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研究成果の概要（和文）：正常核型急性骨髄性白血病で高頻度に変異が見られる核小体タン

パク質 Nucleophosmin(NPM)遺伝子の変異体をマウス骨髄から採取した造血系前駆細胞
に発現させると、細胞のコロニー形成能が長期間維持され、Hoxa 遺伝子の発現量が増加
することを明らかにした。NPM 変異体は核小体ではなく細胞質に局在するが、オリゴメ

リゼーションドメインを介して野生型 NPM も細胞質へと移行させる。NPM 変異体から

核外移行シグナルもしくはオリゴメリゼーションドメインを欠損させると、造血系前駆細

胞に対するトランスフォーム能が失われることから、NPM 変異体は野生型 NPM を細胞

質へ連れ出すことにより機能している可能性が示唆された。さらに、NPM 複合体を精製

することにより、YB-1というタンパク質が NPMに結合することを見いだした。そして、
YB-1ノックアウトマウス由来の細胞では、NPM変異体のトランスフォーム能が著しく阻
害されることを示した。すなわち、YB-1は NPM変異体のトランスフォーム能に必須な因
子であることが明らかになった。YB-1複合体の精製を行ったところ、mRNAの制御に関
与するタンパク質が多く取れてきたため、YB-1は mRNAレベルでトランスフォーム能を
制御している可能性が示唆された。これまで、NPM 変異体の機能は不明であったが、そ

の機能に YB-1が関与することを初めて明らかにしたことは重要である。 
 
研究成果の概要（英文）：Nucleophosmin (NPM) is frequently mutated in acute myeloid 
leukemia (AML), which results in changes of its localization from nucleolus to 
cytoplasm. The cytoplasmic NPM (NPMc) is thought to be important for 
leukemogenesis, but the molecular mechanism by which NPMc exerts its 
leukemogenic potential has never been established. Here we show that ectopic 
expression of NPMc, but not wild type (WT) NPM, in mouse bone marrow progenitor 
cells enhanced their colony formation activity, which is associated with increased 
expression of HoxA9 gene.  These data suggest that up-regulation of HoxA9 gene is 
involved in NPMc-mediated leukemogenesis.  By using a set of NPMc mutant, we 
found that nuclear export signal and oligomerization domain is required for 
NPMc-mediated transformation activity.  This result suggests that NPMc act as an 
oncogene by sequestering wild type NPM from nucleolus into cytoplasm.To clarify the 
roles of NPMc in leukemogenesis, we purified the NPM complex and identified YB-1 as 
a binding partner for NPM. The colony formation activity and expression of Hoxa9 
gene, which were increased by NPMc, were impaired in YB-1 null cells. YB-1 was 
associated with a protein complex, which regulates mRNA stability including Hoxa9 
mRNA. These results suggest that YB-1 is required for NPMc-mediated 
transformation of hematopoietic1 progenitor cells possibly through stabilization of 
Hoxa9 mRNA.  
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１．研究開始当初の背景 
ヒト白血病では高頻度に染色体転座が見ら
れ、その結果２つの異なる遺伝子の融合遺伝
子が形成される。急性骨髄性白血病でみられ
る染色体転座の標的には、AML1、PML、
MLL、MOZ などの造血に関わる転写制御因
子や転写共役因子が多い。また、AML1 や
C/EBPaなどの転写因子、FLT3や c-KITや
Rasなどのチロシンキナーゼやその活性化因
子、核小体タンパク質ヌクレオフォスミン
NPM などの微小変異が知られ、このような
変異の蓄積が白血病発症の原因と考えられ
る。MOZやMLLの変異が関与する急性白血
病では再発率が高く、予後不良であることが
知られている。染色体異常の見られない正常
核型 AML では、高頻度に核小体タンパク質
Nucleophosmin(NPM)遺伝子に変異が見ら
れる。その結果生じる NPM変異体は細胞質
に局在するが、その機能は不明である。 
 
２．研究の目的 
急性白血病の治療には化学療法が広く用い
られが、緩解を維持できないことや再発する
ことがしばしば見られ、再発の有無が生存率
を大きく左右する。そのため、治療成績の向
上には再発のない新たな治療法の開発が強
く望まれる。再発の原因として考えられるの
は化学療法に抵抗性を示す白血病幹細胞で
ある。白血病幹細胞は自己複製能を有し、無
限に白血病細胞を造り出すため、治療後に白
血病幹細胞が残存すると、これが白血病細胞
を無限に供給すると考えられる。再発のない
根治療法の確立には白血病幹細胞を完全に
除去することが必要であると予想され、白血
病幹細胞を標的とした治療法の開発が切望
される。そこで本研究では、急性骨髄性白血
病におけるがん幹細胞の性質を明らかにす
ることにより、がん幹細胞を標的とした新し
い治療法の開発を目指す。 

 
３．研究の方法 
(1)	
 マウス AML モデルの確立	
 
マウス骨髄細胞に NPMc を導入するとメチル
セルロース培地で培養する。C57BL6 野生型マ
ウス骨髄から造血幹細胞及び前駆細胞を含
む c-Kit 陽性細胞を採取し、これに NPMc を
導入してメチルセルロース培地で培養する。
また、NPMc と共に AML 患者において同時に変
異が高頻度で見られる	
 FLT3-TID および IDH1
変異をレトロウイルスベクターを用いて導
入し、この感染細胞を放射線照射した同系マ
ウスに移植することにより、マウスに白血病
が誘導するかどうかを調べる。白血病が誘導
されれば、このモデル実験系を用いて様々な
細胞表面マーカーを解析し、白血病幹細胞特
異的に発現する因子を同定する。	
 
(2)	
 NPMc 陽性白血病における YB-1 の役割の
解析	
 
これまでに NPM 複合体を精製することにより、
NPMと結合する因子の１つとしてYB-1を同定
した。NPMc 陽性白血病における YB-1 の役割
を明らかにするため、YB-1 欠損マウスの胎仔
肝臓細胞に NPMc を導入し、チルセルロース
培地でのコロニー形成能を調べる。YB-1 と
NPM の欠失変異体を用いた免疫沈降実験によ
り、結合に必要な領域を同定し、相互作用の
様式を解析する。	
 
	
 
４．研究成果	
 
NPM 変異体をマウスの骨髄細胞に発現させる
とそのコロニー形成能が増加し、さらに白血
病誘導能を持つ造血系の制御因子 HoxA 遺伝
子の発現が増加することを明らかにした。
HoxA遺伝子はNPM変異を持つAML患者のサン
プルで発現が高いことが報告されている因
子である。今まで NPM 変異体による細胞の白
血病化をモニターする系は作られていなか
ったが、この系を用いて NPM 変異体の機能を



解析することが可能となった。NPM 変異体は
核小体ではなく細胞質に局在するという特
徴を持ち、また、オリゴメリゼーションドメ
インを介して野生型 NPM も細胞質へと移行さ
せる。NPM 変異体から核外移行シグナルもし
くはオリゴメリゼーションドメインを欠損
させると、造血系前駆細胞に対するトランス
フォーム能が失われることから、NPM 変異体
は野生型 NPM を細胞質へ連れ出すことにより
機能している可能性が示唆された。また、NPM
複合体を精製し YB-1 が野生型 NPM と結合す
る事を見いだした。この複合体に対する NPM
変異体の影響を調べたところ、NPM 変異体は
YB-1と野生型NPMの結合を阻害することがわ
かった。一方、YB-1 ノックアウトマウスでは
胎児期の造血の場である胎児肝臓の発生が
阻害されることが報告されているため、YB-1
が造血系で機能している可能性が考えられ
た。そこで YB-1 ノックアウトマウスを用い
て YB-1 の造血系における機能解析を行った
ところ、YB-1 が胎児期の初期の造血の場であ
る卵黄嚢と AGM 領域の細胞のコロニー形成能
に必要な因子であり、また HoxA9 遺伝子の発
現を正に制御していることがわかった。NPM
変異が関与する白血病における YB-1 の役割
を明らかにするため、YB-1 ノックアウトマウ
ス由来の胎仔肝臓細胞に NPM 変異体を発現さ
せたところ、コロニー形成能の増加と HoxA
遺伝子発現の誘導が著しく阻害された。した
がって、NPM 変異体による AML 誘導能には
YB-1 が必要である可能性が示唆された。	
 
	
 ヒト及びマウス急性骨髄性白血病の幹細
胞では M-CSF 受容体の発現が高いことを発見
した。マウス白血病モデルを用いて、遺伝子
工学的にこの細胞集団にアポトーシスを誘
導すると白血病が治癒することから、がん幹
細胞を除去することにより白血病が治癒で
きることを証明した。M-CSF 受容体の発現上
昇は、転写因子 PU.1 を介した転写誘導によ
るものであり、この経路が遮断された PU.1
欠損マウスや M-CSF 受容体欠損マウスでは発
症が阻害されることを明らかにした。また、
治療抵抗性と関連すると予想される薬剤排
出能力の高い SP 細胞は M-CSF 受容体の発現
が高かった。これらの結果は、M-CSF 受容体
が白血病幹細胞根絶のための優れた標的で
あることを示唆している。実際、マウス白血
病モデルでは M-CSF 受容体特異的抗体やチロ
シンキナーゼ阻害剤の投与により発症が抑
制されることが示された。	
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