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研究成果の概要（和文）：MEF2Dにはα1エクソンとα2エクソンをそれぞれ使用するMEF2Dα1とMEF2Dα2があ
る。今回我々はALL細胞におけるMEF2D 融合遺伝子のα2スイッチ誘導は、MEF2D 融合蛋白質によるPAX5機能抑制
の解除に働くかを検証した。MEF2D-BCL9 (M-B)α2は、HDAC4と結合した。また、M-Bα1とM-Bα2はPAX5の転写活
性を同程度に抑制した。さらに、RBFOX2を発現させα2スイッチを誘導してもM-B陽性ALL細胞におけるPAX5標的
遺伝子発現、細胞増殖、分化状態に変化はみられなかった。これらは、α2スイッチ誘導によるALL治療効果が低
いことを示唆している。

研究成果の概要（英文）：Two isoforms of MEF2D, MEF2Dα1 and MEF2Dα2, use α1 exon and α2 exon as 
exon 3, respectively. In the present study, we investigated whether inducing α2 switch to MEF2D 
fusion genes in ALL cells released the inhibition of PAX5 by MEF2D fusion protein and caused 
differentiation or death of ALL cells. M-Bα2 interacted with HDAC4 in cells. M-Bα1 and M-Bα2 
similarly inhibited the transcriptional activity of PAX5. Furthermore, α2 switch of M-B did not 
affect the expression of the transcriptional target genes of PAX5, cell proliferation, or 
differentiation status in M-B-positive ALL cells. These findings indicate that therapeutic effect of
 α2 switch in MEF2D fusion-positive ALL cells is less to be expected. 

研究分野： 発癌の分子メカニズム

キーワード： 分化誘導療法　スプライシング　MEF2D　白血病

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、リンパ球分化障害を起こして白血病発症の原因となっていると考えられるMEF2D融合蛋白に対し、
融合遺伝子のスプライシングに働きかけ、分化抑制型のアイソフォームから分化促進型のアイソフォームへの転
換を誘導することで融合蛋白による分化障害を解消するという試みであった。目的とするアイソフォーム転換の
誘導には成功したが、分化誘導型であると期待したアイソフォームには分化誘導能がなかった。アイソフォーム
転換の誘導には成功しているので、別な融合遺伝子では分化誘導能を持つアイソフォームの誘導に成功する可能
性はあり、新たながん治療開発に寄与する可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
筋細胞分化の転写因子 MEF2D の exon 3 にはα1とα2の 2種類があり相互排他的に使い分けら

れている（MEF2D α1、MEF2D α2 ）。MEF2D α1 は HDAC4 と結合し分化に抑制的に作用するが、
MEF2D α2 は ASH2L と結合し分化誘導に働くと考えられている（図１）。RNA 結合蛋白 RBFOX2 は、
スプライシングにおけるα2 exon の選択を誘導して MEF2D α2 を発現させることで、筋芽細胞
の分化を促進すると考
えられている。MEF2D は
リンパ球分化制御にも
働き、一部の急性リンパ
性白血病（ALL）では、
MEF2D 融合遺伝子が認め
られることが明らかと
なった。MEF2D 融合タン
パクは PAX5 の機能を抑
制することでリンパ球
分化を抑制すると考え
られている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、MEF2D 融合遺伝子

陽性 ALL に対して、MEF2D 融合
遺伝子のスプライシングにおけ
るα2エクソンの使用（α2 スイ
ッチ）を誘導し、分化誘導型ア
イソフォームにすることで、
MEF2D 融合蛋白の分化抑制能を
解消する治療法開発を行う（図
２）。 
 
３．研究の方法 
1. RBFOX2 発現誘導による MEF2D 融合遺伝子陽性 ALL 細胞の分化／細胞死誘導の検証 
 ドキシサイクリン誘導性に RBFOX2 を発現するレンチウイルスベクターを KOPN70（MEF2D-BCL9
陽性 ALL 細胞株）に安定導入し、RBFOX2 発現誘導に伴う MEF2D 融合遺伝子へのα2 スイッチの
誘導、B 細胞分化段階の変化、細胞死誘導、PAX5 転写標的遺伝子（CD19、BLNK など）発現量の
変化などを検討する。 
2. MEF2D-BCL9 α1（M-B α1）と MEF2D-BCL9 α2（M-B α2）の機能的相違の確認 
M-B α1 と M-B α2 の発現ベクターを作成し、GST-HDAC4、GST-ASH2L を用いて GST-pull down

により M-B α1 と M-B α2の間の HDAC4、ASH2L への結合親和性の違いを比較する。さらに、M-
B α1 と M-B α2 による PAX5 転写活性抑制能の違いをルシフェラーゼアッセイで検討する。 
3. α2 スイッチ誘導作用を持つ薬剤スクリーニングシステムの構築 
 LCL 細胞の MEF2D α2 exon の中央付近に、ゲノム編集により HiBiT 遺伝子を挿入し、α2ス
イッチが起こると HiBiT タグの挿入された MEF2D α2 が発現する LCL 細胞を作成する。この細
胞が MEF2D 遺伝子にα2 スイッチが起きたことを簡便に検出できる細胞として、リンパ球にα2
スイッチを誘導する化合物のスクリーニングに使用できるかどうかを検討する。 
 
４．研究成果 
まず Kasumi-7（MEF2D-HNRNPUL1 陽性 ALL 細胞株）、KOPN70 細胞を用いて RT-PCR を行い、これ

らの細胞において発現する MEF2D 融合遺伝子がα1 exon のみを使用していることを確認した。
さらに、ドキシサイクリン（DOX）誘導性に RBFOX2 を発現するレンチウイルスベクターを作製
し、これを LCL（不死化 B 細胞）、および KOPN70 に安定導
入した細胞を作製した。これらの細胞で RBFOX2 を発現誘
導すると LCL では野生型 MEF2D 遺伝子に、KOPN70 では M-
B 遺伝子にα2スイッチが起こることを確認した（図 3）。
しかし予想に反して、KOPN70 では細胞増殖、生存率、pre-
B cell receptor 発現状態（KOPN70 の分化状態を反映して
変化することが期待される）のいずれにもα2スイッチ誘
導に伴う変化が認められなかった（図 4）。さらに、既報の
PAX5 転写標的遺伝子である CD19、BLNK、および 323 例の
ALL臨床検体のRNA-seq データを用いてMEF2D融合遺伝子陽性ALLと陰性ALLの遺伝子発現を比
較することで得られた MEF2D 融合蛋白により発現抑制されている可能性のある候補遺伝子
（MEF2C、RAG1、TNFSF4）について、定量 PCR により KOPN70 において RBFOX2 発現に伴うこれら
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図1 MEF2Dはα exonを使い分けて機能の異なる2つのアイソフォームを産生
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図3 RBFOX2発現によるM-Bα2スイッチの誘導



遺伝子の発現の変化を調べたが、いずれも有意な変化は
認められなかった（図 5）。 

M-B α1 と M-B α2 の発現ベクターを作製し、HDAC4 お
よびASH2Lとの結合能を調べた。HDAC4との結合は、MEF2D
が MEF2Dα1 しか結合しな
いのに反して、M-B α1 と
M-B α2 のいずれも結合
が見られた。その結合は、
in vitroの結合（GST-pull 
down）では M-Bα2 の方が
強かったが、細胞内での結
合（共免疫沈降）では M-B 
α1 の方が強かった（図
6）。MEF2D は細胞内では
PKA によるリン酸化を受
けることが報告されてお
り、そのリン酸化サイトはα1エクソン部分にありα2部分に
はない。PKA 発現ベクターを共発現すると細胞内での MB α1
と HDAC4 の結合は著明に増強されたが、MB α2 と HDAC4 の結
合は増強されなかった。これらの結果から、翻訳後修飾のない
状態では MB α2 の方が HDAC4 との結合親和性が高いが、細胞
内では、MB α1 は PKA によるリン酸化を受け HDAC4 との結合
能が上昇し、MB α2 より高い結合親和性を示すと考えられた。
一方、ASH2L との結合は、MEF2D では MEF2Dα2 のみが結合す
るのに反して、M-Bα１、M-Bα2 ともに結合が認められなかっ
た（図 7）。M-B α1 と M-B α2 による PAX5 転写活性の抑制を
ルシフェラーぜアッセイで比較した。両者ともに PAX5 の転写
活性を抑制し、その抑制能には相違がなかった（図 8）。 
これらの結果から、M-B では、α2スイッチが起きても M-B と

HDAC4 の結合は解消されず、ASH2L との結合は起こらず、M-B
による PAX5 転写活性抑制も解除されず、期待した抗白血病効
果は得られないと予想された。そこで、α2スイッチ誘導作用
を持つ薬剤のスクリーニングシステムの構築は中止し、M-B に
よるPAX5転写活性抑制の解除に働く可能性のある化合物の効
果の検証をおこなった。検証をおこなった化合物は以下の通
りである。Rp-8-Br-cAMPs: cAMP と拮抗し PKA 阻害に働く。
PKA による M-Bα1 と HDAC4 結合を減弱する効果を期待した。
BML-210: MEF2D と Class II HDAC（HDAC4 を含む)の結合を阻
害する可能性がある。TMP195, TMP269, LMK235: Class II HDAC
選択的阻害剤。Rp-8-Br-cAMPs による M-Bα1 と HDAC4 結合の
阻害効果はなく（共免疫沈降）、M-B による PAX5 転写活性抑制
を減弱する効果もなかった(ルシフェラーゼアッセイ)。BML-
210 は M-Bα1 と HDAC4 結合を阻害せず、KOPN70 に対する選択
的な増殖抑制効果もなかった。TMP195, TMP269, LMK235 のいずれも KOPN70 に対する選択的な増
殖抑制効果を示さなかった。 
 以上の如く、本研究では MEF2D 融合遺伝子のアイソフォームを転換することには成功したが、
それによる抗白血病効果は得られなかった。おそらくは、MEF2D と MEF2D 融合蛋白の構造的な相
違により M-Bα2 が M-Bα1同様に HDAC4 との結合能を維持し、ASH2L との結合能を獲得すること
がなかったことによる。 
 

図4 RBFOX2発現によるM-B陽性細胞株増殖変化
図5 RBFOX2発現によるPAX5転写
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