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研究成果の概要（和文）：白血病は多くの場合、自己複製の過剰な活性化による無制限な造血細胞の増殖によって引き
起こされる。MLL融合遺伝子はそれ単体で白血病幹細胞をin vitroで作り出すことができることから、幹細胞の居場所
であるニッチを必要としていないと思われる。本研究で我々は、MLL融合遺伝子産物の機能を詳細に解析し、このがん
遺伝子産物がニッチ非依存的に自己複製を活性化するメカニズムを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Leukemia is often caused by a mutation which hyper-activates self-renewal. 
Normally self-renewal is controlled by the niche so that the stem cells are not overly produced. Some 
mutations such as MLL fusion are thought provoke niche-independent self-renewal to cause leukemia. In 
this research project, we investigated the mechanism by which MLL fusion stimulates self-renewal in the 
absence of the niche and proposed a novel mechanism of cell-autonomous self-renewal.

研究分野：分子腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
がん細胞は多くの場合、活発な自己複製をす
る事で病気を引き起こすが、そのメカニズム
は良く分っていない。正常な幹細胞はニッチ
から発せられるシグナルによって自己複製
すると思われるが、がん幹細胞は in vitroで
も人工的に作り出すことができることから
ニッチに依存しない自己複製能を獲得して
いる可能性が高い。MLL 融合遺伝子は、非
常に予後の悪い白血病を引き起こすがん遺
伝子である。MLL融合遺伝子を in vitroでマ
ウス骨髄前駆細胞に導入すると細胞は不死
化し、さらに同系マウスに移植すると白血病
を発症する。この事は MLL 融合遺伝子が生
体内のニッチに依存せずにがん幹細胞を生
みだすことができるという事を示している。
我々はこれまでに MLL 融合蛋白質が自律的
な自己複製を促進し、細胞を不死化する分子
メカニズムを調べてきた。 
 
２．研究の目的 
がん幹細胞とは自己複製能を獲得したがん
細胞であると考えられるが、自己複製の分子
メカニズムはよくわかっていない。in vitro
（ニッチの無い環境）で分化能を維持したま
ま造血幹細胞を増幅させる事は大変難しい
が、白血病発症能を維持したまま白血病細胞
を増幅させる事は比較的容易である。この事
から、正常な造血幹細胞はニッチに厳しく制
御され不必要に自己複製しないようにコン
トロールされている一方で、白血病幹細胞は
ニッチによる制御を受けない自律的な自己
複製能を獲得していると考えられる。本研究
で我々はこのがん特異的な自己複製メカニ
ズムの詳細を明らかにする事を目指す。我々
は、MLL 融合蛋白質によるニッチ非依存的
な自己複製のメカニズムを詳細に調べる事
によって、長期的にはがん特異的な自己複製
作用を阻害するための分子標的を見いだし
たいと考えている。そのために、本研究期間
内に下記の三つの目的に取り組み、MLL 融
合蛋白質複合体がニッチからのシグナルに
依存せずに、標的を認識し、転写を活性化し、
白血病を引き起こすメカニズムを明らかに
する。 
1.LEDGF がクロマチン上で構成する複合体
の解析 
2.PWWP ドメインが結合するクロマチンの
解析 
3.MLL 融合蛋白質複合体がニッチ非依存的
に自己複製を促進するメカニズムの解明 
 
３．研究の方法 
白血病を引き起こすMLL融合蛋白質はニッチ
非依存的な自己複製を促進する事で病気を
引き起こしている。我々は MLL 融合蛋白質複
合体の構成因子であり、クロマチン結合因子
であるLEDGFがクロマチン上で形成する複合
体を解析する事で、MLL 融合蛋白質複合体が
クロマチンと結合するために必要な共作用

因子を同定し、その意義をマウス白血病モデ
ルにて検証する。それによって MLL 融合蛋白
質がニッチ非依存的に自己複製を活性化す
る分子メカニズムを明らかにするともに、が
ん特異的な自己複製を阻害する分子標的薬
の創製に向けて、候補となる分子標的を同定
する。 
1.LEDGF がクロマチン上で構成する複合体の
解析 
LEDGFを293T細胞に一過性に発現させたのち
にクロマチンを調整し、LEDGF を複合体を精
製する。精製物を質量分析にて調べることで
LEDGF がクロマチン上で結合する因子を同定
する。 
2. PWWP ドメインが結合するクロマチンの解
析 
PWWP ドメインのみを 293T 細胞に一過性に発
現させ、精製物を質量分析にて調べることで
PWWP ドメインが特異的に結合するヒストン
修飾を同定する。 
3.MLL 融合蛋白質複合体がニッチ非依存的に
自己複製を促進するメカニズムの解明 
マウス白血病発症モデルを用いて、MLL 融合
タンパク質複合体が造血細胞を不死化する
上で必須の構造を同定する。 
 
４．研究成果 
1.LEDGF がクロマチン上で構成する複合体の
解析 
LEDGF を 293T 細胞に発現させ、その共作用因
子を質量分析によって同定するという実験
を行った結果、既知のLEDGF結合因子(MENIN, 
CDCA7L,POGZ)に加えて、十種類程度の新規結
合因子が同定された。これらは LEDGF の IBD
ドメインに結合する因子であり、MLL 融合蛋
白質複合体とは相互排他的に結合するもの
だった。例えば、POGZ などは転写が抑制的な
ヘテロクロマチンと結合するHP1と結合する
と考えられており、MLL 融合蛋白質複合体の
標的クロマチンへの結合には直接関係がな
い。LEDGF は IBD ドメインを介して様々な、
転写抑制因子や転写活性化因子と結合して
おり、それ自身には転写の方向性を決める機
能はないと思われた。 
 
2. PWWP ドメインが結合するクロマチンの解
析 
LEDGFは自身に含まれるPWWPドメインを介し
てクロマチンと結合していることから、次に
PWWP ドメインが結合しているヌクレオソー
ムとその他の共作用因子を質量分析にて解
析した。その結果PWWPドメインはH3K36me2/3
に特異的に結合していることが確認された
が、他の共作用因子は同定されなかった。こ
のことから、LEDGF は PWWP ドメインと結合し
て H3K36me2/3 に特異的に結合し、さらに IBD
を介して他の共作用因子と結合することで
異なるクロマチン領域に作用すると考えら
れる。H3K36me3 は転写の活発な遺伝子のコー
ディング部分に多く見られるエピジェネテ



ィックマーカーである。H3K36me2 は比較的に
どこにでもある標識だが、転写の活発なプロ
モーターの転写開始点近傍でより多く見ら
れる事が報告されている。MLL 融合蛋白質複
合体は転写の活発なプロモーターの転写開
始点近傍に特異的に局在することが我々の
ChIP-seq 解析によって確認された。したがっ
て、MLL 融合蛋白質複合体の場合は LEDGF の
PWWPドメインとMLL部分の機能が転写の活発
なクロマチン領域に対する親和性を持って
いるために特異的に転写の活発なクロマチ
ンへと作用するのであろうと考えられた。 
 
3.MLL 融合蛋白質複合体がニッチ非依存的に
自己複製を促進するメカニズムの解明 
 我々は以前に、LEDGF の PWWP ドメイ
ンと MLL-ENL の MENIN 結合モチーフを置換し
た PWWP-MLL-ENL 変異体が不死化能を示すこ
とを見出していた。我々は、MLL 融合蛋白質
複合体が標的クロマチンを認識するために
必要な構造を同定するべく、様々な
PWWP-MLL-ENL 部分欠損変異体を作成し、その
骨髄細胞の不死化能を調べた。その結果、
MLL-ENL が標的を認識するためには LEDGF の
PWWP 以外に MLL の CXXC ドメインのみが必要
であることがわかった。CXXC ドメインは抑制
されていないプロモーターに多く含まれる
CpG 配列と特異的に結合する。これらの結果
から、MLL 融合蛋白質複合体は LEDGF 部分の
PWWP ドメインと MLL 部分の CXXC ドメインを
介してクロマチンに結合することがわかっ
た。実際に、PWWP ドメインと CXXC ドメイン
を融合させた人工タンパク質はHOXA9遺伝子
のプロモーターに結合することができた。し
たがって、MLL 融合蛋白質複合体は、PWWP ド
メインを介して過去に転写が活発であった
クロマチンを認識し、CXXC ドメインを介して
抑制されていないプロモーターを認識する。
その結果、MLL 融合蛋白質は以前に転写され
たプロモーターを認識してその転写を活性
化するという事を見いだした（図１）。自己
複製とは「親細胞と同じ遺伝子発現プロファ
イルを持つ娘細胞を生み出す増殖の一様式」
だと考えられる。MLL 融合蛋白質は以前に転
写された事を示すエピジェネティックマー
クを認識し、その近傍の遺伝子の転写を活性
化する。そして、遺伝子の転写が活性化され
ると、そこには転写が行われた事を示すエピ
ジェネティック標識が残されるため、さらに
MLL 融合蛋白質による転写活性化を受ける。
このようなサイクルによって親細胞で転写
されていた遺伝子を同じように発現する娘
細胞が生まれる事がMLL融合蛋白質によるニ
ッチ非依存的な自己複製の本質的なメカニ
ズムであると思われる。 
 LEDGF の PWWP が特異的な機能を持
っているためにMLL複合体の転写を活性化で
きるのか、それとも同様に H3K36me2/3 に特
異的に結合できる他のPWWPドメインでもMLL
融合蛋白質複合体依存的な自己複製の促進

をできるのかどうかを調べるために、ドメイ
ンスワッピング実験を行った。これまでに、
H3K36me2/3 に特異的に結合することがわか
っている BRPF1 の PWWP ドメインや、機能未
知の HRP2 の PWWP ドメインを LEDGF の PWWP
ドメインと置き換えた変異体を作成し、骨髄
細胞の不死化活性を調べた。その結果、すべ
ての PWWP ドメインが自己複製を促進する活
性を示し、細胞を不死化した。この結果から、
自己複製に必要なLEDGFの機能はH3K36me2/3
に特異的に結合することであることが示唆
された。 
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