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研究成果の概要： 
白血病細胞の発症に、アポトーシス（プログラムされた細胞死）の抑制が関与している可能性

について検討を進めてきた。その結果、白血病細胞で認められる染色体異常のうち 17 番染色

体と 19 番染色体の相互転座（それぞれの染色体が途中で切断されて、入れ替わって再結合す

る変化）によって形成される異常遺伝子が、放射線照射によって誘導されるアポトーシスをコ

ントロールする遺伝子に影響してアポトーシスを抑制する可能性を明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
（１）細胞死の制御・執行機構は様々な生物
種間で共通し、特に線虫の細胞死に関与する
遺伝子群がヒトの遺伝子群と構造的・機能的
に相同性を持つという発見は、ヒトの細胞死
の研究発展にも大きく寄与し、線虫の細胞死
研究に成果をあげた Horvitz らは 2002 年に
ノベール賞を受賞した。またヒトのリンパ腫
で過剰発現している Bcl-2 が、線虫の細胞死
制御因子である ced-9 と構造的・機能的に相
同性があるという知見は、これらの遺伝子群

が造血系腫瘍の発生に深く関与することを
示唆するものであった。 
 
（２）Bcl-2 を含む細胞死の執行に関与する
遺伝子群の上位には、それらを制御する転写
因子群が位置付けられており、線虫では ces-1
と ces-2 が同定されている。このうち ces-2
遺伝子は小児急性リンパ性白血病（ALL）の
17;19 転座から単離された HLF 遺伝子を含
む PAR bZIP 転写因子群と構造的・機能的に
相同性が高く、われわれは 17;19 転座に由来
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する E2A-HLF 融合転写因子が細胞死を抑制
することを報告した。さらに、E2A-HLF の
下流遺伝子の１つとして Slug を同定し、線
虫の ces-1 と構造的・機能的に相同性を持つ
Zn-finger 型転写因子であることを明らかに
した。 
 
（３）その後に slug ノックアウト・マウスが
作製され、放射線照射後の造血系へのダメー
ジが強いことから、slug が造血前駆細胞で放
射線照射によって発現誘導され、p53 と拮抗
して細胞死執行に関与するpumaの発現を抑
制することが報告された。 
 
（４）我々はこれまでに E2A-HLF の機能解
析をその細胞死抑制能を中心に進めてきた。
さらに E2A-HLF の標的遺伝子の解析を進め
て、Slug 以外に SURPL、Annexin VIII、
Groucho、Annevin II、survivin を同定し報
告した。さらに CD33、LMO2、TRAIL 受容
体、PTHrP を同定して現在解析を進めてい
る。加えて、PAR bZIP 転写因子群の 1 つで
ある TEF や、同一の塩基配列を認識する
E4BP4 の造血細胞における細胞死制御に関
して解析を進めて成果を報告した。17;19 転
座型 ALL の予後は極めて不良とされている
が、我々は 17;19 転座型 ALL で高 Ca 血症の
合併が多いことに着目し、国内で高 Ca 血症
の合併が報告された小児 ALL 22 例について
共同研究を行い、5 例が E2A-HLF 陽性の
17;19転座型ALLで全例が 6ヶ月以内に再発
していることを新たに確認した。以上のよう
に、我々はこの領域の研究に継続的に取り組
み、本研究に必要な実験系の多くを確立して
いる。 
 
２．研究の目的 
（１）本研究では、これまでの研究成果から
導かれる『17;19 転座型 ALL 細胞では
E2A-HLF が放射線照射に際して Slug の誘
導を介して Puma の発現抑制に働き細胞死
を抑制する』という作業仮説を生物学的に認
証することを第一の目的に置く。 
 
（２）E2A-HLF が ces-2 と相同性を持ち、
Slug が ces-1 と相同性を持つことが判明し
て以来、その機能的な関連性を明らかにす
ると同時に、この経路が制御している下流
経路が注目されてきた。まず、E2A-HLF
とSlugの機能的な関連性については、Slug
遺伝子のプロモーター領域に HLF 結合配
列があって、それを介して E2A-HLF が
Slug の発現制御を行なっていることを明
らかにする必要がある。一方、昨年の Cell
誌の論文は、少なくともマウスの造血前駆
細胞では puma が slug の標的遺伝子とし
ての役割を担っていることを示しているが、

Puma と同様な BH-3 only 型の細胞死誘導
因子としては Bim や Noxa もあり、ヒトで
の多様な細胞死におけるそれぞれの役目を
明らかにすることが必要である。さらに、
ヒトでの下流の標的因子が明らかになった
時点で、この標的遺伝子のプロモーター領
域に Slug 結合配列が存在して Slug が実際
に結合して転写を誘導することの確認も必
要である。これら、E2A-HLF による Slug
を介した細胞死の制御機構の詳細を明らか
にすることで、TEF や E4BP4 などの ces-2
に対応するヒト bZIP 転写因子が、正常造
血の細胞死制御において Slug およびその
下流経路の制御にどう関与しているのかを
明らかにする糸口が得られると期待される。 
 
（３）17;19 転座型 ALL は極めて難治であ
り、細胞死制御機構の破綻が白血病の発症
のみならず難治性の要因となっていること
が推測される。これまでの我々の解析で、
E2A-HLF の細胞死抑制機構は、17;19 転座
型 ALL と同様に難治性として知られる
Philadelphia 染 色 体 陽 性 ALL の
BCR-ABL による細胞死抑制機構とも一部
がオーバーラップしている可能性が示唆さ
れており、本研究は 17;19 転座型 ALL 以
外の難治性白血病の病態解明にも繋がる可
能性がある。一方、非造血組織では Slug
は肝臓や脳を除いて広く発現されているこ
とから、本研究の成果が進行期神経芽腫な
どの難治性小児がんの病態生理の解明にも
手掛かりを提供するものと期待される。 
 
３．研究の方法 
（１）解析には、17;19 転座型 ALL から樹立
された細胞株 4 株を用いた。 
（２）E2A-HLF の機能を明らかにするため
に、E2A-HLF に対してドミナント・ネガテ
ィブに作用する変異型 E2A-HLF を、
Zn-inducible vector を用いて 17;19 転座型
ALL 細胞株の UOC-B1 に導入した。 
（３）上記の細胞に、放射線を照射して培
養を行い、経時的に細胞を harvest して
RNA を抽出し random primer によって
cDNA を作製した。 
（４）Slug、Puma の遺伝子発現の半定量は
real time RT-PCR で行った。 
（５）ルシフェラーゼ・アッセイはリポフェ
クタミンを用いて一過性に遺伝子導入して
行った。 
（６） 遺伝子のメチル化状態は、メチル化
特異的なプローブを作製し bisulfite 処理し
た DNA に対して PCR を行った。 
 
４．研究成果 
（１）17;19転座型ALL細胞での放射線照射に
よるSlug誘導の解析  



 

 

 17;19転座型ALL細胞株 4株に対して放射

線照射を行ない、Slug とともに BH-3 only
型の細胞死誘導因子として Puma、Noxa、
Bim の発現レベルの経時的な変化を real 
time RT-PCR で解析したところ、放射線照

射から 14-16 時間後に一過性に Slug 遺伝

子が強く誘導され、同時に Puma の発現が

低下することを確認した。 
 一方、E2A-HLF に対するドミナント・ネ

ガティブ変異体を細胞に遺伝子導入すると、

放射線照射による Slug 遺伝子発現が抑制さ

れるとともに、Puma の発現が誘導される事

を確認した。 
さらに 17;19 転座以外の転座を有する株につ

いても、放射線照射による Slug と Puma の

遺伝子発現を検討したが、17;19 転座型 ALL
細胞株のような変化は検出できなかった。 
 これらの結果は、17;19 転座型 ALL では

E2A-HLF によって Slug の発現が維持され

ており、さらに放射線によって一過性に強く

発現が誘導され Puma の発現が抑制される

ことによって、細胞死が回避される可能性を

示している。 
 
（２）ヒト Slug 遺伝子のプロモーター解析  
 これまでの 5’RACE 解析で、Slug 遺伝子

における 3 つの splicing form の存在と転

写開始点を確認し、major な転写開始点の

上流約 1kb にマウス slug 遺伝子と相同性

の高い領域を認めた。興味深いことに、線

虫 ces-1 遺伝子のプロモーター領域にある

ces-2結合配列と同様にHLF結合配列が２

つ 連 続 し て 存 在 し 、 こ の 配 列 へ の

E2A-HLF の特異的な結合をゲル・シフト

解析で確認している。そこで HLF の結合配

列を含む領域を中心に約 4kb をクローニン

グして、様々な断片を含むルシフェラーゼ・

レポーター・プラスミドの作製を終えた。 
 続いて、レポーター・アッセイの最適化を

行ない、17;19 転座型 ALL 細胞株のうち 1
株で高い導入効率を得た。現在、本株を用い

てプロモーター解析が進行中である。また、

E2A-HLF の一過性発現の実験系での解析も

平行して進行している。 
 
（３）ヒトSlug遺伝子のクロマチン免疫沈降
解析  

 E2A-HLFのSlug遺伝子プロモーターへ

の結合の直接的な証明として、ChIP 解析

を行なうために、tag を標識した E2A-HLF を

組み込んだ発現ベクターを Zn-inducible 

vector にサブ・クローニングして遺伝子導入

細胞の樹立をはかったが、細胞系が樹立でき

なかった。このため、一過性発現の実験系で

の評価を行っている。  

 
（４）ヒト Slug 遺伝子のメチル化状態の解

析  
 ヒト Slug 遺伝子のプロモーター領域に

は CpG island が散在しており、特に 17;19
転座型 ALL 以外の白血病細胞では Slug の

発現がRT-PCRで検出感度以下であること

から、Slug 遺伝子がメチル化によるエピジ

ェネティックな修飾による発現制御も受け

ている可能性が示唆される。そこで、同領

域に対する bisulfite 処理によるメチル化状

態の評価のための実験系を樹立した。現在は

17;19 転座型 ALL 細胞株を含む各種 ALL 細

胞株において、Slug 遺伝子の発現レベルとメ

チル化状態の相関に関する解析が進行中で

ある。 
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