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I 緒言

慢性骨髄性白血病にML) は多能性造血幹細胞の異常クローンに由来

する進行性の疾患である(1， 2)。典型的な CMLの臨床経過は慢性期と急

性期に分けられる。慢性期は分化能を保持した幹細胞の増殖で特徴づけ

られ、数カ月から数年の慢性期の後、大部分の症例が急性転化を経て、

未分化な芽球の腫蕩性増殖を特徴とする急性期に至る(3)。腫蕩細胞は

t(9;22)転座による Ph1染色体を持ち (4)、これにより BCR!ABL融合遺

伝子が形成される (5)0 BCR!ABL融合遺伝子産物は 210kDの蛋白質

(p210BCR/ABL)であって、高いキナーゼ活性を有し (6)、マウスの invivo 

での骨髄再構成の実験において、単独で直接に白血病を惹起しうること

が示されている(7)。急性期の白血病細胞には付加的な染色体異常をしば

しば認め、第2の遺伝子変化が急'性期への進展に関与していることが示

唆される(8)。しかし現在までのところ、具体的な急性転化の分子機構は

ほとんど明らかにされていない。

3番染色体と21番染色体の相互転座 (t(3;21)転座)は CMLの急性転化

時に特徴的に出現する付加的染色体異常の一つである(図 1)(9-11)。文献

的にはt(3;21)転座は現在までに33例の報告がある。疾患別に見ると CML

の急性転化で12例、 2次性白血病あるいは 2次性骨髄異形成症候群で11
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図 1 t(3;21)(q26;q21)転座
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例と比較的多数の報告を認めるのに対して、 CMLの慢性期では 5例、

先行疾患のない骨髄異形成症候群や白血病ではそれぞれ 3例、 2例と報告

数が少ない (9-12)。したがって t(3;21)転座の形成は、造血幹細胞に起因

する疾患が急性白血病の状態に進展する際に重要な役割を担っていると

考えられている(13)。筆者は既に三谷らと共同で t(3;21)転座によって

21番染色体上の AML1遺伝子が3番染色体上の Evi-l遺伝子と融合し、

AMLl!Evi-l融合転写産物を形成することを示した(図 2)(14)。

AML1厄vi-l融合遺伝子がどのようにして CMLの急性転化の成因に関わ

るかを明らかにすることは、一般の急性転化の分子機構を理解する上で

極めて重要な意味を持つと考えられる。

AML1遺伝子は、急性骨髄性白血病のー病型 (French-American-British

分類におけるM2)に特徴的に認められる t(8;21)転座における21番染色

体上の切断点に存在する遺伝子として単離されたものである(15)。

AML1蛋白質は128アミノ酸にわたって、 Drosophilaの体節形成遺伝子

である runtと高い相向性を有している(図 2)(16)。この領域は Runt-

domainと呼ばれ (17)、系統発生的に保存されており、機能的には DNA

結合能と蛋白質結合能を有している。 t(3;21)転座による AML1蛋白質

の切断点はそのRunt-domainの直下であり、その結果形成される AML1/

3 
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Evi-1融合蛋白質はその分子内にRunt-domainを保持している(14)。

Evi-l (ectopic viral integration site 1)遺伝子は、 AKXDマウスの骨髄性

白血病において高頻度に見い出だされるレトロウイルス挿入部位の近傍

に存在する遺伝子として同定された(18)0 Evi・1は DNA結合能を有す

る核内蛋白質であることが知られており、 2つの領域に分かれた10個の

zinc finger構造を持つ(図 2)(19-21)0 Evi-lはマウスとヒトの骨髄性白

血病にて高頻度には発現していることが知られているが、マウスの正常

骨髄細胞では発現はほとんど見られない (20-24)0 AML1/Evi-l 融合遺

伝子には Evi-lの全長が含まれており、転座によって AML1遺伝子のプ

ロモーターの支配下に置かれた Evi-l遺伝子の造血細胞における異所性

の発現が、白血病の発症に寄与する可能性が考えられている (25)。

今回、筆者は AML1/Evi-l融合遺伝子の造腫蕩性を繊維芽細胞に対す

るトランスフォーミング活性として評価した。具体的には AML1/Evi-l 

融合遺伝子がラットの線維芽細胞 Rat-1 に対して足場非依存性増殖刺激

能を持ち、その活性は Evi-l部分の第 2zinc finger領域に依存すること

を明らかにした。筆者はさらに転写活性因子の APl の主要構成要素で

ある c-Jun蛋白質 (26，27)の発現レベルが AML1/Evi-lによって影響を

受けることを示した。以上のことについて述べてみたい。

5 



II 材料と方法

l 培養細胞

Rat-1、 NIH 3T3及びそれに由来する細胞株は、特に示さない限りす

べて 5%ウシ胎児血清 (FCS)、100units/mlペニシリン、 100mg!mlスト

レプトマイシン添加 Dulbecco'sModified Eagle Medium (DMEM)培地中で

37"(;、 5% C02環境下で継代した。 COS7及びそれに由来する細胞は

10% FCS、100units/mlペニシリン、 100mg/mlストレプトマイシン添加

D恥伍M培地中で 37
0

C、 5% C02環境下で継代した。 SKH1細胞は 10%

FCS、100 units/ml ペニシリン、 100 mg!ml ストレプトマイシン添加

RPMI培地中で 37
0

C、 5%C02環境下で継代した。

2.プラスミドの構築

AMLIAvI-l とそれに由来するプラスミドは以下のようにして構築し

た。 AMLIAvI-lをコードする cDNAの全長は SKH1細胞の cDNAライ

プラリより、すでに他で述べられたようにして単離した(14)0pSRα 

MSVtkneoは、単純ヘルペスウィルスのチミジンキナーゼ遺伝子のプロモ

ータを用いて、 バクテリアのネオマイシン耐性遺伝子 (neo)を晴乳動物

6 
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細胞で発現することのできるレトロウィルスベクターである(28)。まず

AML1沼vi-lの全長を含む 4.1kbの EcoRI断片を TthlllIで消化するこ

とによりポリA付加シグナルをあらかじめ除去した。次に、得られた4.0

kbの断片を pSRαMSVtkneoの5・LTRの下流に位置する EcoRI部位に導

入し、 AML1沼vi-lを発現することのできるレトロウィルスベクタ ーを

作成した。 AML1/Evi-lの欠失変異体の作成は、すでに他で述べられた

ようにして行った (29;Tanaka， submitted)。簡潔に述べると、まず Evi-l

の cDNAは SKH1細胞由来の AML1/Evi-lの cDNAから作成した。得ら

れた Evi-lの cDNAの塩基配列は、 Morishitaらが既に得ていたものと

本質的に同一であることが確認された (21)。この Evi-l上の翻訳開始部

位から 2521番目の塩基の位置に部位特異的変異導入法によって EcoRV

の認識配列を作成した。そして 2194番目の塩基部位に認識配列を持つ

Ec047IIIと2521番目に認識部位を作成 した EcoRVで Eげーlを消化する

ことによって、内部の第 2 zinc finger領域を取り除いて Evi-lo(Z8-10)

を作成した。また 2194番目の Ec047IIIと2986番目の AfflIで消化する

ことにより第 2zinc finger領域と acidicdomainを取り除いて Evi-ld(Z8-

lO+AD)を作成した。 acidicdomainを欠く Evi-ldC-endは 2541番目の

AsuII で消化することによ り C 端を切り落として作成した。これらの

7 



Evi・1の欠失変異体を AML1メEvi-lの cDNAより調整した AML1の断片

とそれぞれ結合させることによって AML1沼vi-It.(Z8-1 0)、 AML1/Evi-

1(Z8-10+AD)、 AML1/Evi-It.C-end を作成した。 AML1/Evi-It.RD は

AML1沼vi-lの cDNA上の Runt-domain開始部位に部位特異的変異導入

法によって ApaI認識部位を導入し、もともと Runt-domain終了部位に

ApaI認識部位が存在することを利用して、 ApaI による消化で Runt-

domainを取り除くことによって作成した。各々の AML1メEvi-lの変異体

は上と同様にして pSRαMSVtkneoの EcoRI部位に導入した。

Blasticidin S (BS)耐性遺伝子 (bめを選択マーカーに持つ晴乳動物細胞

発現ベクタ - pGDbsrは、以下のようにして作成した。 neoを有する晴

乳動物細胞発現ベクターである pGD(7)から neoの断片を除き、代わり

にpSV2bsr(30)より切り出した bsrの断片を挿入し、内在の SV40プロ

モータによって bsrを発現するように構築した。

3.ウイルス感染と秋楽天培地アッセイ

非増殖性のレトロウイルス培養上清は、 COS7細胞にてレトロウィル

スを一過性に高発現をさせることによって作成した(28)0 DEAE-dextran 

法を用いて AML1IEviはあるいはその変異体をを含む pSRαMSVtkneo

8 



と'V-パッケージングプラスミドを同時に COS7細胞に導入した (31)。

その結果として放出されたウイルスが含まれる COS7細胞の培養上清を

回収し、 _80
0

C にて保存した。ウイルス含有上清のタイターはNlli3T3 

細胞に感染させた後 G418含有選択培地で培養し、 G418抵抗性コロニ

ーを算定することによ って測定し、以後の培養細胞への感染操作の前に

あらかじめ均一化した。培養細胞へのウイルス感染は、 37"Cで 8μg!ml

の Pol)伽巴n巴存在下にてウイルス含有上清を細胞に暴露することによっ

て行った。暴露開始から 48時間後より 800μg!mlのG418存在下で培養

することにより、 G418抵抗性の細胞集団を選択した。

軟寒天培地アツセイは以下のようにして行った。トリプシン処理にて

培養皿から剥離した培養細胞を 0.3%の軟寒天と 20%または 5%のウシ

胎児血清を含む DMEM培地に浮遊させた。この細胞浮遊液を 0.6%の

軟寒天と 5%のウシ胎児血清を含む DMEM培地層の上に静置した。細

胞密度は径 3.5cmのペトリ皿 l枚当たり 2x lQ4個となるようにし、コ

ロニーの個数は軟寒天培地培養を開始してから14日後から20日後に算定

した。

9 



4.RNA調整とノーザンプロット法

AML1Avi-lあるいはその変異体を導入した細胞株の RNA調整は、以

下の ようにして行った。培養細胞の総 RNAは phenol-guanidinium iso-

thiocyanate法によって調整した (32)0 polyA+ RNAは oligo(dT)ーLatex

(JSR， Roche)を用いて一段階で選別した。 5μgのpolyA+RNAまたは 25

μgの総 貯.J"A を formaldehyde-araroseg巴l上の電気泳動で分子量に従っ

て分画し、 20x SSC (3M NaCl， 300mM sodium citrate)を用いてナイロン

牒 (HybondN， Arnersham)に16時間かけて転写し、 uv照射 (Spectrolinker，

Spectronics Co.)により RNAを固定することによってフィルターを作成し

た。 prehybridizationは、 50%formamide， 4x SSPE (20x SSPE = 3.6M 

NaCl， 200mM NaH2P04， 20mM EOT A)， 5x Oenhardt's 溶液 (0.1% (w/v) 

bovine serum albumin， 0.1 % (w/v) FicoU， 0.1 % polyvinylpyrrolidon巴)，0.5% 

sodium dodecyl sulfate (SOS)， 400μg!ml sonicated salmon testis ONAから

なる prehybridization溶液にて 42
0

Cで 2時間行った。プロープは 32pを

用いて randompriming法で標識した (33)0 hybridizationは上述の pre-

hybridization 溶液を用いて 42
0

Cで10時間行った。フィルターは lxSSC， 

0.1% SOSから なる溶液で 65
0

Cで30分間洗い、オートラジオグラフ イー

フィルムに感光した。 AMLl/Evi-lに由来する転写産物はヒ トEvi-l

10 



cDNAの 3'端の 2.0kbの断片を用いて検出した (21)0 cソ山のプロープ

はラットの cゾuncDNAの全長から作成 した。 RNA量の内因性コントロ

ールとしてラットの GAPDHcDNAをプロープとして hybridizationを行

った (34，35)。

5. AML1Avi-Iとその欠失変異体のウエスタンプロット法

AML1と Evi-1に対するポリクローナル抗体は、それぞれの蛋白質と

マルトース結合蛋白質との融合体を用いてウサギを免疫することによっ

て作成した(29;Tanaka，submitted)。培養細胞を十分量のphosphate-buffered

saline (PBS)で洗浄した後、氷上で RIPAlysis buffer (50mM Tris-HCl 

pH7.4， 150mM NaCl， 0.1 % SDS， 0.5% d巴oxycholicacid， 1 % NP-40， 

500U/ml urinary trypsin inhibitor， 0.6mM phenylmethylsulfonyl fluoride， 

and 5mg/ml Leupeptin)を加えて細胞溶解液を作り、 10，000 rpmで 5分間

4
0

Cにて遠心し、核を取り除いた。 ProteinAssay Dye (Bio-Rad)を用いて

蛋白質の濃度を測定した後、 4x sample buffl巴r(O.4M Tris-HCl pH 6.8， 

4% (w/v) SDS， 10% glycerol， 0.04% bromophenol blue)を加え、 5分間煮

沸して変性させ、 SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)を

行った。 SDS-PAGE後のゲルを 1xElectrode buffer (24mM Tris， 206mM 

11 



glycine， 5% methanol)に浸 した後、セミドライ型転写装置 (Trans-Blot

SD， Bio-Rad)を用いて、 polyvinyliden巴 difluoridemembrane (Immobilon， 

Millipore) に、 130mA 定常電流で 2時聞かけて転写を行った。 10%

skim milkを含む 1xTNT buffer (lOmM Tris pH 7.4， 150mM NaCl， 0.1% 

Tween 20)にてフィルターを洗浄し、 1時間プロ ッキングPを行った。 l

次抗体として上記の抗AML1または抗Evi-1ポリクローナル抗体を 1:200

で、あるいは抗 c-Ablモノクローナル抗体 (Ab3，Oncogene Science) (36) 

を 1:500で含む 1xTNT buffer中で室温にて 1時間振とうさせた後、 lx 

TNT buff，巴rで10分間ずつ 3回洗浄した。続いて、 2次抗体としてアルカ

リフォスフアターゼを結合したヤギ抗ウサギ IgG(L+H)抗体 (Promega)

を 1:7500で含む 1xTNT bufferに室温で 1時間フィルターを振とうさせ

た後、 1x TNT bufferで10分間ずつ 3回洗浄した。抗体と結合したフィ

ルター上の蛋白質を可視化するために、 1xAP buffer(lOOmM Tris pH 9.5， 

100mM r、~aCl ， 5mM MgCI2)中で nitrobluetetrazolium-bromochloroindolyl 

phosphate (Promega)と反応させて発色させた。

12 



III.結果

1. AMLllEvi-l融合蛋由貿を安定に発現する線維芽細胞株の樹立

筆者は AMLllEvトl 融合蛋白質の機能解析のため、外来性に AMLl/

Evi-l融合遺伝子を細胞に導入し、 AMLllEvi-l融合蛋白質を恒常的に

発現する細胞の樹立を行った。一般に遺伝子を細胞に導入する方法とし

てはDNAトランスフェクション法が最もよく用いられるが、 AMLIlEvi-

1 は正常の細胞には存在しない非生理的な蛋白質なので、その過剰発現

は細胞に対して有害な作用を及ぼすことが予想された。したがって筆者

は効率的に AMLl/Evi-lを細胞に導入する手段として、レトロウイルス

による遺伝子導入法を用い、それによって AMLllEvi-l蛋白質を安定に

発現する細胞株の確立を試みた。 AML1疋vi-lのメッセージを発現する

レトロウイルスを構築するために、 AML1/宮vi-lの cDNAの全長からポ

リA付加シグナルを除去し、 pSRαMSVtkneoにサプクローニングした。

この構築物を 'V.ヘルパーウィルスとともに COS7細胞において発現さ

せることによって、ヘルパー活性を持たないレトロウイルスを作成した。

Rat-l細胞は平面的な形態を持ち、接触による増殖抑制のかかるラット

の線維芽細胞株である。単層培養された Rat-l細胞にレトロウィルスを

13 



感染させ、感染したクローンを neoの発現を示標として 0418存在下で

選択した。それぞれの 0418抵抗性コロニーに対して抗 AMLl抗体を用

いたウエスタンプロットを行い、 AMLl/Evi-1蛋白質の発現を示標にス

クリーニングを行った。 0418抵抗性クローンにて、 SKH1細胞におい

て認める AMLl/Evi-1蛋白質と分子量と免疫反応性において同等の蛋白

質を発現していることが確認され、それらの細胞株を Rat-l/AE と命名

した(図3)。筆者はさらに抗 Evトl抗体を用いてウエスタンプロッ ト法

を行ったが、やはり分子量において同等の蛋白質の発現を認め、この蛋

白質が AMLl/Evi-1蛋白質と同ーのものであると考えられた。その発現

量は図 7において示される COS7細胞内での発現量に比して 1/3 ~ 112 

程度であった(データ不掲載)。これらのクローンは数カ月の継代培養を

通して、常に AMLl/Evi-1蛋白質を安定して発現した。

2. AMLl/Evi-1融合蛋白質による Rat-1細胞のトランスフォーメーシ ョ

:ノ

Rat-1/AE細胞は液体培地においては、形態的に親株の Rat-1細胞と明

らかな差異は認めず、接触による増殖阻害の性質も保持したま まであっ

た。 しかし Rat-l/AE#111胞は明らかな足場非依存性増殖能を示した。軟

14 
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図3 Rat-l細胞における AMLl/Evi-l融合蛋白質の発現

レトロウィルスにより AML1沼vi-lを導入した Rat-l細胞から調整し
た蛋白質を抗 AML1抗体を用いてウエスタンプロット法で解析した。最

も左のレーンは親株の Rat-l細胞で、 AMLl厄vi-lのレーンはレトロウ

イルスを感染させ、 G418で選択して得られたクローンのうち代表的な

ものを示した。 softagar fociの3レーンは、レトロウィルスを感染させ

た後 softagarに植え、形成された肉眼的コロニーを細胞株として樹立し

たものから得た細胞溶解液である。 AML1/Evi-l融合蛋白質の位置を黒
矢印で示した。
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寒天培地において neoのみを感染させた Rat-1細胞が肉眼では識別が困

難な微小なコロニーを形成するに留まったのに対して、 Rat-1jAE細胞は

軟寒天培地に播種後14日から20日以内に肉眼ではっきり認められる大き

さのコロニーを形成した(図4，表 1) 0 AML1Avi-lが軟寒天培地にお

いて線維芽細胞の地殖能を変化させうる能力を持つことを確かめるため

に、 Rat-l細胞に AML1/宮vi-lを含むレトロウィルスを感染させ、感染

細胞集団を G418 による選択を加えないで直接軟寒天培地に播種した。

これらの感染細胞集団によって軟寒天培地中に形成された肉眼的コロニ

ーを液体培地にて樹立、培養し、 AML1/EvI-l蛋白質の発現を調べたと

ころ、抗A恥'lLl抗体によるウエスタンプロット法で AML1/EvI-1蛋白質

の発現が確認された(図3)。このことは AML1厄vI-1融合蛋白質が、

Rat-l線維芽細胞の足場非依存性増殖能の獲得に寄与しうることを強く示

唆するものである。

上で示した AML1Avi-lのトランスフォーミング活性はすべての線維

芽細胞に対して認められるわけではなかった。別種の線維芽細胞株であ

るNll-I3T3細胞に対して、上と同ーの AML1(Evi-lのレトロウイルスを

用いて感染実験を行ったところ、 l依;寒天培地における肉眼的コロニー形

成は認められなかった(データ不掲載)0 BCR/ABLにおいてもこれと同

16 



Tk Neo AML 1/Evi-1 

図4 Rat-l細胞の AMLl/Evi-lによる transformationを示す軟寒天培地
アッセイ

等価のタイターを持つレトロウィルスを感染させた 2X 104個の Rat-l

細胞を、 5%ウシ胎児l血清を含む 0.3%軟寒天培地に播種した。空の tkneo

ベクターを感染させた Rat-l細胞が微少なコロニーを形成するに留まる

のに対して、 AMLl/Evi-lを感染させた Rat-l細胞は肉眼的な大きさの

コロニーを多数形成した。
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表 1 AMLl/Evi-lによる Rat-1細胞のトランスフォーメーション

安定発現株
Rat-1のコロニー数a

tkneo b 

AMLl/Evi-l C 

高血清濃度

5，5，15 

240，335，383 

低血清濃度

0，0 

55，90 

a各コロニー数は 3枚のプレートの平均により決定した。それぞれの安定発
現株について 2個あるいは 3個の独立したクローンによる値を示した。高血
清濃度 (20%)あるいは低血清濃度 (5%)で1プレート当たり 2x104個の細胞

についてアッセイを行い、 1()5個の細胞数に対する値に標準化した。

b空の pSRαMSVtkneoベクターを感染させた。

CpSRαMSVtkneoベクターを用いて、レトロウイルスによる方法で導入した。

18 



様の実験事実が認められている(37)。

一方 Rat-l/AE細胞のヌードマウスにおける造腫蕩性は、 5xl06個の細

胞を移植した系では認められなかった。

3 . p210BCR/ABL発現細胞に対する AML1/Evi-lの効果

t(3;21)転座は主に CMLの急性転化に伴って現れる染色体異常なので、

転座によって形成された融合蛋由貿は p210BCR/ABL を発現する細胞に対

しでも造腫傷性を発揮しうることが予想される。 p210BCR/ABL発現細胞

に対する AML1沼vi-lの効果を調べることは、実際の血液細胞における

急性転化のメカニズムを考える上で重要な意味を持つ。そこで筆者はま

ず p210BCR/ABLを安定に発現する Rat-l細胞株を樹立を試みた。前述の

ように COS7細胞を用いて作成したヘルパー活性を持たない BCル'ABL

のレトロウイルスを Rat-l細胞に感染させ、 G418で選択することによ

って G418抵抗性クローンを確立した。それらのクローンに対して、

c-Ablに対するモノクローナル抗体を用いたウエスタンプロット法で

p210BCR/ABL の発現を検索し、 p210BCR/ABL の発現が認められたものを

Rat-1/p210と命名した。 Rat-l/p210細胞はすでに報告されているように、

液体培地にてわずかな形態変化を認め、秋楽天培地にて肉眼的コロニー

19 



を形成した (37)。筆者はさらに別の発現ベクタ - pGDbsrを用いて Rat-

1/p210細胞に AML1沼vi-lを導入した。 pGDbsrに構築した AML1沼vi-l

をRat-lに対してリン酸カルシウムーDNA沈殿法 (38)を用いて導入し、

BSにて選択した後、 BS抵抗クローンに対して抗 AMLl抗体を用いた

ウエスタンプロット法でスクリーニングを行二った。このようにして

AML1Avi-lとBCR/ABLの両者を同時に発現する Rat-lの細胞株を樹立

した(図 5)。そして AML1沼vi-lまたは BCR!ABL、あるいはその両者

を安定に発現するクローンを軟寒天培地に播種し、 トランスフォーミン

グ活性を評価した。その結果、表2に示したように、 Rat-l/p210細胞に

AML1沼vi-l を導入することによって、 トランスフォーメーションの示

標となるコロニー形成能の著明な上昇が認められた。 AML1Avi-l と

BCR/ABL の両者を発現するクローンは著しい形態変化は示さなかった

が、軟主主天培地において形成されるコロニーの大きさと個数はRat-l/

p210細胞に比して明らかな増大を示し、 AML1Avi-lは p210BCRJABLに

よってトランスフォームした細胞に対しでもさらに造腫揚性を発揮しう

ることが判明した。

20 
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図5 p210BCR/ABLを発現する Rat-l細胞に対する AML1/Evi-lの導入

BCR/ABLとAML1/Evi-lの両者あるいはどちらか一方を導入した Rat-

l細胞から得た細胞溶解液を抗 AML1抗体 (A)あるいは抗 Evi-l抗体
(B)を用いてウエスタンプロット法で解キ斤した 。レ ーン lは

pSRαMSVtkneoと pGDbsrを導入したクローン、レーン 2は BCル'ABL
と pGDbsrを導入したクローン、レーン 3は BCR!ABLと AML1/Evi-l
の両者を導入したクローンを示す。白矢印は p210BCR/ABL に特異的なバ

ンドの位置を示し、黒矢印は約180kDの分子量を持つ AML1/Evi司l融合
蛋白質の位置を示す。
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表2 BCル'ABLとAMLl沼vI-lによる Rat-l細胞のトランスフォ
ーメーション

安定発現株

tkneo b 

BCR/ABLc 

BCR/ABL 4-AML1/Evi-l d 

Rat-1のコロニー数a

高血清濃度

5，5，15 

50，55，75 

458，475，480 

低血清濃度

0，0，0 

20，25，30 

90，115，165 

a各コロニー数は 3枚のプレートの平均により決定した。それぞれの安定発
現株について3個の独立したクローンによる値を示した。高血清濃度 (20%)あ
るいは低血清濃度 (5%)でlプレート当たり 2xl()4個の細胞についてアッセ

イを行い、 1()5個の細胞数に対する値に標準化した。

b空の pSRαMSVtkneoベクターを感染させた。

CpSRαMSVtkneoベクターを用いて、レトロウィルスによる方法で導入した。

d pGDbsrベクターを用いて、 DNAトランスフェクション法で導入した。
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4. AML1/Evi-lのトランスフォーミング活性に寄与する機能領域

t(3;21)転座によって生成される融合蛋白質の一部分である AML1領

域には Runt-domainと呼ばれる部分が存在し、この領域はマウスの転写

因子である PEBP2/CBFの αサプユニットと高い相同性を有するととも

に、 DNA あるいは他の蛋白質と結合する能力を持つと考えられている

(39， 40， 41)。 実際に PEBP2はDNA上の PEA2/PEBP2部位と呼ばれる、

ポリオーマウイルスのエンハンサー領域に結合することが知られている

(42)0 PEBP2/CBFのサプタイプである PEBP2αB/CBFα はヒトにおける

AML1に相当するものと考えられており、この PEBP2αB/CBFα は、そ

の Runt-domainの下流に転写活性化領域を有することが最近明らかにさ

れた (43)0 AML1厄vi-l融合蛋白質に含まれる AML1は転座によって

Runt-domainの直後で切断されており、 DNA結合領域は残しているがそ

の下流の転写活性化領域を失っている(14)。したがって AMLl/Evi-l融

合蛋白質によって正常の AML1蛋白質の機能が阻害される可能性があり、

このことが白血病の発症に関与しうることが考えられる。

一方、 Evi-l遺伝子は、 N 端に 7つの zincfinger構造(第 1zinc 

finger領域)、 C端寄りに3つの zincfinger構造(第 2zinc finger領域)

を持ち、第 2zinc finger領域のさらに C端寄りにはおidicdomainを持

23 



つ。最近になって、 Evi-lはNIH3T3細胞や P19細胞に発現させること

によって、第 2zinc finger領域に依存する形で APl活性を上昇させる

ことが示された(29)。細胞のトランスフォーメ ーシ ョンに伴って APl活

性の上昇を認める場合があることはよく知られている。 AML1Avi-l融

合遺伝子は Evi-lの全長を含んでおり、以上の事実から AML1沼vi-lの

トランスフォーミング活性の少なくとも一部が Evi-l部分に担われてい

る可能性が考えられる。

AML1Avi-l に含まれるこれらの機能ドメインが、 実際に線維芽細胞

に対するトランスフォーミング活性に関与するかを決定するために、筆

者は AML1メEvi-l遺伝子について、図6に示すような一連の部位特異的

な欠失変異体を pSRαMSVtkneo 上に構築した。 AML1Avi-ldRD は

AML1部分の Runt-domainを欠くもの、 AML1Avi-ldZ8-1Oは Evi-l部

分の第 2zinc finger領域を欠くもの、 AML1メEvi-ldC-endは Evi-l部分

の acidicdomainを欠くもの、 AMLJAvi-l t.(Z8-1 O+AD)は Evi-l部分の

第 2zinc finger領域と acidicdomainを欠くものである。まず各々の変異

体を COS7細胞で発現させ、抗 AML1、または抗 Evi-l抗体を用いたウ

エスタンプロット法を行った。個々の変異体は予想される分子量で十分

に発現されていることが確認された(図 7)0 Rat-l細胞に変異体のレト

24 
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図6 AMLl厄vi-l欠失変異体の構造

AML1沼vI-ld.RDは AMLl部分の Runt-domainを欠くもの、 AML1/ 
EVI-ldZ8-1Oは Evi-l部分の第 2 zinc finger領域を欠くもの、 AML1/
EvI・ldC-end は Evi-l 部分の acidicdomain を欠くもの、 AML1沼Vl-

ld(Z8-10+AD)は Evi-l部分の第 2zinc finger領域と acidicdomainを欠
くものである。
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図7 AML1沼vi-lの欠失変異体の COS7細胞での発現
レトロウイルスベクタ ー上に構築した AML1/Evi-lの欠失変異体をヘ
ルパーウイルスとともに COS7細胞に導入 した。導入された COS7の細
胞溶解液を抗 AMLl抗体 (A)あるいは抗 Evi-l抗体 (B)を用いてウエス
タンプロット法で解析した。最も左のレーンは親株の Rat-l細胞を示す。
Evi-l蛋白質は抗 Evi-l抗体によるプロットのみで検出できるが、 他の
AMLllEvi-lの欠失変異体はどちらの抗体でも検出されている。

27 



ロウィルスを感染させ、 G418による選択後、 G418抵抗性の細胞集団

に対して軟寒天培地アッセイを行った。図8に示したように、 Evi-1部

分の第 2zinc finger領域を欠失した AML1/Evi-ldZ8・10は、線維芽細胞

をトランスフォームさせる能力を喪失した。第2zincfinger領域とおidic

domainの両者を欠く AML1/宮vi-ld(Z8-10+AD)も同様に軟寒天培地で、肉

眼的コロニーを形成しなかった。それに対して、 AML1部分のRunt-

domainを欠失したAML11Evi -1 f>RDと野生型のEvi-1は、完全型の

AML1/Evi-1 に比してやや低いものの、肉眼的コロニーの形成を示した。

また AML1/Evi-1f>C-endにおける acidicdomainの欠失はトランスフォー

ミング活性に影響を与えなかった。ノーザンプロット法ではそれぞれの

融合遺伝子の mRNAは、 AML1IEvi-ldZ8-10または AML1沼vi-1f>(Z8-

lO+AD)を導入したクローンにおいても、 AML1/Evi-1の導入によって

トランスフォームしたクローンと同等またはそれ以上に存在することが

示された(図的。したがって変異体におけるトランスフォーミング活性

の喪失は該当する変異体の産物の発現不足や不安定性によるものでなく、

生物活性の変化によるものであると言うことができる。これらの結果は、

AML1/Evi-1 融合蛋白質による線維芽細胞のトランスフォーメーション

には、 Runt-domainやacidicdomainよりもむしろ Evi-l部分の第 2zinc 
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図8 AML1沼vI-l欠失変異体の造腫蕩性の比較

コロニー数

実験1実験2

。。
103 90 

40 35 

。。
153 103 

。3 
50 45 

AML1/EvI-lの変異体を模式的に示した。それぞれの欠失変異体を導入
した Rat-1の細胞集団を G418による選択の後、5%ウシ胎児血清を含
む軟寒天培地にプレート当たり 2x1()4個の密度で播種した。コロニー
数は14から20日後に算定し 、1X 105個当たりの値に標準化した。それ
ぞれの値は独立した 3枚のプレートの平均値を示す。 -
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図9 Rat-l細胞に導入された AML1Avi-lの欠失変異体の mRNAの発
現

AML1/Evi-lの欠失変異体を導入した Rat-l細胞から調整したmRNA
を0.8%の formaldehyde-ararosegelによるノーザンプロット法で解析し

た。(上図)ヒト Evi-lcDNAによる hybridizationではそれぞれの
AML1沼vi-l の欠失変異体の転写産物が期待される位置に検出される。
導入された変異体はトランスフォームした細胞でもトランスフォームし

ない細胞でも十分発現していることが示されている。最も左のレーンは

SKHl細胞のもので、 AML1Avi-l融合遺伝子に由来する 8.2kbと 7.0
kbの2つの主要な転写産物が見られる。(下図)同ーのフィルターに

対してラットの GAPDH プロープを用いて hybridization を行った。
SHKl細胞のレーンを除く各レーンともほぼ同量の RNAがプロットされ
ていることが示されている。
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finger領域が重要であることを示している。

5. AML1沼vi-l発現細胞における内因性 c-Jun蛋白質の発現レベルの上

昇

最近になって P19細胞に Evi-lを導入すると、 APl活性の上昇とと

もに内因性の c-Jun蛋白質の発現レベルが上昇することが報告されてい

る (29)。また cソunは単独であるいは他の癌遺伝子と協同しである種の

細胞株をトランスフォームさせることが知られている(44・47)。筆者は

AML1Avi-l によってトランスフォームした細胞内で cゾ叩の発現レベJレ

の変化が認められるかどうかを調べた。まず Evi-l を安定に発現する

Rat-l細胞においては、 NIH 3T3細胞や P19細胞の場合と同棋にノーザ

ンプロット法において cゾunの発現の明らかな上昇が認められた(図10)。

さらに AML1メEvi-lによってトランスフォームした Rat-l組]J泡において

も独立した複数のクローンにて cソunの発現の上昇が認められた(図10)。

これらの結果は AML1沼vi-lは Rat-l細胞においても内因性の c-Jun蛋

白質の発現を活性化することを示唆するものである。
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図10 AML1/Evi-lまたは Evi-lによってトランスフォームした Rat-l*.m 
胞における c-junの発現

AML1/宮vI-lまたは EVI-lによってトランスフォームした Rat-l細胞を

5%ウシ胎児血清を含む DMEMで培養し、 80%のconfluencyで採取し

た。それらの細胞から総 RNAを抽出ト 1 % formaldehyde-ararose gel 
によるノーザンプロット法で解析を行った。最も左のレーンは親株の

Rat-l細胞由来の RNAを示す。フィルターはラットの cソuncDNAを用
いて hybridizationを行った(上図)。同ーのフィルターに対してラット

の GAPDHプロープを用いて再び hybridizationを行った(下図)。
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IV 考察

表3に示すように染色体転座による転写因子の異所性発現や構造変化

は、ヒトの白血病発症においてしばしば認められる重要な分子機構とな

っている (48)。例を挙げると、 pre-B細胞型の急性リンパ球性白血病に

みられる t(1;19)転座では、免疫グロプリンの K 鎖のエンハンサー結合

遺伝子である E2Aの転写活性化ドメインと、 PBXlのホメオボックス

ドメインが融合する(49，50)。同様に急性前骨髄性白血病にみられる

t(15;17)転座では、レチノイン酸の α受容体遺伝子 (RARα)が、核内器

官の構成要素である PMLと融合し、この PMLも転写因子の一種と考え

られている (51-53)。さらに、急性骨髄性白血病における t(8;21)転座が

AML1/MTG8、急性骨髄性または急性骨髄単球性白血病における t(6;9)

転座が DEK/CAN 、好酸球増多を伴う急J性骨髄単球性白血病における

inv(16)が CBFs/Mηfllというキメラ型の転写因子遺伝子をそれぞれ形

成することはよく知られている (15，54-57)。しかしながら、これらの融

合産物のうち線維芽細胞に対してトランスフォーミング活性を持つこと

が実際に示されているのは E2A/PBXlのみである (58)。今回の研究で、

AML1/Evi-lとEvi-lは少なくとも Rat-l細胞で評価する限りトランスフ

オーミング遺伝子として振る舞うことが示された。本実験の系はこれら
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の遺伝子の発癌活性を測定するのに適していると言うことができる。ま

た AML1IEvi-lが BCR!ABL遺伝子によってトランスフォームしたRat-1

細胞に対しても付加的な造腫蕩性を示すことは、本遺伝子が C恥1Lの急

性転化において重要な役割を果たしうることを示唆するものである(14)。

キメラ型の転写因子が白血病を引き起こすメカニズムは現在までに知

られているものだけでも様々である。 PML!RARαはPMLが関連する正

常な核内蛋白に対して dominantnegativeな作用を及ぼすことによって白

血病発症につながると考えられている (53，59-61)0 E2A/PBXlの場合は、

E2Aの N 端側の領域が PBX1に融合することによって、通常では不活

性型の DNA結合蛋白質である PBX1の転写活性を高め、 トランスフォ

ーメーションに導くと考えられている(58，62)。同様な機構が非造血器腫

蕩の Ewing肉腫で形成される EWSIFLI1融合蛋白質においても存在する

ことが示唆されている (63-65)。今回の研究では、 Evi-1遺伝子は

AML1沼vi-l遺伝子と同等のトランスフォーミング活性を持つことが示さ

れた。さらに AML1/Evi-1の欠失変異体を用いた実験では、 AMLl領域

の Runt-domainよりもむしろ Evi-l領域の第 2zinc finger領域がトラン

スフォーミング活性に寄与することが明らかになった。 Evi-1が主とし

て自身の第 2 zinc finger領域に依存する形で APl を活性化するという
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報告もなされており (Tanaka，submitted)、今回の結果と併せて AML1/Evi-

1の生物活性にとってその Evi-1部分の第 2zinc finger領域が重要な役

割を果たすことが強く示唆される。また Evi-lが正常の血液細胞ではほ

とんど発現していないことと照らし合わせると(24)、AML1/Evi-1の造腫

蕩効果の少なくとも一部は、本来 Evi-1の発現が無いかあるいはきわめ

て低い細胞において異所性に Evi-1 と同等の蛋白質を発現させることに

よることが考えられる。このことは AML1氾vi-1蛋白質が SKH1細胞や

t(3;21 )転座を持つ他の細胞において、異所性の転写因子として機能して

いるというモデルに合致するものである。

t(3;21 )転座は denovoの白血病にはきわめて稀で、その出現は主に

C恥11.，の急性転化に限られているために、造腫蕩性に関する協調作用とい

う観点から、 BCR/ABLと AML1/Evi-lの特定の相互作用の存在を調べ

る必要がある。ある程のlI!i;写因子の活性は、細胞質に存在する蛋白質か

らリン酸化を受けることによって調節されていることはよく知られた事

実である (66，67)。筆者は AML1/Evi-1が BCRJABLによって同様の調節

を受ける可能性があるかどうかを調べた。 BCR/ABLと AML1/Evi-1の

両者を発現する Rat-1細胞株の細胞溶解液を用いて抗 Evi-1抗体による

免疫沈降を行った後、 SDS-PAGEにて展開し、抗リン酸化チロシン抗体

37 



を用いてウエスタンプロットを行ったが、 AML1/Evi-lの有意なリン酸

化は認めなかった(データ不掲載)0 AML1/Evi-lと共発現することによ

って BCR/ABLのチロシンキナーゼ活性が受ける影響を調べるために、

同じく BCR/ABLと AML1/Evi-lの両者を発現する Rat-l細胞株を用い

て抗リン酸化チロシン抗体によるウエスタンプロットを行ったが、

BCR/ABL単独を発現する Rat-l細胞株に比べて有意なリン酸化蛋白質の

出現や増加は認めなかった(データ不掲載)0 Rat-l細胞の軟寒天培地ア

ツセイで見る限り、 AML1/Evi-}の造腫蕩性はむしろ BCRjABLを上回

るレベルであることが判明しており、これらの結果から AML1/EげーIは

一度細胞内で生成されれば、 BCRIABLと協調してというよりむしろ単

独で発癌を導くことが示唆される。

c-Junは本来は APl複合体の主要な構成物質として同定された核内の

DNA結合蛋白質である (26，27)0 cゾun遺伝子は TPAなどの化学物質や

種々の増殖因子などの外来刺激によって誘導され、 v-sis/PDGF2， v-mos， 

BCRIABL などのトランスフォーミング活性を持った癌遺伝子を導入す

ることによってもその発現の上昇が見られる (68-70)0 APl活性は、活

性型 Ha-rasなどの導入によって細胞がトランスフォーメーションを起こ

すことに伴って増強することが知られている (71，72)。筆者は今回の実
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験で、 AML1沼vi-lまたは Evi-lを発現する Rat-l細胞にて cゾunの発現

が上昇していることを見い出した。 c-Junの発現は APlによって促され

ることが知られているが(73，74)、一過'性の遺伝子導入実験の系におい

て、 AMLl/Evi-lはAPlを活性化する作用を持つことが示唆されている

(Tanaka， submitted)o Evi-lもまた、 NIH3T3細胞に導入することによっ

てc-Junの発現と APl活性を増強することが報告されている (29)。これ

らのデータは、 c-Junの発現に AMLl/Evi-lが影響を及ぼし、特に Evi-l

に相当する部分が c-Junの発現上昇に関与する可能性があることを示唆

するものである。最近になって Evi-lは c-fosの発現を上げることによ

って APl活性を増強し、その結果 cソ'unの発現レベルの上昇に至るとい

うモデルが提唱されており (29)、同様のメカニズムが AML1;宮vi-lの場

合にも作用する可能性がある。したがって AMLl/Evi-lは c-Junの発現

を変化させることによって正常な細胞の増殖あるいは分化を乱すことが

推測される。しかしながら AMLl/Evi-lが直接プロモータ領域に作用し

て cソunを活性化するのか、それとも他の因子を介して間接的に作用す

るのかは現在のところ不明である。最近の研究では Evi-lの結合部位に

存在する DNAの認識配列が明らかにされており、今後の研究によって

AMLl/Evi-lが c-Junの発現に影響を及ぼすメカニズムについて有用な知



見が得られるものと考えられる (75-77)0 myc癌遺伝子は種々の実験に

おいて、 BCR!ABLなどの癌遺伝子と協調的に相互作用することが示さ

れている (37，78-80)。筆者は Rat-1/AE細胞における c-mycの発現レベ

ルを親株の Rat-1細胞と比較したが、有意な変化は認めなかった(デー

タ不掲載)。

t(3;21)転座の発癌作用のすべてが、 AML1遺伝子のプロモータによ

って Evi-1に相当する蛋白質が異所性に発現するというメカニズムによ

って説明されるのであろうか。今回の研究ではRunt-domainを欠く

AML1沼vi-lの変異体 (AML1/Evi-lt:.RD)や Evi-lそのものによってもト

ランスフォーメーションが起こりうることが示された。また筆者は同様

の実験系で図2に示した AML1遺伝子のトランスフォーミング活性の評

価も行ったが、 AML1遺伝子単独では Rat-1細胞に導入しでも肉眼的コ

ロニーの形成はなく、 トランスフォーミング活性は認めないことが判明

している(データ不掲載)0 AML1が骨髄球性の白血病細胞や正常な骨髄

細胞で発現しており (54)、急性白血病で高頻度に見られる t(8;21)転座

にも関与していることを考慮すると、その機能の変化が造血細胞の分化

の撹乱や白血病発症に重要な役割を果たす可能性は大きいと推測される。

最近マウスにおいて AML1 に相当する遺伝子が myeloperoxidase や
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neutrophil巴Iastas巴などの骨髄系細胞に特異的な遺伝子を制御しているこ

とが明らかにされた(81)。今後の研究によって、 t(3;21)転座において

AML1が果たす真の役割が解明されることが期待される。
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