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研究成果の概要（和文）： 
	
 本研究では、主に MOZ/MLL 融合遺伝子による白血病発症における内在性の MOZ や役割を中心
に解析を行った。その結果、内在性の MOZ は MOZ/MLL 融合遺伝子の標的遺伝子のクロマチンを
転写が起きやすい状態に維持することに必須であることを明らかにした。また下流遺伝子とし
てがん抑制遺伝子 INK4A の発現制御に関わっていることを明らかにした。以上の結果から、内
在性の MOZ は融合遺伝子による標的遺伝子の発現異常が生じ得るようなクロマチン状態を維持
することで白血病発症に寄与していることが示唆された。	
 
 
研究成果の概要（英文）： 
	
 In	
 this	
 study,	
 I	
 mainly	
 analyzed	
 roles	
 of	
 endogenous	
 MOZ	
 in	
 leukemogenesis	
 induced	
 by	
 
MOZ/MLL	
 fusion	
 genes.	
 As	
 a	
 result,	
 I	
 revealed	
 that	
 endogenous	
 MOZ	
 was	
 essential	
 for	
 
maintenance	
 of	
 active	
 histone	
 marks	
 in	
 target	
 gene	
 loci	
 induced	
 by	
 MOZ/MLL	
 fusion	
 genes.	
 
Endogenous	
 MOZ	
 was	
 also	
 critical	
 for	
 suppression	
 of	
 INK4A	
 tumor	
 suppressor	
 gene.	
 These	
 
results	
 suggest	
 that	
 endogenous	
 MOZ	
 was	
 critical	
 for	
 leukemogenesis	
 to	
 maintain	
 chromatin	
 
status	
 to	
 be	
 able	
 to	
 exert	
 aberrant	
 genes	
 expression	
 by	
 MOZ/MLL	
 fusion	
 genes.	
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１．研究開始当初の背景 
	
 急性骨髄性白血病では、融合遺伝子形成な
どの遺伝子変異が特に転写制御に関わる遺
伝子に多く見られることが知られている。こ
のことから急性骨髄性白血病の分子機序と
して、転写制御に関わる遺伝子に変異が生じ
ることでその転写制御機構が撹乱され、その
結果として異常な増殖や自己複製能の獲得、
分化抑制といった形質を獲得することで発
症に至ることが想定されている。 
	
 これまでの我々の解析からヒストンアセ
チル化酵素 MOZ は造血幹細胞の自己複製に

必須の遺伝子であり、HoxA9遺伝子の発現制
御に重要であることを明らかにしてきた。ま
たこれまでの知見から白血病幹細胞は正常
の幹細胞の自己複製機構を一部利用するこ
とで自己複製能を獲得していることが知ら
れている。これらの結果から我々は内在性の
MOZ が白血病幹細胞の自己複製にも重要で
ある可能性を考え、MOZ 欠損造血前駆細胞
に種々の白血病融合遺伝子を導入して細胞
の不死化及び白血病発症の有無について解
析を行った。その結果、MOZ 欠損造血前駆
細胞に MOZ/MLL 融合遺伝子を導入しても
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細胞の不死化及び白血病発症は見られない
こと、主要な標的遺伝子である HoxA9/Meis1
の発現誘導が見られないことを明らかにし
た。また MOZ 融合遺伝子については条件に
よって不死化及び HoxA9 の発現誘導は見ら
れるが、白血病発症及びMeis1の発現誘導は
見られないことを明らかにしてきた。しかし
ながら、その詳細な分子機序については未解
明であった。 
	
 また臨床的には MOZ/MLL 融合遺伝子に
よる白血病は予後が悪く、特異的な分子標的
薬も無いため、新薬開発に必要な白血病発症
の分子機序の解明が期待されていた。 
 
２．研究の目的 
	
 主にMOZ/MLL融合遺伝子をMOZ遺伝子
欠損造血前駆細胞に導入することで作製し
た白血病細胞を用いて、クロマチン免疫沈降
などの生化学的解析や遺伝子発現解析を行
なって MOZ/MLL 融合遺伝子による白血病
発症における内在性の MOZ の作用機序及び
その下流遺伝子を明らかにすることを目的
とする。またその成果から、MOZ/MLL融合
遺伝子による白血病の治療標的を明らかに
することも目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)	
 MOZ 融合遺伝子よる標的遺伝子のクロマ
チン制御における内在性の MOZ の役割	
 
①	
 Meis1 遺伝子の発現解析	
 
	
 胎生 14.5 日の MOZ 欠損マウス胎仔肝臓か
ら細胞を調製し、Lineage,	
 Sca-1,	
 CD34,	
 CD71
に対する蛍光抗体で染色した。染色後造血幹
細胞を含む Lineage-,	
 CD71-,	
 CD34+.	
 Sca-1+
分画の細胞をフローサイトメトリーを用い
て分取した。回収した細胞から RNA を抽出し
て cDNA を合成して、定量的 RT-PCR 法を用い
て Meis1 遺伝子の発現量を解析した。各サン
プルの cDNA 量を b-actin の発現量で平準化
した。	
 
	
 
②	
 標的遺伝子領域のヒストン修飾の解析	
 
	
 MOZ 融合遺伝子白血病細胞を 1%ホルマリン
液で固定した後に超音波で DNA を断片化して、
種々のヒストン修飾に対する抗体を用いて
クロマチン免疫沈降を行った。回収した DNA
断片を精製/回収後、サイバーグリーンを用
いた定量的 PCR 法で各領域のヒストン修飾を
解析した。また各サンプルの DNA 量をインプ
ット DNA 量で平準化した。	
 
	
 
(2)	
 MOZ 融合遺伝子による白血病発症におけ
る Meis1 の役割	
 
	
 胎生 14.5 日の MOZ 欠損マウス胎仔肝臓か
らマグネティックビーズを用いて、分化マー
カー陰性分画の細胞を分取した。1 日培養後
MOZ-TIF2 融合遺伝子(MT2)を GFP マーカーを

同時に発現するレトロウイルスを用いて導
入した。3 日後	
 Meis1 遺伝子もしくは Mock
を hNGFR マーカーと同時に発現するレトロウ
イルスを用いて導入して 2日間更に培養した。
培養後細胞を回収して、2	
 X	
 10^5	
 細胞を半
致死量放射線照射したマウスに移植した。移
植後 4 週間毎に採血を行い、GFP 陽性率と
Mac-1 陽性率を測定して白血病発症を評価し
た。	
 
(3)	
 MOZ 融合遺伝子の下流遺伝子の発現解析	
 
①	
 MOZ 融合遺伝子白血病細胞の発現解析	
 
MOZ欠損白血病細胞から回収してRNAを抽出、
cDNA 合成を行い、定量的 RT-PCR 法で
INK4A,Bmi1 遺伝子の発現量を解析した。各サ
ンプルの cDNA 量を b-actin の発現量で平準
化した。	
 
	
 
②	
 Meis1強制発現によるINK4A遺伝子の発現
変化	
 
	
 MOZ 欠損造血前駆細胞に MOZ 融合遺伝子を
レトロウイルスを用いて導入/培養後、レト
ロウイルスを用いて Meis1 もしくは Mock を
導入してさらに培養、2 日後に細胞を回収し
て RNA を抽出、cDNA 合成を行い、定量的
RT-PCR法でINK4A遺伝子の発現量を解析した。
各サンプルの cDNA 量を b-actin の発現量で
平準化した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 MOZ 融合遺伝子よる標的遺伝子のクロマ
チン制御における内在性の MOZ の役割	
 
①	
 Meis1 遺伝子発現における MOZ の役割	
 
	
 これまでの報告から MOZ/MLL 融合遺伝子に
よる白血病では、HoxA9/Meis1 遺伝子の発現
が恒常的に活性化していることが知られて
いる。これまでの解析から HoxA9 が MOZ の標
的遺伝子の一つであることを明らかにして
きたが、Meis1 遺伝子については未解明であ
った。そこで Meis1 遺伝子は造血幹・前駆細
胞で発現が高いことから MOZ 欠損マウスの胎
仔肝臓から造血幹・前駆細胞を多く含む分画
を分取して Meis1 遺伝子の発現を解析した。
その結果、Meis1 遺伝子は HoxA9 遺伝子と同
様に MOZ 欠損造血幹・前駆細胞分画で発現が
低下していた。このことから、Meis1 も HoxA9
と同様に MOZ の標的遺伝子の一つであること
が示唆された。（図 1）	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 



 

 

②	
 MOZ 融合遺伝子の標的遺伝子領域でのク
ロマチン制御機構の解析	
 
	
 MLL 融合遺伝子を発現する白血病細胞では
主な標的遺伝子である HoxA9/Meis1 領域のヒ
ストン修飾について特に遺伝子発現が活発
な状態で見られるヒストン修飾の増加が見
られることが明らかになっている。MOZ もヒ
ストン修飾酵素であることから MOZ 融合遺伝
子を導入した MOZ 欠損白血病細胞において標
的遺伝子のヒストン修飾についてクロマチ
ン免疫沈降法を用いて解析を行った。その結
果、MOZ 欠損 MOZ 白血病細胞で発現誘導が見
られないMeis1遺伝子の領域ではヒストンH3	
 
K9,K18,K27 のアセチル化(Ac)、ヒストン H3	
 
K4 のトリメチル化(Me3)といった転写が活性
化している状態のクロマチンで見られるヒ
ストン修飾が減少していた。逆に転写が抑制
されている状態のクロマチンで見られるヒ
ストン H3	
 K9 のジメチル化(Me2)、ヒストン
H3	
 K27のトリメチル化(Me3)が増加していた。
一方発現誘導が見られる HoxA9 遺伝子領域の
ヒストン修飾については、ヒストンH3	
 K27Me3
は MOZ 欠損白血病細胞で増加しているが、他
のヒストン修飾は MOZ ヘテロ欠損白血病細胞
と大きな違いは見られなかった。これらの結
果から、内在性の MOZ は MOZ/MLL 融合遺伝子
の標的遺伝子領域のクロマチンを転写が活
性化されている状態に維持することで
HoxA9/Meis1 遺伝子の恒常的活性化や白血病
発症に寄与していることが示唆された。（図 2）	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
(2)	
 MOZ 融合遺伝子による白血病発症におけ
る Meis1 の役割	
 
	
 これまでの報告から Meis1 遺伝子は HoxA9
遺伝子による転写を協調的に制御している
こと、Meis1 との共発現により HoxA9 による
白血病発症に必要な期間を大幅に短縮する

ことが明らかとなっている。また MOZ 融合遺
伝子では HoxA9/Meis1 の発現誘導が見られる
こと、MOZ 欠損白血病細胞では Meis1 遺伝子
の発現誘導が見られないことから MOZ 欠損白
血病細胞で白血病発症が見られない原因と
して Meis1 遺伝子の発現誘導が起こらないこ
とが原因として考えられる。そこで、MOZ 欠
損白血病細胞に Meis1 遺伝子を導入した後に
その細胞を移植して白血病発症が見られる
かについて解析を行った。その結果、MOZ 欠
損白血病細胞に Meis1 遺伝子を導入すること
で発症までの期間は MOZ ヘテロ欠損白血病細
胞よりやや遅れるが白血病発症が見られた。
また細胞表面抗原の発現から、白血病の型も
MOZ ヘテロ欠損白血病細胞と同様であった。
この結果から、MOZ 融合遺伝子による白血病
発症には、HoxA9 と同様に Meis1 の恒常的活
性化が必須であることが示唆された。（図 3）	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
(3)	
 MOZ 融合遺伝子の下流遺伝子の発現解析	
 
	
 MOZ 欠損白血病細胞では、細胞の不死化能
の獲得は見られるが、依然として形成される
コロニー数、細胞数は MOZ ヘテロ欠損白血病
細胞に比べて減少している。これまでに MLL
融合遺伝子白血病の細胞で Meis1 遺伝子を欠
損させると細胞周期抑制因子の INK4A 遺伝子
の発現が上昇することが知られている。そこ
で MOZ 欠損白血病細胞では Meis1 遺伝子の発
現誘導が見られないことから、INK4A 遺伝子
がその原因の一つと考え、その発現について
定量的 RT-PCR 法で解析を行った。その結果、
MOZ 欠損白血病細胞でも INK4A 遺伝子の発現
が上昇していることがわかった。INK4A 遺伝
子の制御に関わるポリコーム群遺伝子 Bmi1
の発現は MOZ ヘテロ欠損白血病細胞と比べて
変化がないことからこの発現上昇は Bmmi1 を
介した制御ではないことが示唆された。（図 4）	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 



 

 

	
 さらに INK4A の発現上昇が Meis1 の発現低
下によるものかについて MOZ 欠損白血病細胞
に Meis1 遺伝子を強制発現させることで
INK4A 遺伝子の発現量が低下するか解析を行
った。その結果、INK4A 遺伝子の発現量は低
下しなかった。この結果から MOZ 欠損白血病
細胞で見られる INK4A の発現増加は予想と異
なり、Meis1 の発現低下によるものではない
ことが示唆された。(図５)	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 以上の本研究を通じて、内在性の MOZ は	
 
MOZ/MLL 融合遺伝子による白血病発症におい
て、主な標的遺伝子の Meis1 遺伝子領域にお
いてクロマチン状態を活性化状態に維持す
ることで Meis1 遺伝子の恒常的活性化及び白
血病発症において重要な役割を果たしてい
ることが示唆された。MOZ 欠損造血前駆細胞
に MLL 融合遺伝子を導入しても HoxA9/Meis1
遺伝子の両方の発現誘導が見られないこと
から、恐らくMLL融合遺伝子の場合にはHoxA9
遺伝子領域においても内在性の MOZ が同様の
機能を果たしていることが考えられる。また
今回新たな標的遺伝子として細胞周期抑制
因子の一つである INK4A 遺伝子の発現抑制に
内在性の MOZ が関与していることが明らかと
なった。MOZ/MLL 融合遺伝子による白血病に
おける INK4A 遺伝子の役割はまだ明らかでは
ないが、今後の解析からその機能が明らかに
なることが期待される。	
 
	
 今後の課題として今回明らかにできなか
った MOZ/MLL 融合遺伝子白血病の維持に対す
る内在性の MOZ の役割について解明する必要
がある。白血病の維持に内在性の MOZ が必要
であれば MOZ の機能阻害剤が MOZ/MLL 白血病
の分子標的薬の候補になることが期待され
る。	
 
	
 本研究で得られた知見は、特に今まで
HoxA9 と比べて不明な点が多かった Meis1 の
発現制御及び MOZ/MLL 白血病で見られる恒常
的活性化の分子機序に大きな洞察を与える
ものであると考えられる。またこれらの知見
がこれまで分子標的治療薬がない MOZ/MLL 白
血病の治療法開発の進展に寄与することが
期待される。	
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