線照射したレ
シピエントマウスに２次移植し、白血病の発
症を観察したところ、C/EBP の活性を誘導し
た細胞ではコントロール同様の白血病発症
を認めたのに対し、PU.1活性を誘導した細胞
では発症が完全に抑制された。 
 
（５）まとめ 
 以上から、MLL-ENLによりトランスフォ
ームされた LSCは PU.1活性を誘導すること
により白血病発症能を失うこと、すなわち
LSC活性を失うことが明らかとなった。また
興味深いことに、この現象は C/EBP では認
められなかった。以上より、PU.1がMLL-ENL
白血病の LSCがもつ自己複製能維持に特異
的に関与している可能性が明らかとなった。 
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新規 STAT5抑制因子 CIROS-5の同定と
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