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抄　　録

　�������陽性急性リンパ性白血病の予後は現在も不良で，その白血病発症機序の解明は新たな治療
法の開発に向けて重要である．我々はレトロウイルス遺伝子発現系を用い，�������融合遺伝子の白
血病発症機序の解析を行った．��������	
����
��	�������の結果，��������������（����）はマウ
ス��������（����）骨髄細胞を不死化でき，変異体解析では，����（������������）の領域が必須である
と判明した．定量������で�����������������の発現増強が見られ，クロマチン免疫沈降法で，�����
のプロモーター領域のヒストン��リジン��（�����）��������	��
�が見られ，��������は����群
遺伝子プロモーターの��������	
��������を介し����群遺伝子発現を増強させることで����骨髄細
胞を不死化していると考えられた．本実験モデルはヒトの�������陽性白血病の白血病発症機序を良
く再現しており，新規治療法の開発に向けた優れたモデルとなることが期待される．
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 緒 言

　近年，小児急性リンパ性白血病の予後は化学
療法，造血細胞移植，支持療法の発展に伴い，
飛躍的に改善し，その無病生存率は著しく向上
している１）．しかしながら，こうした白血病治
療の進歩にも関わらず，�歳未満に発症する急
性リンパ性白血病（乳児���）はいまだ極めて
予後不良であり２），その治療成績の向上は小児
白血病の治療における緊急の課題の一つであ
る．乳児���における最大の分子生物学的特
徴は��番染色体���に位置する����������	
��
��������（���）遺伝子の再構成であり，この
���遺伝子再構成の有無が，最大の予後因子
である事が明らかにされている２）３）．���遺伝
子は，�つの染色体転座；�（�；��），�（�；��），
�（��；��）の共通の切断点から同定された転写
因子であり４），近年の機能解析研究から，主に
����群遺伝子の発現を制御し，正常造血の維
持に必須である事が明らかとなった５）６）．本遺伝
子の再構成は，乳児���の約��％に見られ，う
ち�（�；��）の核型異常を呈し，�������融合
蛋白の発現を伴う群が約��％を占め，その生存
期間の中央値は��ヶ月と極めて予後不良なた
め２），この�������融合遺伝子の機能解析が，
乳児���の治療成績向上には必須である．���
融合遺伝子の機能解析としては，���������
�������といった融合遺伝子においてレトロ
ウイルス遺伝子発現系を用いた詳細な機能解析
が行われているが７）８），�������においては，そ
の機能解析は進んでいない．そこで，本研究に
おいて，我々は，�������融合遺伝子の白血病
発症機序の解明のため，レトロウイルス遺伝子
発現系を用いた，��������	
����
��	�������

を行い，詳細な機能解析を行った．

 方 法

 � ．レトロウイルス発現コンストラクトの作成

　���，��������	（����）及び ��������	�
（����）蛋白のドメイン構造を������に示す．
本実験系において，�������融合蛋白の白血
病発症機序の解析のため，������に示すとおり，
��種類の����������	�コンストラクトを作
成した．����（アミノ酸（����）��������）及
び����（����������	��）については��������
��������	�
（����������）を用いて���法にて
増幅し，���������	
�（��������	�
�����	�）を
用いて���（����������）との間に融合遺伝子
を作成し，��������（��������）にクローニ
ングした．同様に��������	
���
�����	��
（���）のみを含む��������（������������）
と��������（�����������	）もそれぞれ，���
法にて増幅し，���との間に融合遺伝子を作成
し，��������にクローニングした．���������
キメラ遺伝子については，それぞれ������に示
す位置において制限酵素及び���������	
�を用
い切断・結合し作成した．さらに，��������
の中央���の領域（�������������）のみの断片
も���法にて作成した．以上の断片について
も���との間に融合遺伝子を作成し，以下の
実験に用いた．
　尚，本研究は，「ヒトゲノム・遺伝子解析研究
に関する倫理指針」（文部科学省，厚生労働省，
経済産業省，平成��年�月��日制定，平成��
年��月��日全部改正，平成��年�月��日一
部改正）を遵守して行われた．
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���．マウス造血幹細胞への遺伝子導入と��������

�����������	��
�����

　マウス造血幹細胞への遺伝子導入は�������
らの報告７）�に基づいて行った．�週齢�������
系雄性マウスに対し，�����������	
�（����������
�����）投与�日後に，骨髄細胞を採取し，�����

���������������	
���	�（��������	�
���）を用い
て，����������	
�����（����）細胞を得た．レト
ロウイルス産生は，��������	
（������）細胞
を用い，��������らの報告に基づいて行った９）．
ウイルスタイターの測定については���細胞を
用い従来の方法に基づき行った７）．こうして産
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生したレトロウイルス上清を用いて，����細胞に
レトロウイルスを感染させ，メチルセルロース培
地（���������	�
�
�	����	����	����������）
に ������������	��
��（��������	
��	������）��
������������	��
����（��������	
��	������）��
���������	��
������	�����	�����
���������

���������	�
�（��������	
�������	���）（それ
ぞれ最終濃度��������），��������	���
�����
	���
（��������	
�������）（最終濃度��������）を
加え，����（最終濃度�������）存在下で，�
日間培養した．
　尚，本研究は，「実験動物の飼養及び保育等に
関する基準」（昭和��年�月総理府告示第�号，
平成��年�月��日一部改正）を遵守して，ま
た，京都府立医科大学実験動物委員会の承認を
得て行われた．
���．細胞標本の作製と細胞表面マーカー解析

　����存在下メチルセルロース培地で�回
の継代後も安定した増殖が見られた細胞を，
不死化が確認できた細胞として，��������標
本を������������	
������������������������
������������（��������	
���

	）を用いて作成
し，�������������	
���染色し，鏡検した．
また，細胞表面マーカーについて，�������
標識抗マウス������抗体，���標識抗マウス
����抗体，��標識抗����抗体，����標識
抗����抗体，����標識抗�����抗体，��標識
抗���抗体（��������������）を用いて染色し，
����������	
���社製，���������	
�を用い
て解析した．
���．マウス骨髄移植実験

　����������������������������������
������������導入����骨髄細胞（�����５�個）
に骨髄非破壊的放射線照射を施行した，�������
マウスに移植し，体重減少や脱毛の有無等を観
察した．異常の見られたマウスは安楽死させ，
血液，骨髄，脾臓を採取し，鏡検及び細胞表面
マーカー解析にて異常細胞の有無を検討した．
���．������及び���������定量���

　��������	
（������）を用い，���������を
抽出後，����を合成し，�������������	�
������
�����������	
�������	���（������），及び�����

���������	�を行った．���������	�
����は
過去の報告１０）�に準拠して行った．各遺伝子の
発現レベルは，����������	���
�
�	��	����
����������	
�（�����）の発現に対する補正
値を�������������	�
�����６）１０）１１）�により算出し，
評価した．（����������	
�
��
）各実験は独立
して�度行い，再現性を確認した．使用した
������は�������に示す．
���．ウエスタンブロット

　������細胞から蛋白を抽出し，���％����ポ
リアクリルアミドゲルを用い，電気泳動を行っ
た．泳動蛋白を����メンブレン（����������	
�
���������）に転写し，メンブレンを洗浄後，抗
�����抗体（�：�����������）及び�����結合
抗マウス抗体にて発現蛋白を標識し，�������
（��������）を用いて検出した．
���．クロマチン免疫沈降法

　��������������を安定して発現する���細
胞株を樹立し，その�����遺伝子の��������
の��������	
��������の有無を検討した．免
疫沈降法は��������	
�����������	
�������	��
������（���������	�����
�������）を用い，付
属のマニュアルに準拠して行った．精製クロ
マチンは，����������	
�����抗体（�����）
を用いて，免疫沈降，精製した後，定量���
にて検討した．��������	に対する�����������
����������値は，過去の報告１２）�に準拠して算定
した．使用した������は�������に示す．

 結 果

���．��������融合遺伝子はマウス����骨髄

細胞を不死化し，白血病発症を誘導する

　��������，��������，及び各種融合遺伝
子をマウス骨髄����細胞に導入し，不死化能
を検討したところ，��������導入細胞はコロ
ニー形成能を維持できなかったが，��������
導入細胞は継代が可能であり，不死化能を有す
る事が明らかとなった．不死化能に関わる
����のドメインを明らかにする目的で，������
に示す変異体を用い，解析を行ったところ，
����の���領域が必要十分である事が示され
た（������）．��������及び���������	�導
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入細胞の骨髄移植実験では何れも���～���日
の潜伏期を経て，レシピエントマウスに体重減
少，肝脾腫が出現した．マウスの骨髄，末梢血
中には芽球の増加が見られ（�������），表面マー
カー解析では����，����陽性，����，����
陰性であり（�������），骨髄性白血病を発症した
ものと考えられた．尚，��������及び，����
�������導入細胞の骨髄移植実験では白血病
発症は認めなかった（未発表データ）．
���．��������	
����は��������融合蛋白

の不死化能に不可欠である

　��������と��������との間に白血病誘導
効果に差を認めた事から，������������領
域の差を検討する目的で以下の実験を行った．
即ち，������に示すとおり，両者の融合遺伝子
（���������	）を作成し，��������により発現
させ，��������	
����
��	�������を行った．
融合蛋白の発現については，ウエスタンブロッ
トにより確認した（������）．すると，������に
示す通り，���������	�
�　�����������導入細
胞では�代継代後もコロニー形成が見られた
（���������	�
������������のカラム）が，
���������	�
��	��������導入細胞にはコロ
ニー形成能が見られなかった（���������	�
��
����������のカラム）．以上の結果から，����
��������の不死化能については，�������
の中でも，�����（�������������）の領域（�����

���������）が不可欠である事が明らかとなっ
た．しかしながら，本領域単独では不死化能は
見られなかった（��������������������������
のカラム）．���������及び����������	�
��
�����導入細胞はいずれも，比較的大型の細
胞で，核は分葉し，一部細胞質に顆粒を認めた
（����������	）．また，表面マーカー解析の結果
では��������導入細胞では，����弱陽性，
���������	陰性であったが，���������	�
��
����導入細胞では�����の発現の低下が見ら
れた．（����������	）
���．��������は����群遺伝子発現を誘導

し，��������	
����が不可欠である

　����������������������������　�����
��������　��������������	�
����������	

�
����������	
��		��について，����群遺伝
子の発現誘導の差異を検討し，その発現誘導に
必要な領域を明らかにする目的で，以下の実験
を行った．即ち，上記融合遺伝子をマウス����
骨髄細胞に導入し，����存在下で�～�日培養
後に出現したコロニーから分離された細胞の
�����，��，���，������の発現について定量
������を用い検討した．すると，������に示す
通り，�����，���，�����については，����
�����������������������������	�
������

�������導入細胞において，著明な発現増加が
見られた（���������	������������������
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��������������������のカラム）が，その他の
導入細胞では発現増加が見られなかった．つま
り，�������������	��

を����に置換する
と，発現誘導が抑制された．�����については
�����，���，�����に見られた発現誘導は明ら
かではなかった．
���．��������は�����のプロモーター領域

のヒストン��リジン��（�����）��������

������を誘導する

　��������の����群遺伝子の発現誘導機序
を明らかにする目的で，�����遺伝子のプロ
モーター領域の��������	
��������の有無を免
疫沈降法を用いて検討した．即ち，���������
���������	
�����������
���	
���	����

�を安定して発現する���細胞株を樹立し，各
細胞株からクロマチンを調整し，解析したとこ
ろ，������に示すとおり，���������	
������
�����������	
������発現���細胞株において
のみ，十分な，��������	
��������が明らか
（���������	
�������������������������
のカラム）となった．一方���������	����

�����������	
������発現細胞株においては，
��������	
��������は低レベルであった．
�����プロモーター領域の��������	
��������
の程度は，�����の発現量とよく相関していた
（���������）．また，本結果からも��������	
����
が�����プロモーターの��������	
��������
に不可欠である事が示された．
���．��������	
����は��������融合遺伝子

の安定した発現に重要である

　��������	
����の��������融合遺伝子に
おける役割をさらに詳しく調べる目的で，����
���������������������������������	�
��

������を導入したマウス����骨髄細胞を����
存在下で�～��日培養後，融合遺伝子の発現量
を定量������で解析した．すると，������に
示す通り，������������������	��
���導入細
胞では十分な融合遺伝子の発現が確認された
（�����������������	��
���のカラム）が，����
�������������	��
���においては上記�つの融
合遺伝子と比較して発現量の著しい低下が見ら
れた．������������������融合遺伝子の発現量
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も同様の手法で定量したところ，十分な発現が
認められた（������������������のカラム）．
以上より，��������������は導入細胞における
融合遺伝子の安定した発現に不可欠であると考
えられた．

 考 察

　���融合遺伝子の白血病発症機序の解析は
�������らが，レトロウイルス遺伝子発現系を
用いて，��������の���������	
����
��	����
�����および骨髄移植実験を行った報告が最初
である７）．その後，�������等の���融合遺
伝子が，マウス����骨髄細胞を不死化する事が
証明され，���融合遺伝子が強力ながん遺伝子
である事が明らかとなった８）１３）．一方，�������
�������が各々の���融合遺伝子の白血病発症
に深く関わる事は想像されていたが，その機序
は長らく不明であった．��らは，これら�������
�������が���，���等核内蛋白をコードするも
のと，����，���，等のように細胞質内蛋白を
コードするものに大別される事を報告し，���
融合蛋白の白血病発症機序に異なった�種類が
存在する可能性を示した１３）１４）．核内蛋白をコー
ドする��������	
���
については，近年，���融
合遺伝子の��������	
���
である���，������，
���，���，����が巨大な蛋白複合体を形成
し，��������	
��������活性をもつ�����を
リクルートし，クロマチンリモデリングを制御
し，���の転写伸長反応に大きく関わる事が示
された１５‐１８）．その後，��������，�������陽
性白血病において�����による�����プロ
モーター領域の��������	
��������による発
現誘導が白血病発症に重要である事が示され，
その白血病発症機序の一端が解明された１９）２０）．
一方，��������のレトロウイルス遺伝子発
現システムによる白血病発症モデルについて
は，現在まで成功例の報告は無い．過去の報告
において，��������の高発現はアポトーシス
に対する抵抗性は誘導するが，細胞周期停止を
招く事が知られており，白血病発症にはつなが
らず，その白血病発症機序は長らく不明であっ
た２１）．本研究で我々は，��������及び����

����のレトロウイルス遺伝子発現系による
��������	
����
��	���及び骨髄移植実験の系
を用い，（�）��������はマウスの����骨髄細
胞を不死化する事はできないが，��������に
は不死化能が認められる事，（�）��������の
不死化能には�������が必要十分である事，
（�）��������は標的遺伝子のプロモーター領
域の��������	
��������を介して，����群遺
伝子（�����，���，�����）の発現を強く誘導
する事，（�）��������	��

を��������	
����
に置換すると，��������は不死化能を獲得
する事，（�）��������	
����はマウス����骨
髄細胞内での��������融合遺伝子の安定し
た発現に不可欠である事，を明らかにした．本
研究からは��������は，少なくとも本実験
系においてはマウス����骨髄細胞内では安定
した遺伝子発現が得られず，結果的に十分な
����群遺伝子のプロモーター領域の������
��������	��
�が得られず，その発現誘導が見ら
れないため，不死化能を示さない，と考えられ
た．近年，がん遺伝子の発現量が白血病発症
には重要である事が報告されている．例えば，
�������αや��������においては，その融
合遺伝子の発現量が適切に制御された場合
のみ，白血病発症を誘導する事が示されてお
り２２）２３），��������についても融合遺伝子発現
レベルが適切に制御される必要がある可能性が
考えられるが，本遺伝子発現系では，十分な発
現を得る事が出来なかった．本研究では�����
���������が本融合遺伝子の安定した発現に不
可欠である事が示されたが，この領域の����
との相同性については，アミノ酸配列におい
て，この領域の前半（���������）にやや偏るか
たちで約��％の相違がある（������）．このアミ
ノ酸配列の差が融合遺伝子の発現量の差に関わ
ると思われるが，その機序は本研究では明らか
ではなく，今後の研究課題である．また，�����
���������　と　���　との間の融合蛋白（����
��������	
����）には，融合遺伝子の安定した
発現は見られるが，不死化能が見られない事か
ら，本領域は��������の不死化能にとって必
要ではあるが，十分な領域ではないと考えら
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れ，あくまで���������が必要十分な領域で
あった．����群遺伝子の発現誘導の機序に関
して�����については，プロモーター領域の
��������	
��������が重要である事が示され
たが，������，�����については本研究ではプ
ロモーター領域のクロマチン免疫沈降は行って
おらず，��������	
��������の有無は不明で
ある．���������ら，および����������	
らは，
���が���遺伝子の制御因子で�����，������
の発現を誘導すること２４）２５），また，��������
らは，������により���������を抑制すると
�����，�����の発現が抑制されることを報告
した２６）�が，������や�����のプロモーター領
域の��������	
��������の解析を行った報告
は我々の調べ得た限り見られず，その発現誘導
の機序が�����と同様であるか否かは今後明
らかにされるべきと思われた．
　本研究結果からも，��������が����を介
して���や���といった蛋白と蛋白複合体を
形成し，�����による��������	
��������を引
き起こしている事が示唆されるが，��������
がこの蛋白複合体の形成にどのように関わって
いるか明らかではない．我々は��������は
��������	
�と結合することを，免疫沈降法
で明らかにしており（未発表データ），本領域が
�����のリクルートに重要な役割を果たす可能
性が示唆され，今後解析をすすめる予定であ
る．最後に，我々のモデルでは表面マーカー解
析の結果から，��������は���の発症を誘

導した．ヒトの�������陽性白血病はその多
くが���であり，表現型に差が見られる．我々
の系では，������������	�
����	といった骨髄
系細胞の培養条件に合わせた成長因子の組み合
わせを用いており，表現型に影響した可能性も
ある．一方，����年に��������らは，我々と
同様のレトロウイルス遺伝子伝達システムを
用い，��������及び���������をマウス�����
�����＋　細胞において発現させ，マウスに移植
すると，�������単独，及び������������
���の共発現細胞移植群においてのみ，������
���および��������	
�������	��	���が発症す
る事を明らかにし，�������融合遺伝子の白
血病発症における役割について報告した２７）．新
しい可能性を示唆する興味深い報告であるが，
�������陽性白血病において，�������の発
現が見られない例も存在するため，�������
が白血病発症にどのように関わるのかは，今後
さらに詳細に検討されるべき問題と考えられる．
　レトロウイルス遺伝子伝達系以外のマウスモ
デルについては，����年に��������らが����
���の�����������	
���
���マウスモデルを作成
し，このモデルマウスが�前駆型���及び急性
骨髄性白血病（���）を発症する事を明らかにし
た．彼らは，�������陽性白血病細胞の����
群遺伝子のプロモーター領域を含む，���の広
範な領域にわたって��������	
��������が見
られる事を明らかにし，�����により�����の
発現を抑制すると，��������	
��������が解
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除される事を明らかにした２８）．以上の結果から，
����群遺伝子を中心とした，���により転写制
御を受ける遺伝子群の�����による����������
な変化が�������融合遺伝子の白血病発症機序
の中心をなすものである事が明らかとなった．
今回我々が作成した��������のレトロウイル
ス遺伝子伝達系によるマウスモデルにおいても
�����プロモーターの��������	
��������お
よび����群遺伝子の発現誘導が確認され，本
マウスモデルは，��������らのノックインマウ
スと同様にヒトの�������陽性白血病の分子
病態をよく再現しており，�������陽性白血
病の解析に非常に有用であると考えられる．
　ノックインモデルに比してレトロウイルス遺
伝子伝達系を用いた遺伝子の機能解析の利点
は，（�）対象とする遺伝子の操作が容易である
ため，遺伝子のきめ細かな機能解析が可能であ
る点，（�）導入細胞の樹立が容易で，樹立まで

の期間も短期間であり，結果を早期に得やす
い，といった事があげられる．本研究において
も��������	
����が安定した遺伝子発現に不
可欠な領域である事を証明し得たが，今後，
�������融合遺伝子の機能解析をさらに進め，
標的治療を可能にするよう研究を進めていく必
要がある．
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