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研究成果の概要（和文）：腫瘍化におけるTEL-AML1の協働因子を同定するために、TEL-AML1陽性細胞への附加的
な遺伝子異常の導入により、造腫瘍能が獲得されるかどうか検討した。TEL-AML1発現ES細胞より得られたTie2陽
性細胞にレトロウイルスベクターを用いてランダムに挿入変異を導入後、免疫不全マウスへの移植により造腫瘍
能の獲得の有無を検討した。移植により、マウス骨髄内でB220陽性細胞の増殖を認めた。レトロウイルス挿入部
位を同定すると、細胞膜構造蛋白や転写因子などをコードする遺伝子内に挿入していた。挿入部位に位置する遺
伝子の発現異常がTEL-AML1融合遺伝子と協働して腫瘍化に作用していると考えられた。

研究成果の概要（英文）：TEL-AML1 is the most common fusion gene in childhood acute lymphoblastic 
leukemia (ALL). It alone is not enough to cause leukemia, and additional genetic change(s) are 
necessary. Retroviral vector-mediated insertional mutagenesis was applied on TEL-AML1-expressing 
hematopoietic progenitor cells to identify the cooperating genetic changes with TEL-AML1 in 
leukemogenesis. Tie2-positive cells containing immature hematopoietic progenitors were transduced by
 retroviral vector to induce insertional mutagenesis, and then transplanted into immunodeficient 
mice. In these mice B220-positive cells were expanded, and tumor formation was observed in some of 
them. Analysis of retroviral integration site in these tumors showed intra-genic insertion of viral 
sequences possibly resulting in disruption of gene expression/regulation. Genes located near the 
integration site may be the target of cooperating genetic changes necessary for leukemogenesis by 
TEL-AML1.

研究分野：小児科学
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１．研究開始当初の背景 
(1) TEL-AML1 融合遺伝子と小児急性リンパ
性白血病 

12;21 染色体転座で形成される TEL-AML1 
(ETV6-RUNX1) 融合遺伝子は、小児急性リン
パ性白血病(ALL)の約 10-20%に認められる融
合遺伝子であり、小児 ALLで認められる白血
病特異的融合遺伝子の中で最も頻度が高い。
TEL-AML1陽性ALLは低リスク群に分類され、
比較的予後は良好の白血病である。しかしな
がら、治療終了後の再発が多いことや、一部
に治療抵抗性の予後不良群が含まれており、
これらの再発例、予後不良例を早期に抽出す
ることが重要である。また治療成功例や長期
生存例の増加に伴い、長期間にわたる化学療
法の副作用として、成長障害や学習障害など
晩期障害を抱える症例も増えている。化学療
法の軽減による晩期障害の予防の観点から
も新規の分子標的療法の開発が望まれる。 

 
(2) TEL-AML1 融合遺伝子による白血病化の
メカニズム 

TEL(ETV6)遺伝子は ETSファミリーに属す
る転写因子をコードする。TEL蛋白はアミノ
末端側に多量体形成能をもつ Pointed (HLH)
ドメインを、カルボキシ末端側に DNA 結合
の ETSドメインを有しており(図１)、骨髄造
血に必須であることが示されている。TELは
転写抑制に働き、その転写抑制機能は、主に
Pointed ドメインと ETS ドメインの間の領域
にヒストン脱アセチル化酵素HDACや Sin3A、
NcoR などの転写抑制因子がリクルートされ
ることによる。 

一方 AML1(RUNX1)は DNA 結合領域であ
る Runt ドメインと転写活性化ドメインを有
する転写因子であり、胎生期の AGM 
(aorta-gonad-mesonephros)領域、胎児肝、骨髄
での二次造血(definitive hematopoiesis)に必須
である。TEL-AML1融合蛋白は AML1のほぼ
全長に転写抑制領域を含む TEL のアミノ末
端側部分が結合する形をとり(図１)、機能的
には AML1 の転写活性をドミナントネガテ
ィブに抑制する。TEL-AML1の造腫瘍能の多
くはこの AML1の機能抑制に基づく。造血前
駆細胞に TEL-AML1を導入すると、未分化 B
リンパ球が自己複製能を獲得し、成熟障害を
生じることが示されている。 
(3) TEL-AML1 による腫瘍化には付加的遺伝
子異常が必要 
我々は TEL-AML1融合遺伝子は非白血病症
例の臍帯血から 1-2%の頻度で検出されるこ
とを報告した。この頻度は TEL-AML1陽性白

血病の発症頻度のほぼ 100倍と高頻度であり、
胎生期に形成される TEL-AML1 陽性細胞は、
前白血病細胞の形成に過ぎず、約 1/100 の頻
度で付加的な遺伝子異常(2nd hit)を獲得した
後に、最終的に白血病として発症する過程が
考えられる。遺伝子改変マウス(トランスジェ
ニックマウス、ノックインマウス)やレトロウ
イルスによる TEL-AML1融合遺伝子導入の実
験系では、TEL-AML1 遺伝子のみでは白血病
は生じないことからもこの仮説は支持され
る。 
白血病形成の過程における TEL-AML1 の
協働因子を同定し、TEL-AML1による白血病
化のメカニズムを解明することは分子標的
療法など、新たな治療法の開発のためにも重
要である。 
 
２．研究の目的 
小児急性リンパ性白血病で最も高頻度な

TEL-AML1 陽性白血病において、TEL-AML1
融合遺伝子のみを有する前白血病細胞から
白血病細胞への進展に不可欠な付加的遺伝
子異常の同定を試み、分子標的療法の開発に
繋がる知見を得ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) TEL-AML1 融合遺伝子を発現するマウス
ES細胞の作製 

Chicken-beta-actin (CAG) プロモーター下
に TEL-AML1を発現する発現ベクターを作製
し、マウス ES 細胞に遺伝子導入した。造血
細胞分化後に効率的に遺伝子導入細胞を分
離するために、TEL-AML1のアミノ末端側に
GFP (緑色蛍光タンパク質)を結合した発現ベ
クターを作製し、遺伝子導入に用いた。 

 
(2) TEL-AML1 融合遺伝子を発現するマウス
ES細胞の免疫不全マウスへの移植 

CAG プロモーター下に TEL-AML1 を発現
するマウス ES 細胞を造血前駆細胞を含む細
胞分画である Tie2+c-kit+分画へ分化させ、セ
ルソーターにて分離後に免疫不全マウスで
あるNOD/Shi-scid,IL-2RγKO Jic (NOG)マウス
に経尾静脈的ないしは骨髄内注入により移
植した。移植後白血病などの腫瘍の発症の有
無に関して経過観察を行った。腫瘍の形成を
認めたマウスでは骨髄や肝・脾などを採取し、
フローサイトメトリーや遺伝子発現解析を
行った。 

 
(3) レトロウイルスによる挿入変異を用いた
TEL-AML1による腫瘍化の協働因子の同定 

TEL-AML1を発現する ES細胞を造血細胞
に分化させた段階で、インサートを持たない
レトロウイルスベクターを遺伝子導入し、ラ
ンダムにゲノムに組み込ませる(図２)。その
後、コロニーリプレーティングアッセイを行
い、自己複製能を獲得したコロニーから細胞
を回収し、レトロウイルスの挿入部位を同定
することにより、腫瘍化における TEL-AML1
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の協働因子を同定する。またレトロウイルス
による挿入変異を導入した TEL-AML1発現マ
ウス Tie2+陽性細胞を NOGマウスへ移植し、
白血病などの腫瘍の発生について観察した。
腫瘍の発生を認めた場合、腫瘍細胞から DNA
を抽出し、レトロウイルスの挿入部位を
inverse PCR法を用いて検索し、影響を受けた
遺伝子を同定した(図３)。 

 
４．研究成果 
(1) TEL-AML1 融合遺伝子を発現するマウス
ES細胞の作製 

CAG プロモーター下に TEL-AML1 を発現
する発現ベクターを作製し、マウス ES 細胞
に遺伝子導入し、恒常的に TEL-AML1融合遺
伝子を発現するマウス ES 細胞を作製した。
免疫不全マウスの血液中で ES 由来細胞を容
易に識別するために、TEL-AML1のアミノ末
端側に EGFP (緑色蛍光タンパク質)を結合し
た発現ベクターを作製し、実験に用いた。
TEL-AML1 の発現はこの ES 細胞の生存・増
殖に影響せず、造血細胞への分化においてそ
の影響が認められた。TEL-AML1 を発現する
ES細胞を造血細胞へ分化させると、野生型の
ES細胞と異なり、早期の造血幹細胞を含む分
画である Tie2 陽性 c-kit 陽性分画は減少して
おり、Tie2陰性 c-kit陽性の細胞群が増加する。
これらの Tie2 陰性 c-kit 陽性の細胞群は造血
細胞への分化に必要な転写因子群の発現が
低下しており、造血コロニーアッセイにおい
ても造血コロニー産生能が著しく低下して
いた。このことから TEL-AML1発現細胞にお
いては、少数産生される Tie2 陽性 c-kit 陽性
細胞群が白血病幹細胞を含み、白血病の発生
母地となると考えられる。 

 
(2) TEL-AML1 融合遺伝子を発現するマウス

ES細胞の免疫不全マウスへの移植 
TEL-AML1 発現マウス ES 細胞より得られ
た Tie2陽性細胞分画を分離して NOGマウス
に移植し、白血病の発症の有無を検討したが、
有意な白血病の発症は認められなかった。こ
れは TEL-AML1融合遺伝子単独では白血病の
発症に十分ではないことを示しており、
TEL-AML1 融合遺伝子以外に付加的遺伝子異
常が必要であることを示唆している。 

 
(3) レトロウイルスによる挿入変異を用いた
TEL-AML1腫瘍化の協働因子の同定 
腫瘍化における TEL-AML1 の協働因子を
同定するために、TEL-AML1 陽性 ES 細胞に
二次的な遺伝子異常を導入することにより、
腫瘍化能が得られるかどうかに関して検討
した。具体的には TEL-AML1 を発現する ES
細胞を Tie2 陽性の未分化造血細胞に分化さ
せた段階で、レトロウイルスベクターを用い
てランダムに挿入変異を導入後、コロニーリ
プレーティングアッセイや NOG マウスへの
移植により造腫瘍能の獲得の有無を検討し
た。コロニーリプレーティングアッセイでは
レトロウイルスによる挿入変異の導入によ
り増殖能の亢進が認められた。また免疫不全
マウスである NOG マウスへの移植において
は、有意な白血病の発症は研究期間中には認
められなかったが、肝脾腫などの形成を認め、
in vivoでの細胞増殖能の亢進が認められた。 

TEL-AML1 発現細胞の骨髄へのホーミング
を促進するために CD44遺伝子のコーディン
グ領域をレトロウイルスに組み込み、CD44 
が同時に発現する細胞を用いて更に検討し
た。TEL-AML1と CD44を発現する Tie2陽性
細胞を NOG マウスに移植すると、マウスの
骨髄内では B220陽性の Bリンパ球に分化し
た細胞の増殖を認めた。同時に骨髄から漏れ
出たと思われる骨髄外の腫瘤形成を認めた。
この腫瘤も B220 陽性であり、B リンパ球系
統に方向付けされた細胞と思われた。レトロ
ウイルスの挿入部位を用いたクローナリテ
ィの解析では、骨髄内および腫瘍組織の B220
陽性細胞はオリゴクローナルに増殖した細
胞であった。 
実際のレトロウイルスの挿入部位を同定
すると、細胞膜構造蛋白や転写因子などをコ
ードする遺伝子の内部に挿入していた(図４)。 

 



遺伝子内にレトロウイルスが挿入してい
ることより、挿入部位に位置する遺伝子の発
現異常が生じていると考えられた。同定され
た遺伝子の発現異常をヒト白血病細胞で確
認したところ、発現減弱や亢進の発現異常が
一部の症例で認められた。これらの遺伝子の
発現異常が TEL-AML1融合遺伝子と協働して
腫瘍化に作用していると考えられた。 
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