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研究成果の概要（和文）：癌が多くの人の健康を脅かす中、白血病は乳児を含む若年層にも起こりうる病気である。ML
Lという遺伝子に異常が起こることで引き起こされる白血病は乳児白血病の大きな原因の一つであり、現在の治療法で
は未だ予後が悪い。我々は、MLL関連白血病の発症メカニズムを明らかにし、最終的には新しい治療法の開発を目指す
。本研究において、MLL変異体が異常な遺伝子発現を引き起こす仕組みを明らかにした。MLL変異体はまずAEPという遺
伝子制御因子と結合し、さらに細胞内の別の遺伝子発現制御因子と協調して癌を引き起こしていることが明らかになっ
た。

研究成果の概要（英文）：Cancer threatens the lives of many people. Even the young generation including 
infants suffers from leukemia. One of the major causes of infant leukemia is the mutation of the MLL 
gene. The prognosis of this type of leukemia is unfavorable in the current regimens. We aim to develop 
new therapeutic strategies for this leukemia by deciphering the mechanisms of the genesis of leukemia. In 
this research, we unveiled the mechanisms by which MLL mutants cause hyper activation of their target 
genes. We showed that MLL mutants first associate with a transcriptional regulatory factor called AEP and 
then recruit other regulatory factors to activate gene expression to cause leukemia.

研究分野：分子腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
染色体転座によって MLL キメラが形成され
ると細胞は白血病化する。MLL 白血病は乳
児に多く、予後は悪いため、新たな治療法の
確立が切実に望まれている。MLL の融合パ
ートナーは多岐に渡り６０種類以上もある。
しかし、融合パートナーごとの発症頻度は非
常に偏っており、全 MLL 白血病症例中の３
分の１が AF4 ファミリー(AF4, AF5q31 な
ど)とのキメラに起因し、もう３分の１が
ENLファミリー(ENL及び AF9)とのキメラ
による。近年、申請者らは AF4、AF5q31、
ENL が P-TEFb と一つの高次複合体(AEP)
を形成する事を見いだした(Yokoyama et al. 
Cancer Cell 17(2): 198-212 2010)。P-TEFb
は CDK9と CyclinT1から成る複合体であり、
RNApolymeraseII(PolII)をリン酸化して転
写伸長を促進する。従って AEPもまた PolII
に直接作用する事が予想される。MLL は造
血細胞において HOXA9などの HOX関連因
子の転写を活性化する。HOXA9 には造血細
胞の自己複製を促進し幹細胞のプールサイ
ズを大きくするする働きがあり、分化の進行
に伴ってその発現は抑制される。MLL キメ
ラはHOXA9の転写を恒常的に活性化する事
により、細胞の無制限な自己複製を引き起こ
す。正常組織における MLL 標的遺伝子の転
写は、AEPが標的クロマチンに条件的にリク
ルートされたり、解離したりする事によって
調節されている。一方でMLLと AEP構成因
子とのキメラ（例MLL-AF4, MLL-ENL）は、
MLL と AEP の ハイブリッド複合体を形成
して、AEP構成因子を標的クロマチンに恒常
的にリクルートする事で転写を恒常的に活
性化する。MLL-AF6は直接 AEPと結合しな
いが、何らかの間接的なメカニズムを介して
AEP を恒常的にリクルートすることで転写
を活性化している。これらの結果は、AEPが
MLL 標的クロマチンに恒常的にリクルート
され、転写が活性化され続ける事が白血病化
の根源的な原因であるという事を示してい
る。本研究で AEP がどのようなメカニズム
で標的クロマチンに作用し、転写を促進する
のかを明らかにする。 
 
２．研究の目的 
申請者は本研究期間内に以下の三つの問い
に答えることで、AEPの作用メカニズムを解
明する。 
 
（１） 「AEP はいかにして転写を活性化す
るか？」 

造血細胞のトランスフォーメーションに必
要な AEP の機能ドメインを同定し、そのド
メイン構造の機能を調べる事で AEP 複合体
が転写を活性化するメカニズムを明らかに
する。 
 
（２） 「すべての MLL キメラは AEP 依存
的に転写を活性化するか？」 

50 種類以上ある未解析の MLL キメラが、
AEP を介してがん化能を発揮しているかど
うかを調べる。AEPは本来MLL標的遺伝子
領域に条件的にリクルートされ、転写を活性
化する。主要なMLLキメラはすべて AEPを
恒常的にリクルートする事で白血病を引き
起こしていた。MLL-AF6の様に AEPと直接
結合しないけれども、間接的なメカニズムで
AEPをリクルートするMLLキメラも存在す
る。AEP と直接結合しない MLL キメラは、
AEP の上流のイベントを活性化している可
能性が高い。様々な MLL キメラの白血病化
におけるAEP依存性を調べる事でAEPの周
辺で働く因子を同定する。 
 
（３） 「AEP はどのようなメカニズムで標
的クロマチンにリクルートされるの
か？」 

AEP は何らかのエピジェネティックな変化
に呼応して標的クロマチンと結合すると考
えられる。AEPが直接結合するクロマチン構
造を明らかにし、そのような修飾を施すエピ
ジェネティック制御因子を同定する。これら
の解析によって AEP が条件的に標的クロマ
チンに作用するメカニズムを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
本研究計画では以下の研究を平行して行う。 
1. マウス白血病モデルを用いてAEPが転写
を活性化する上で必要なドメイン構造
を同定する。 

2. AEP の転写活性化に必要なドメインに結
合するタンパク質を同定する。 

3. AEP 構成因子に対する sh-RNA を用いて
様々なMLLキメラのAEP依存性を調べる。 

4. 修飾ヒストンペプチドを用いてAEPが結
合する標的クロマチン構造を明らかに
する。 

 
申請者はこれまでにAEP複合体による転写活
性化がMLL白血病の原因である事を見いだし
てきた。本研究ではどのような分子メカニズ
ムでAEPが転写を活性化するのかを明らかに
する。 
 
４．研究成果 
（１） 「AEP はいかにして転写を活性化す
るか？」 

MLL-AEP キメラがトランフォーメーション活
性を発揮するために必要な機能ドメインを
マウス骨髄前駆細胞トランフォーメーショ
ンアッセイ用いて解析した。このアッセイは、
マウス骨髄から骨髄前駆細胞を採取し、任意
の遺伝子を遺伝子導入した後、半固形培地で
培養しコロニー形成能を観察する。MLL キメ
ラ変異体によってトランスフォームした細
胞は高い HOXA9 発現と３代、４代と継代して
もコロニーを作り続ける性質を示す。様々な
MLL-AF4 キメラ変異体を解析したところ、AF4
の pSER ドメインと呼ばれる serine が豊富な



構造がトランフォーメーションに必須であ
ることがわかった。次に、この構造と GAL4
の DNA結合ドメインを融合させた人工蛋白質
は転写活性化能を示したことから、この構造
がなんらかの転写関連因子と結合して転写
を活性化することで造血細胞をトランスフ
ォームしていると考えられた。そこで、この
GAL4-pSER 蛋白質に結合する因子を探索した
結果、SL1 と呼ばれる転写関連因子が同定さ
れた。MLL-ENL によって不死化された細胞に
おいて SL1の構成因子である TAF1C をノック
ダウンすると、MLL キメラの標的遺伝子であ
る HOXA9 の発現低下が見られた。これらの結
果から、MLL-AEP キメラは SL1 を介して転写
を活性化し、造血細胞をトランスフォームす
ると考えられた。この結果は本報告書作成時
点で学術誌に投稿され審査中である。 

 
図１、MLL キメラによる転写活性化のメカニ
ズム 
 
（２） 「すべての MLL キメラは AEP 依存
的に転写を活性化するか？」 

様々なMLLキメラによるトランフォーメーシ
ョンがAEPを介するものかどうかを調べるた
めに、MLL キメラによって不死化された細胞
において AEPの構成因子である ENLをノック
ダウンした場合のコロニー形成能の変化を
調べた。その結果、調べたすべての MLL キメ
ラが程度の差はあるもののENLノックダウン
によってコロニー形成能の減弱をしめした。
これらの結果は、MLL キメラは程度の差こそ
あれ、AEP の活性に依存して造血細胞を不死
化しており、AEP の機能が分子標的となりう
ることを示唆した。 
 
（３） 「AEP はどのようなメカニズムで標
的クロマチンにリクルートされるの
か？」 

MLL-AEP キメラを発現する細胞において AEP
は直接的な結合を介してMLLキメラによって
リクルートされる。MLL-AEP 以外の MLL キメ
ラにおいてAEPがリクルートされるメカニズ
ムはよくわかっていなかった。我々は AEP 中
の ENLが特定のヒストン修飾を認識すること

で特定のクロマチンにリクルートされると
いう仮説を立てて解析を行った。ENL は N 末
端側にYEATSドメインと呼ばれる構造を持ち、
このドメインがヌクレオソームとの結合に
必要であるという知見を得た。計画当初はこ
のようなクロマチン結合ドメインのリコン
ビナント蛋白質を作成し、ペプチドプルダウ
ンアッセイを用いて解析することを計画し
ていたが、より生理的な条件下で結合するヌ
クレオソームに含まれる修飾を質量分析に
て網羅的に調べる手法がコストパフォーマ
ンス、精度共に優れていると判断してこちら
の解析に切り替えた。ENL に結合するヌクレ
オソーム中のヒストン修飾を調べたところ、
アセチル化 Histone H3 K27 が優位に濃縮さ
れていることがわかった。このことから、ENL
がアセチル化ヒストンと直接結合すること
で標的クロマチンにリクルートされること
が予想された。しかし、我々の研究が進行し
ている最中に、この観察結果を含む詳細な解
析結果が、アメリカのテキサス大学の
Xiaobing Shiらのグループによって発表され
た(Li et al. Cell 2014 159:558-571)。こ
れを受けて、この目的での研究は一旦中止し
た。 
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