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研究成果の概要（和文）：代表的な難治性白血病関連遺伝子であるEVI1の発現を制御している機構を解明するため、我
々はゲノム編集技術であるTALENを用いてEVI1 遺伝子領域へ蛍光レポーター遺伝子を挿入したヒト急性骨髄性白血病由
来細胞株を作成した。そこへウイルスベクターを介してEVI1高発現細胞株由来のcDNAライブラリーを導入し、レポータ
ー蛍光強度が上昇している細胞を単離した。得られた細胞のゲノムをシーケンスし候補分子を検索したところ、ヒト細
胞においてEVI1を正に制御する候補因子を同定し、現在詳細な解析を行っている。

研究成果の概要（英文）：EVI1 transcription factor is a proto-oncogene which is associated with myeloid 
malignancy with poor prognosis. To search EVI1-up-regulating factors in a genome-wide scale, we made an 
acute myeloid leukemia cell line of which fluorescent reporter gene was inserted in EVI1 gene region. 
cDNA expression library derived from a cell line highly expressing EVI1 was virally transducted to the 
EVI1-reporter cell line and we isolated cells which exhibited stronger reporter signal. We examined the 
genome and obtained some candidate genes which may positively control EVI1. We are now closely 
investigating the function of these genes.

研究分野： 血液内科学
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１．研究開始当初の背景 
近年造血器悪性腫瘍の治療成績は化学

療法・造血幹細胞移植術の進歩により格段
に向上したが、代表的な造血器悪性腫瘍で
ある急性骨髄性白血病(acute myelocytic 
leukemia: AML)の長期生存率は40%程度に
とどまっている。染色体異常や遺伝子異常
による分類法の進歩により AML の中でも
予後良好および予後不良なサブグループが
あることが判明しており、治療成績向上の
ためには予後不良群における新規治療開発
が鍵となる。とくに Ecotropic viral 
integration site 1 (EVI1)の発現が亢進し
ている AML は極めて予後不良であること
が知られており、これまでにわれわれの研
究室は Evi1 の正常造血、および AML の病
態形成における役割を Evi1 コンベンショ
ナル、コンディショナルノックアウトマウ
スおよび Evi1-GFP レポーターマウスを作
製し、解析することで明らかにしてきた。
とくに Evi1  が正常では造血幹細胞に、白
血病では治療抵抗性細胞分画で高発現する
ことを見いだしてきた。しかし Evi1 の発
現がどのように維持されるかは、不明であ
る。とくにヒトでも、染色体転座例や発現
制御領域の微細な変異例を除き、一般的な 
Evi1 の発現制御機構に関しては、これまで
殆ど明らかになっていない。 

近年以下に述べる2 つの技術が確立し
てきたことでヒト生細胞におけるEvi1 遺
伝子の制御機構を網羅的に明らかにするこ
とが可能であると着想に至った。一つ目の
技術として zinc-finger nuclease や 
transcription activator-like effector 
nuclease(TALEN)などの人工ヌクレアーゼ
を用いて、標的部位に DNA 二本鎖切断を導
入することで様々なモデル動物でゲノム編
集が出来るようになったことが挙げられる。
とくにヒト培養細胞においては相同組換え
修復を介したレポーター遺伝子の挿入が比
較的容易に行える点が特徴である。 

また二つ目の技術として、無数のshRNA 
ライブラリーやcDNA ライブラリーを同時
に細胞に導入し、細胞の表現型の変化によ
り目的の遺伝子を探索するというスクリー
ニング技術の進歩が挙げられる。血液疾患
においてもその有用性は明らかになりつつ
あり、RNAi スクリーニングによりこれまで、
悪性リンパ腫においてCRAD11 がNF-κB 経
路の活性化に重要であることや、多発性骨
髄腫においてCaspase-10 が腫瘍の生存に
極めて重要であることが既に明らかにされ

ている。そこで、われわれは EVI1 遺伝子
領域へ蛍光レポーター遺伝子を挿入したヒ
ト  悪性腫瘍由来細胞株を作製することで、
生細胞において EVI1 発現量を捉えること
が出来る実験系を確立し、この細胞株を用
いて shRNA ライブラリーおよび cDNA ラ
イブラリーによる網羅的スクリーニングを
行うことで、正常あるいは悪性のヒト細胞
において Evi1 の発現を制御する因子の同
定を試みることとした。 

EVI1 はAML の病態形成および正常造血
において造血幹細胞の維持に極めて重要な
役割を果たしている。したがって、明らか
となった制御因子が Evi1 の発現が亢進し
ている正常造血幹細胞や AML の患者検体
においても同様のメカニズムが関与してい
るか検討することで、これらの生命現象の
分子メカニズムについて深い理解が得られ
ることが予想される。またそれらの知見に
基づいて、Evi1 の発現制御を可能にするこ
とで難治性 AML の新たな治療法の開発や
再生医療における造血幹細胞の増幅効率を
高めることも可能となることが強く期待さ
れる。 
 
 
２．研究の目的 

本研究では、正常造血幹細胞および白血
病細胞における EVI1 の制御機構の解明を
目的とする。具体的には、EVI1 遺伝子領域
へ蛍光レポーター遺伝子を挿入したヒト由
来骨髄性白血病由来細胞株を 
transcription activator-like effector 
nuclease(TALEN) 技術を用いて作製し、そ
こへウイルスベクターを介して shRNA ラ
イブラリーや Evi1 高発現細胞株由来の 
cDNAライブラリーを導入し、レポーター蛍
光強度が上昇している細胞を単離する。こ
の単離過程を何度も繰り返し、安定的に 
Evi1 の発現が亢進した細胞集団を取得す
る。これらの細胞からゲノムを抽出し、次
世代シークエンサーなどを用いて候補分子
を同定する。このようにして、ヒト細胞に
おける EVI1 の発現制御に関与する分子を
明らかにすることを目的とする。さらにそ
れらの分子が、EVI1 の発現が亢進している
正常造血幹細胞や急性骨髄性白血病の患者
検体においても同様のメカニズムで関与し
ているかどうかを検討する。 
 
 
 



３．研究の方法 
EVI1 は難治性白血病や正常造血幹細胞

で高発現する転写因子であるが、EVI1 が白
血病細胞や正常造血幹細胞でどのような制
御を受けているかは明らかになっていない。
そこでまず TALEN 技術を用いて EVI1 遺
伝子領域へ蛍光レポーター遺伝子を挿入し
た AML 由来細胞株を樹立する。次に EVI1 
高発現 AML 細胞株から mRNA を抽出して 
cDNA としてレトロウイルスベクターに組
み込んだ発現ライブラリーを作製する。こ
の作製した cDNA ライブラリーを樹立した
細胞株にウイルス感染させ、EVI1 の発現を
制御する分子のスクリーニングを行う。ウ
イルス導入後に蛍光強度の変化をフローサ
イトメトリ―で確認し、蛍光強度が感染開
始前の細胞株より上昇している細胞をセル
ソーターで単離し、この過程を繰り返すこ
とにより、EVI1 高発現細胞を濃縮する。こ
れらの細胞からゲノム DNA を抽出し、導入
された cDNA や shRNA ベクターを同定す
ることにより、EVI1 発現上昇に関与する候
補遺伝子を抽出する。 
 
 
４．研究成果 

TALEN 技術を用いて、EVI1-2A-EGFP 発
現細胞株を作製した。元の細胞株としては 
EVI1 高発現 AML 由来細胞株である HEL、
KU812 など複数の細胞株を用いた。すでに
EVI1 を正に制御することが知られている
MLL 融合遺伝子をこれらの細胞に導入する
と、蛍光シグナルが出現することを確認し、
われわれの作製した EVI1 レポーター細胞
株がスクリーニングに用いることができる
ことを確認した。cDNA 発現ライブラリーの
作成にあたっては、EVI1 高発現白血病細胞
株であり、EVI1 の染色体上の位置である
3q26変異のないKU812を用い、おおむね1kb
以上の cDNA 断片をレトロウィルスベクタ
ーに挿入した。作製した cDNA ライブラリー
を樹立した細胞株に導入することで、EVI1 
の発現を制御する分子のスクリーニングを
行った。アンフォトロピックレトロウイル
スによってライブラリー上の遺伝子を導入
後に、蛍光強度の変化をフローサイトメト
リ―で確認し、蛍光強度が感染開始前の細
胞株より上昇している細胞をセルソーター
で単離して、それぞれのクローンからゲノ
ム DNA を抽出し、シーケンスを行って複数
の候補遺伝子を抽出し得た。それらの遺伝
子の詳細な機能については、現在進行中の 

shRNA ライブラリーによるスクリーニング
による解析結果も合わせて、分子遺伝学的
な手法を駆使してさらに解析を進めている。 
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