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要旨要旨要旨要旨  

近年、造血器腫瘍においてエピジェネティック制御因子の変異が数多く報告され、その発

症にはエピジェネティクスの異常が深く関与していることが明らかになってきた。私が所

属する研究室ではこれまでに代表的なエピジェネティック制御因子の一つであるポリコー

ム群（PcG）複合体 と白血病関連遺伝子異常に注目して研究を進めてきたが、なかでも

AML1関連染色体転座とPcG複合体の関係については、キメラ遺伝子AML1/ETOとPcG複合

体の結合を確認されたがその意義については不明のままであった。そこで今回、AML1関

連染色体転座AML1/ETOおよびAML1/Evi1とPcG複合体が協調して転写制御を行う標的遺

伝子の探索を通じて、これらのキメラ遺伝子を有する白血病における新規治療標的の同定

を試みることとした。マウスの骨髄細胞にAML1/ETOあるいはAML1/Evi1を発現させたの

ちにRNA干渉の手法を用いてEZH2の発現をノックダウンした際の遺伝子発現変化を調べ

たところ、AML1/ETO導入細胞においてはPU.1、Mpo、IEX1の発現が、AML1/Evi1導入細

胞においてはCD41、IEX1の発現がAML1/ETOあるいはAML1/Evi1により低下し、かつEZH2

の抑制により脱抑制されることがわかった。そこで、PU.1、Mpo、IEX1、CD41のプロモー

ター領域の配列を用いてルシフェラーゼレポーターアッセイを行ったところ、IEX1の転写

活性がAML1/ETOおよびAML1/Evi1により低下し、EZH2のdominant negativeフォームの

導入により転写抑制が解除されることがわかった。以上より、AML1/ETOおよびAML1/Evi1

はPcG複合体と協調してIEX1の転写をエピジェネティックに抑制している可能性が示唆さ

れた。
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序文序文序文序文 

エピジェネティクスは、DNA 塩基配列の変化を伴うことなく、後天的なクロマチン修飾

により遺伝子発現の多様性が生じる仕組みを指す。エピジェネティクスは、ゲノム上の多

数の遺伝子の ON/OFF を制御することで、発生から再生、老化、がん化、遺伝にいたる様々

な生命現象を制御する高次元のシステムと言える。特に近年、がんとエピゲノム異常をめ

ぐる研究成果は確実に積み上げられ、造血器腫瘍の病態にエピジェネティクス異常が深く

関与することが明らかになってきた（1-4）。 

エピジェネティック制御因子はヒストン修飾、 DNAメチル化、miRNAなどを介して遺

伝子発現を時間的・空間的に制御し、細胞分裂後も遺伝子発現を正確に継承する働きをも

つ。この中でヒストンはメチル化、アセチル化、ユビキチン化、リン酸化など多様な修飾

を受けてクロマチンの高次構造を決定し、転写制御を行う。特異的なヒストン修飾を担う

様々な因子がこれまでに同定されているが、中でもポリコーム群（PcG）複合体はその代

表例である。PcG複合体は、前後軸形成が異常なショウジョウバエの原因遺伝子として同

定され、HOXクラスターにコードされるホメオドメインタンパク質の発現を調節すること

が明らかにされた。その後、PcG複合体は、前後軸形成の制御にとどまらず、細胞の増殖・

分化、X染色体の不活化、がん化、幹細胞制御など多様な生命現象に関与することがわか

った。PcG複合体は数十ものタンパク質から成り、生化学的にはさらに2つの複合体に大別

される[Polycomb repressive complex (PRC) 1およびPRC2]。PRC2はヒストンテールのメ

チル化（ヒストン3リジン27；H3K27）を、PRC1はヒストンテールのユビキチン化（ヒス

トン2Aリジン119；H2AK119）を介してクロマチン高次構造を変換し、数百を越える標的
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遺伝子の発現を抑制し、あるいはいくつかの主要なシグナルの制御に関与することが知ら

れている。EZH2は、SUZ12、EED、RBBP4（RbAp48）などとともにPRC2に属し、H3K27

のメチル化活性を有するとともに、DNAメチル化酵素（DNA methyltransferase；DNMT）

をリクルートしてDNAメチル化も誘導する分子である（5）。一方、RING2はBMI1などと

ともにPRC1に分類され、E3 ligaseとしてH2AK119のユビキチン化を担当する。 

近年、造血器腫瘍においてエピジェネティック制御因子の変異が数多く報告され、その

発症にはエピジェネティクスの異常が深く関与していることが明らかになってきた。7番染

色体およびその長腕の欠失（-7、7q-）は急性骨髄性白血病（AML）や骨髄異形成症候群

（MDS）で見られ、予後不良と関連することが以前から報告されていたが（6）、その特異

的標的遺伝子については知られていなかった。2008年から2009年にかけて、7番染色体長

腕のacquired uniparental disomy（aUPD）がMDSや骨髄増殖性疾患（MPN）に認めら

れることが報告され（7-9）、2010年になり、その標的遺伝子の一つとして7番染色体長腕

7q36.1に位置するEZH2の変異が複数のグループにより同定された（10-12）。これらの報

告はいずれも高解像度SNPアレイにより7q36を含む領域のaUPDやmicrodeletionを解析

した結果、EZH2に注目し、DNA resequenceによってEZH2のフレームシフトやナンセン

ス変異、ミスセンス変異の同定に至っている。Ernstらによれば（10）、このようなEZH2

の変異はMDSの6% （9例/154例）、MDS/MPNの12% （27例/219例）、MPNの6% （5例

/90例）に認められた。また、慢性好酸球性白血病にも少数の変異が認められたが、一方で

-7/7q-を伴うAML（54例）や慢性骨髄性白血病（CML）（40例）にはEZH2の変異が認め

られなかった。Nikoloskiらも同様にMDSの6% （8例/126例）にEZH2の変異を同定した
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（12）。続いてMakishimaらもUPD7qや7q36.1のmicrodeletionを伴うMDS、MDS/MPN、

まれにAMLにEZH2の変異が見られることを報告している（11）。上記の報告で認められた

EZH2変異はヒストン修飾に必要なCXC-SETドメインや、SUZ12など他のポリコームタン

パク質との結合に必要なドメインIIに多く認められる傾向があった。実際にin vitroでの機

能アッセイにより、いくつかのEZH2変異体はH3K27のメチル化能が低下することが示さ

れており（10-11）、骨髄球系腫瘍にみられるEZH2の変異は機能欠失型変異と考えられて

いる。 

一方で、EZH2 ががん遺伝子として働く例もいくつか報告されている。Morin らによれ

ば、EZH2 の機能亢進型変異が、胚中心 B 細胞型のびまん性大細胞型リンパ腫（DLBCL）

の 22%に、濾胞性リンパ腫（FL）の 7%にそれぞれ見いだされた（13）。 EZH2 は胚中心

B細胞の免疫グロブリンH鎖遺伝子再構成を伴う早期発達に必須の遺伝子であることが知

られており、EZH2 の機能異常がリンパ球系腫瘍の病態形成にも関与する可能性が示唆さ

れる。DLBCL および FL にみられる EZH2 変異は骨髄球系腫瘍と異なり、Tyr641 の点突

然変異に限局する。さらに、PcG 複合体が正常の発現・機能を保っていても、染色体転座

などによりがんの病態の鍵となるような異常産物、転写因子が生じ、それらが PcG 複合体

をリクルートすることで、がん抑制遺伝子などの発現を異常に抑制する例がある。例とし

て、融合遺伝子 PML/RARα（14）、PLZF/RARα（15）や白血病がん遺伝子 Evi1 の過剰発

現（16）などが挙げられる。また、上皮性がんでは EZH2 の過剰発現ががんの進行性と相

関し、予後不良因子となるとの報告が多い（17）。前立腺がんにおいて、EZH2 の発現を抑

制する miR101 が高頻度に欠失しているという報告があり（18）、miRNA が EZH2 の過剰
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発現、さらにがんを促進する役割を担う可能性がある。また、前立腺がんで頻繁にみられ

るTMPRSS2/ERG融合タンパクはEZH2の発現を誘導する（19）。これらの文脈ではEZH2

はがん遺伝子としての機能をもつと考えられ、上述の骨髄球系腫瘍における EZH2 の働き

とは相反する。 

上記のことから、正常細胞やがん細胞において、EZH2 をはじめとするエピジェネティ

ック制御因子は時間的・空間的に多様な、ときに相反するような機能を発揮していること

を示唆し、エピジェネティクスによる精緻な制御バランスの崩壊ががん化につながりうる

ことを表している。 

私が所属する研究室でも、PcGがEvi1と結合してその標的遺伝子PTENの発現をエピジェ

ネティックに制御すること（16）、染色体転座t(8;21)により生じるキメラ蛋白質AML1/ETO

がPcGに結合すること（未発表）をこれまでに見出したが、特に後者の意義については研

究が進んでいない。また、慢性骨髄性白血病の急性転化症例やMDSにみられる染色体転座

t(3;21)によって生じるAML1/Evi1も (20-22)、同様にしてPcGと結合することが予想される。

これらのことから、私はAML1関連白血病とPcG複合体との関係について研究を進めること

とした。AML1遺伝子は正常造血に必須な遺伝子であり、正常造血において造血幹細胞か

ら骨髄球系細胞への分化へ関与することが知られており（23）、当研究室においてもAML1

遺伝子の欠失したマウスにおいてMLL/ENL白血病細胞の移植を行ったところ、白血病の発

症が有意に促進したという結果を得ており、さらにAML1欠失マウスではアポトーシスに

関連するp53やp19Arfや細胞周期に関連するCDKインヒビター遺伝子の発現が低下してい

ることが判明した（24）。これらのことからもAML1はアポトーシスや細胞周期に関連する
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そこで本研究では、PcG複合体（PRC1およびPRC2）とAML1/ETOおよびAML1/Evi1が結

合することをまず免疫沈降法により確認した。その後、これらキメラ蛋白質に結合してい

るPcG複合体が正常遺伝子をdominant negativeに抑制させることにより、AML1/ETOや

AML1/Evi1の白血化に関与していると考えた (Figure 2A)。そこで、既知のAML1標的遺伝

子のうち、PcG複合体がAML1/ETOおよびAML1/Evi1と協調して制御する標的遺伝子を探索

すべく、前述のヒストンメチル化能を有するPcG複合体PRC2の構成要素であるEZH2をノッ

クダウンすることにより、発現が上昇する遺伝子を探索した (Figure 2B)。 

これらAML1関連キメラ遺伝子が抑制していると考えられる標的遺伝子が白血病発症に

関われば、治療標的化の可能性があるため、大変有意義であると考えられる。ところが、

実際にはそのような標的遺伝子は同定されていないことから、本研究ではPcG複合体と

AML1関連キメラ蛋白質が協調して制御する標的遺伝子の同定を目指した。 
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複合体に発現が制御されていると考えられる既知の

をノックダウンさせることにより、発現が上

複合体によりサイレンシングを受ける遺伝子として

 

 

複合体に発現が制御されていると考えられる既知のAML1

をノックダウンさせることにより、発現が上

複合体によりサイレンシングを受ける遺伝子として同定することを目

AML1標的

をノックダウンさせることにより、発現が上

同定することを目

標的

をノックダウンさせることにより、発現が上

同定することを目
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実験方法実験方法実験方法実験方法 

細胞培養細胞培養細胞培養細胞培養 

ヒト腎臓由来細胞 HEK293T細胞は 10 %の Fetal calf serum (FCS) および 1 % penicillinと

streptomycin (PS) を添加した Dulbecco modified Eagle medium (D-MEM) 培地で 37℃・二酸

化炭素濃度5%の条件で培養した。レトロウイルスパッケージング細胞であるPlat-E細胞(東

京大学医科学研究所北村俊雄先生より供与)は 10 %の FCSおよび 1 %の PS、1.0 µg/ml の

puromycinと 10 mg/mlの Blastocidine添加の D-MEM 培地で同様の条件下に培養した。 

マウスマウスマウスマウス 

実験に使用した全てのマウスは、C57BL/6J マウス（8-10 週齢の雌）を三協ラボサービ

ス (東京) より購入した。動物実験は本大学施設のガイドラインに従って施行した。 

プラスミドプラスミドプラスミドプラスミド    

HA tag付きAML1/ETO蛋白質をコードするプラスミドは、以前報告されたものを使用し

た (22)。白血病キメラ遺伝子を発現するレトロウイルスを作成するため、以下のプラスミ

ドを使用した。 pMSCVneo-AML1/ETO (22)、pMSCVneo-AML1/Evi1 (25)。また、免疫沈降

法におけるトランスフェクションでは以下のプラスミドを使用した。pcDNA3-Flag -EZH2、

pCMV-Myc -SUZ12、pCMV-Flag -EED、pcDNA3-Flag -BMI1、pcDNA3-Flag -RING1、

pcDNA3-Flag -RING2、pcDNA3-Flag -HPH2(これらのプラスミドはM. Bollen、A. Eynde、K. 

Yamamoto、H. Wang、G. Maertens により提供)。なおpCMV-FLAG-SUZ12は、九州大学山本

健先生より供与を受けたpCMV-MYC-SUZ12のMYC-tagをPCRにてFLAG-tagに変更した。

pCMV-Flag-EEDはM. Bollen、A. Eyndeより供与を受けたEED cDNAに、PCRによって
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FLAG-tagを付加し、EcoRI -BamHIサイトでpCMVベクターに挿入して作成した。

pMSCV-IRES-GFP-MLL/AF9は、JL Hess (University of Pennsylvania School of Medicine)より供

与 を受け た pMSCV-neo-MLL/AF9上 の MLL/AF9 の cDNA を 、 EcoRIで切り出し 、

pMSCV-IRES-GFPベクターに、Ligation high ver.2 (Toyobo、大阪) を用いて挿入して作成し

た。 

レトロウイルス作成とマウス骨髄細胞への感染レトロウイルス作成とマウス骨髄細胞への感染レトロウイルス作成とマウス骨髄細胞への感染レトロウイルス作成とマウス骨髄細胞への感染 

レトロウイルスを産生する目的にて、10%FCSおよび 1%PSを添加した Dulbecco modified 

Eagle Medium high glucose培地 (Wako、大阪) に溶解した 1×106の Plat-E細胞を 60 mm培

養皿で一晩培養後、ウイルスベクタープラスミド 3 µgおよび FuGENE6 (Roche，Indianapolis，

IN，USA) 9 µl を DMEM 91 µl と混合した溶液を添加してトランスフェクションを行った。

24時間後にメディウムを交換し、更に 24時間培養後の上清をウイルス液として回収し、

RetroNectin (Takara Bio，大津) コートプレート上で 2000G・32℃・2時間の遠心を行ったの

ち、ウイルス液を除去した。感染させる細胞を加え、500G・32℃・5 分間遠心後、37℃・

二酸化炭素濃度 5%の培養器で 2日間培養した。 

正常マウス骨髄細胞に対するウイルス感染を行う場合、5日前に 5-fluorouracil (5-FU ; 150 

mg/匹) の投与を行ったマウスの骨髄を回収し、Histopaque 1083 (Sigma Aldrich Japan，東京) 

を使用して単核球分離を行った。細胞は、prestimulation medium (20%FCS・1%PS添加

alpha-Minimum Essential Medium (Wako、大阪) ，50 ng/mlの stem cell factor (SCF；Wako、

大阪) ，Flt3-ligand (Flt3L；R&D，Minneapolis，MN，USA) ，Thrombopoietin (TPO；Kyowa 

Kirin、東京) , IL-6 (Kyowa Kirin、東京) で一晩培養を行った後、ウイルス感染を行った。マ
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ウス一次白血病細胞および不死化細胞に対してウイルス感染を行う場合、20%FCS・1%PS

添加RPMI1640に 10 ng/mlの IL3 (Kyowa Kirin、東京) を添加した培地で一晩培養したのち、

感染を行った。 

Short hairpin RNA (shRNA) 

 マウス EZH2に対する標的配列を含むオリゴヌクレオチドを、pSIREN RetroQ (puromycin

耐性) および pSIREN ZsGreen (Takara Bio、大津) にメーカーのマニュアルに従って挿入し

て作成した。前述の方法で Plat-E細胞を用いてウイルスを作成後、白血病細胞または不死

化細胞に感染させて、ネガティブコントロールの shRNAと比較して標的遺伝子の発現低下

が確認できたものを実験に使用した。ネガティブコントロールはメーカーから供給されて

いるランダム配列が挿入されたベクターを用いた。 

 pSIREN RetroQに組み込んだ shRNAを細胞に感染させた場合は、3日後より 7-14日間

puromycin 2.5 µg/mlを含む培地で培養することで細胞を選択した。 

マウス EZH2の標的配列を以下に示す。 

EZH2; GGTGGAAGACGAAACTGTT 

ルシフェラーゼアッセイ用レポーターベクター作成ルシフェラーゼアッセイ用レポーターベクター作成ルシフェラーゼアッセイ用レポーターベクター作成ルシフェラーゼアッセイ用レポーターベクター作成 

下記の qRT-PCRの結果に基づいて、候補遺伝子を CD41、PU.1、Mpo、IEX1 の 4つに絞

りこみ、これらの遺伝子において、マウスとヒトとの共通度の高い領域をコードする配列

をオンライン作成ツール r.Vista 2.0 (http://rvista.dcode.org/) にて確認し、プロモーター領域

を挟むようにしてプライマーの設計を行い、末端に目的とする制限酵素の切断サイトを付

与した。32D細胞の genome DNAをテンプレートとして各プライマーで PCR thermal cycler



14 

 

で PCR反応を行った後、各プライマーの該当制限酵素で切断したルシフェラーゼアッセイ

用ベクターpGL4.10（Promega、東京）と PCR産物を DNA Ligation high (Takara Bio、大津) で

挿入した。また、後述の KOD –Plus- Mutagenesis Kit (TOYOBO、大阪) にて、RUNX1に結

合する配列に対して変異を挿入した後に、同様にルシフェラーゼアッセイに用いた。 

レポーターベクター作成に用いたプライマーは以下の通り。 

PU.1; F (BglII); GCCGCTAGCTCTCTCACCCTGTTCCTGCT 

    ; R (HindIII); GCCCCAGATCTCTCCGAGTCGTCCAGAGAAC 

CD41; F (NheI); GGCTAGCGGACCACCTTTCCTCAGAGA 

     ; R (HindIII); GGGCGAAGCTTCTTAGGCCAAGACCCATTCA 

Mpo; F (NheI); GGCTAGCCAAAATCTGCAAGCAAGCGTCAAA 

    ; R (HindIII); GGGCGAAGCTTCACTGCTCTTCCAAAGGTC 

IEX1; F (BglII); GCCCCAGATCTCCCTTCCACTCTGGTTCCT 

    ;R (NheI); GCCGCTAGCTCCCTTGATCTTGCTGGACT 

EZH2 およびおよびおよびおよび dominant negative EZH2 

ルシフェラーゼアッセイに供する細胞として、HEK293T細胞に AML1/ETO、AML1/Evi1

を強制発現させた後、EZH2を co-transfectionさせ、EZH2の影響を調査した。EZH2はその

構造として、メチル基転移活性能をもつ SET domainを有している(Figure 3A)。そこで EZH2

のこのメチル化転移能を失活させることが既報により明らかになっている、SET domainの

689番目の塩基に point mutationを挿入し作成された pcDNA3-dominant negative EZH2 (A. 

Eyndeより供与)を用い(Figure 3B) (26)、EZH2のメチル化能を失ったコントロールとして使



15 

 

用した。 

 
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

Figure 3 EZH2 およびおよびおよびおよび dominant negative EZH2 の構造の構造の構造の構造 

EZH2はメチル基転移活性を有する SET domainを有している(Figure 2 A)。dominant negative 

EZH2はこの SET domainの 689番目の塩基に point mutationを挿入し、このメチル化能を阻

害することができる。 

 

Mutagenesis 

 プラスミド DNA を templateとして変異を挿入したプライマーを設計し、Inverse PCRを

行った。次に KOD -Plus- Mutagenesis Kit を用いて、PCR産物に制限酵素 DpnI を加え、
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templateのプラスミドを消化した。その後、直鎖状の PCR産物を self-ligationさせることに

より、環状化させた後、大腸菌による形質転換を行い実験に用いた。 

ルシフェラーゼアッセイルシフェラーゼアッセイルシフェラーゼアッセイルシフェラーゼアッセイ 

24 well plateの各 well に 1.0×105個ずつ HEK293T細胞を播種し、mock、AML1/ETO、

AML1/Evi1発現ベクター0.1 µg、各コンストラクトレポータープラスミド0.1 µgとpGL-Dual 

TK vector 0.01 µg、さらにそれぞれに対して、pcDNA3-EZH2、pcDNA3-dominant negative 

EZH2を各 0.1 µg をトランスフェクションにて導入した。その後、37℃で 24時間培養後、

300 µl の細胞溶解剤（ピッカジーン デュアルシーパンジー用培養細胞溶解剤、東洋インキ）

で細胞を溶解した。細胞抽出液 50 µl に発光基質液 50 µl（ピッカジーン発光試薬 II）を加

え、ルミノメーターで 20秒間発光を測定した。得られたデータは controlのルシフェラー

ゼ活性を 1として、各群の活性値を比較し相対ルシフェラーゼ活性値として算出した。 

すべての解析は duplicateで行い、3回ずつ施行した。 

定量リアルタイム定量リアルタイム定量リアルタイム定量リアルタイム PCR (qRT-PCR) 

 細胞を回収後、RNeasy Mini (QIAGEN、東京) をメーカーのマニュアルに従って用いて

RNA を抽出した。その後、QuantiTect Reverse Transcription (QIAGEN、東京) をメーカーの

マニュアルに従って用い、cDNAへの逆転写を行った。qRT-PCRは、SYBR GreenII (Takara、

大津) および LightCycler480 system (Roche Diagnostics Japan、東京) を用いた。Cp値から計

算された発現量を内部標準遺伝子である GAPDH の発現量で除した値を発現量として比較

した。得られたデータは controlの mRNA 発現量を 1 として、各群の発現量を比較し相対

発現量として算出した。すべての解析は triplicateで行い、3回ずつ施行した。 
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qRT-PCRに使用したプライマーは以下に示す。 

GAPDH; F; TGTCCGTCGTGGATCTGAC 

      ; R; CCTGCTTCACCACCTTCTTG 

EZH2; F; GAAAAAGGACGGCTCCTCTAA 

     ; R; CATGGACACTGTTTGGTGTTG 

PU.1; F; GGAGAAGCTGATGGCTTGG 

    ; R; CAGGCGAATCTTTTTCTTGC 

CD41; F; TGCTGCTGACCCTGCTAGT 

     ; R; GTCGATTCCGCTTGAAGAAG 

p19Arf; F; TGAGGCTAGAGAGGATCTTGAGA 

       ; R; GCAGAAGAGCTGCTACGTGAA 

Mpo; F; TCGATGGAATGGGGAGAAA 

    ; R; TCCCGGTATGTGATGATCTG 

ELANE; F; TGGAGGTCATTTCTGTGGTG 

       ; R; CTGCACTGACCGGAAATTTAG 

LAT2; F; GTGTGGGATTATTGCTGCT 

     ; R; TTTTCTCATTTCTCTTCACTCCT 

A1467606; F; TCCCCTGTGGACCTTGTATT 

         ; R; TGAAGAAGGCTGTGAGAGAGG 

IL-3; F; TACATCTGCGAATGACTTGC 
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    ; R; GGCTGAGGTGGTCTAGAGGTT 

IEX1; F; CAGCCGAAGGGTGCTCTAC 

    ; R; AAATCTGGCAGAAGATGATGG 

OGG1; F; TTATCATGGCTTCCCAAACC 

     ; R; GTACCCCAGGCCCAACTT 

POLE; F; TCAAGACTTTGATATTCGGACAAT 

     ; R; CACTCCCCAGCCTCTCTATG  

Western Blot  

Total cellからの蛋白質抽出は、1-5×106個の細胞を用いて行った。Lysis Buffer (10 mM 

Tris-HCl, 0.15 M NaCl, 1 mM EDTA, 1% NP-40, 0.1% Aprotinin, 1 mM Na3VO4, 50 mM 

β-glycerophosphate, 2.5 mM phenylmethylsulfonylfluoride, 1×cOmplete (Roche Diagnostics 

Japan、東京) 100 µlで細胞ペレットを溶解し、4℃で 30分振盪したのち、12,000gで 10分

遠心分離後の上清を採取し、Bradford法にて濃度測定を行った。Sample Buffer (0.1% Tris-HCl, 

4% SDS, 20% Glycerol, 7.5% ブロムフェノールブルー) 95℃で 5分間加熱した検体 50 µgを

10%アクリルアミドゲルで電気泳動した。PVDF (Polyvinylidene difluoride)メンブレンに転写

後、抗 AML1/ETO抗体、抗 AML1/Evi1 抗体 (両者共に Santa Cruz biotechnology, Santa Cruz, 

CA)を一次抗体として結合させ、HRP conjugated-抗ウサギ IgG抗体 (Millipore, Billerica, MA) 

を二次抗体として、LAS3000を使用して撮影した。 
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免疫沈降免疫沈降免疫沈降免疫沈降法法法法 

 HEK293Tを 10 cm張り付き培養皿に 1×106個散布して一晩培養し、FuGene6を用いてプ

ラスミドをトランスフェクションさせ、2 日後に上記のマウス骨髄細胞からの蛋白質抽出

と同様の方法で蛋白質を回収した。それぞれ 2 mgの蛋白質を、200 µlに調整し、AML1/ETO

では 2 µgの抗HA抗体 (MBL 医学生物研究所, 愛知) と AML1/Evi1 では 2 µgの抗 T7抗体  

(Cell Signaling Technology Japan, 東京) と一晩反応させた。翌日 ProteinG (GEヘルスケアジ

ャパン、東京) と 4℃で 1時間撹拌しながら反応させた後、Lysis Bufferで 5 回洗浄し、沈

殿を 30 µlの Sample Bufferで溶解、100℃で 5分加熱したものをサンプルとして使用した。

上記の Western Blotと同じ方法で、6%アクリルアミドゲルで泳動し、PVDFメンブレンに

転写後、HRP-conjugate抗 Flag抗体 (Sigma Aldrich Japan，東京) で Blottingを行い、上記と

同様の方法で撮影した。 

統計解析統計解析統計解析統計解析 

In Vitroの実験に関しては、3回独立した実験を行った。qRT-PCRの結果について、統計

学的有意差はunpaired t testを用いて評価した。 
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結果結果結果結果 

AML1/ETO はははは PcG 複合体複合体複合体複合体（（（（PRC1 およびおよびおよびおよび PRC2））））と結合すると結合すると結合すると結合する  

まず、HEK293T細胞に HA-AML1/ETO および Flag-EZH2の両者を強制発現し、免疫沈

降法で蛋白質間結合について確認した。Figure 4の一番左のレーンに示すように、抗 HA 抗

体で免疫沈降した産物には Flag で標識した EZH2 が検出された。これより、EZH2 と

AML1/ETO は結合することが示された。同様にして、AML1/ETO と SUZ12が結合するこ

とが示された一方で EEDは結合しなかった。しかしながら、EEDは EZH2と SUZ12とと

もに PRC2の構成要素であることから、直接的な結合ではなく PcG複合体として間接的に

結合している可能性が示唆される。 

以上より PRC 2の主要な構成因子のうち、EZH2と SUZ12と AML1/ETO の結合が示唆さ

れた。さらに、PRC1の構成因子である BMI1、RING1、RING2、HPH2 に関しても、同様

の免疫沈降を行い、AML1/ETO との結合がそれぞれ示された。したがって、AML1/ETO は

PRC2および PRC1の両方と結合すると考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Figure 4 AML1/ETO
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より、HEK293T

うち、EED
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AML1/ETOと Flag 

HEK293T細胞において強制発現させた

EED以外の要素に結合することが示された。

AML1/ETO とととと PRC 構成蛋白質との構成蛋白質との構成蛋白質との構成蛋白質との

Flag tagを付加した

細胞において強制発現させた

以外の要素に結合することが示された。

構成蛋白質との構成蛋白質との構成蛋白質との構成蛋白質との

を付加した PRC1

細胞において強制発現させた

以外の要素に結合することが示された。
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構成蛋白質との構成蛋白質との構成蛋白質との構成蛋白質との免疫沈降免疫沈降免疫沈降免疫沈降

PRC1および

細胞において強制発現させた AML1/ETO

以外の要素に結合することが示された。

免疫沈降免疫沈降免疫沈降免疫沈降 

および PRC2各構成要素を用いた

AML1/ETOは

以外の要素に結合することが示された。 

各構成要素を用いた

は PRC2・PRC1

各構成要素を用いた免疫沈降法に

PRC1の各構成要素の

免疫沈降法に

の各構成要素の

 

免疫沈降法に

の各構成要素の
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AML1/Evi1 はははは PcG 複合体複合体複合体複合体（（（（PRC1 およびおよびおよびおよび PRC2））））と結合すると結合すると結合すると結合する  

同様に、HEK293T細胞に HA-AML1/Evi1 および Flag-EZH2の両者を強制発現し、免疫沈

降法で蛋白質間結合について検討した。Figure 5に示すように、抗 T7抗体で免疫沈降した

産物には Flagで標識した EZH2が検出された。これより、EZH2 と AML1/Evi1 は結合する

ことが示唆された。以下、上述 AML1/ETO と同様に免疫沈降を行ったところ、AML1/Evi1

とSUZ12、EEDが結合することが示された。以上よりPRC 2の主要な構成因子とAML1/Evi1

の結合することが示唆された。さらに、PRC1 の構成因子である BMI1、RING1、RING2、

HPH2 に関しても、同様の免疫沈降を行い、AML1/Evi1 との結合がそれぞれ示唆された。

したがって、AML1/Evi1 は PRC1および PRC2の両方と結合することが同定され、すなわ

ち AML1/ETO および AML1/Evi1 はそれぞれ、PRC1と PRC2の両方に共に結合することが

示された。 



 

 

Figure 5 AML1/Evi1
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ことが示された。
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細胞において強制発現させた
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構成蛋白質との構成蛋白質との構成蛋白質との構成蛋白質との Western blotting

PRC1および

細胞において強制発現させた AML1/Evi1

Western blotting

および PRC2各構成要素を用いた

AML1/Evi1 は

Western blotting 

各構成要素を用いた

PRC2および

各構成要素を用いた免疫沈降法に

および PRC1に結合する

免疫沈降法に

に結合する

 

免疫沈降法に

に結合する
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不死化細胞不死化細胞不死化細胞不死化細胞 AML1/ETO において、において、において、において、EZH2 をノックダウンすることによって、をノックダウンすることによって、をノックダウンすることによって、をノックダウンすることによって、PU.1、、、、Mpo、、、、

IEX1 のののの mRNA 発現が上昇する発現が上昇する発現が上昇する発現が上昇する 

 

マウス c-kit 陽性骨髄細胞にウイルス AML1/ETO を導入して半恒久的に継代できるよう

になった不死化細胞において EZH2の発現をノックダウンすることにより、EZH2によって

抑制されていると考えられる標的遺伝子を探索した。EZH2に対する short hairpin RNA を

用いて EZH2 をノックダウンしたところ、コントロールと比較して、有意にその発現が低

下することを確認した（Figure 6）。この条件下で各候補遺伝子群での mRNA の発現を調べ

た。候補となる標的遺伝子は、先行研究によって AML1 の標的として報告されている PU.1 

(27)、CD41 (28)、p19Arf (29)、Mpo (30)、ELANE (31)、LAT2 (32)、AI1467606 (33)、IL-3 (34)、

IEx1 (35)、OGG1 (36)、POLE (37)の合計 11個の遺伝子を選択した。まず、AML1/ETO 不

死化細胞において、使用した shEZH2を trunsductionさせることによって、EZH2の mRNA

発現が有意差をもって低下していることを確認した(Figure 3 左レーン)。 

その後、候補となる標的遺伝子の発現を確認したところ、AML1/ETO 不死化細胞では、PU.1、

Mpo、IEX1 の 3 つの遺伝子において、shEZH2を導入した群はコントロールと比較して、

有意にその発現上昇が認められた。この結果から AML1/ETO に結合する EZH2、ひいては

PRC2が PU.1、Mpo、IEX1 の 3つの遺伝子の発現を抑制していることを示唆すると考える。 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 AML1/ETO

各候補遺伝子各候補遺伝子各候補遺伝子各候補遺伝子

AML1/ETO

qRT-PCRによる

IEX1の有意な

 

不死化細胞不死化細胞不死化細胞不死化細胞

発現が上昇する発現が上昇する発現が上昇する発現が上昇する

本研究室にて樹立され、継代された不死化細胞

標的遺伝子の発現変化を検討した。

を trunsduction
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AML1/ETO

各候補遺伝子各候補遺伝子各候補遺伝子各候補遺伝子ででででのののの mRNA

AML1/ETO を発現した不死化

による mRNA

の有意な発現の

不死化細胞不死化細胞不死化細胞不死化細胞 AML1/Evi1

発現が上昇する発現が上昇する発現が上昇する発現が上昇する 

本研究室にて樹立され、継代された不死化細胞

標的遺伝子の発現変化を検討した。

trunsductionさせることによって、

AML1/ETOを導入したマウスを導入したマウスを導入したマウスを導入したマウス

mRNA のののの発現変化発現変化発現変化発現変化

を発現した不死化

mRNA発現を調べたところ、既知の

発現の上昇を認めた。

AML1/Evi1 において、において、において、において、

本研究室にて樹立され、継代された不死化細胞

標的遺伝子の発現変化を検討した。

させることによって、

を導入したマウスを導入したマウスを導入したマウスを導入したマウス不死化不死化不死化不死化

発現変化発現変化発現変化発現変化 (n=

を発現した不死化細胞において、

発現を調べたところ、既知の

上昇を認めた。 

において、において、において、において、EZH2

本研究室にて樹立され、継代された不死化細胞

標的遺伝子の発現変化を検討した。まず、

させることによって、EZH2
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不死化不死化不死化不死化細胞において細胞において細胞において細胞において

(n=3、*p <0.05)

細胞において、shRNA

発現を調べたところ、既知の

EZH2 をノックダウンすることによって、をノックダウンすることによって、をノックダウンすることによって、をノックダウンすることによって、

本研究室にて樹立され、継代された不死化細胞 AML1/Evi1

まず、AML1/Evi1

EZH2の mRNA

細胞において細胞において細胞において細胞においてEZH2

*p <0.05) 

shRNAによる

発現を調べたところ、既知の AML1 標的遺伝子のうち、

をノックダウンすることによって、をノックダウンすることによって、をノックダウンすることによって、をノックダウンすることによって、

AML1/Evi1

AML1/Evi1不死化細胞において、使用した

mRNA発現が有意差をもって低下しているこ

EZH2ををををノックダウンノックダウンノックダウンノックダウン

による EZH2 ノックダウン

標的遺伝子のうち、

をノックダウンすることによって、をノックダウンすることによって、をノックダウンすることによって、をノックダウンすることによって、

AML1/Evi1 (22) に対して

不死化細胞において、使用した

発現が有意差をもって低下しているこ

ノックダウンノックダウンノックダウンノックダウン

ノックダウン

標的遺伝子のうち、PU.1

をノックダウンすることによって、をノックダウンすることによって、をノックダウンすることによって、をノックダウンすることによって、IEX1

に対しても同様に

不死化細胞において、使用した

発現が有意差をもって低下しているこ

ノックダウンノックダウンノックダウンノックダウンした際のした際のした際のした際の

ノックダウンを行い、

PU.1、Mpo、

IEX1 のののの mRNA

も同様に AML1

不死化細胞において、使用した shEZH2

発現が有意差をもって低下しているこ

した際のした際のした際のした際の

い、

、

RNA

AML1

shEZH2

発現が有意差をもって低下しているこ



 

とを確認した

その後、候補となる標的遺伝子の発現を確認したところ、

遺伝子において、

の上昇が認められた。

この結果から

である CD41

Figure 7 AML1/Evi1

各候補遺伝子各候補遺伝子各候補遺伝子各候補遺伝子

AML1/Evi1

qRT-PCRによる

IEX1の有意な発現の上昇を認めた。

R
el

at
iv

e 
m

R
N

A
 e

xp
re

ss
io

n 
とを確認した(Figure 

その後、候補となる標的遺伝子の発現を確認したところ、

遺伝子において、shEZH2

が認められた。

結果から AML1/Evi1

CD41、Mpo、

AML1/Evi1

各候補遺伝子各候補遺伝子各候補遺伝子各候補遺伝子ででででのののの mRNA

AML1/Evi1 を発現した不死化細胞において、

によるmRNA

有意な発現の上昇を認めた。

(Figure 7 左レーン

その後、候補となる標的遺伝子の発現を確認したところ、

shEZH2を感染させた群はコントロールと比較して、有意差をもって

が認められた。 

AML1/Evi1 に結合する

、IEX1の

AML1/Evi1 を導入したマウス不死化を導入したマウス不死化を導入したマウス不死化を導入したマウス不死化

mRNA のののの発現変化発現変化発現変化発現変化

を発現した不死化細胞において、

mRNA発現を調べたところ、既知の

有意な発現の上昇を認めた。

左レーン)。 

その後、候補となる標的遺伝子の発現を確認したところ、

を感染させた群はコントロールと比較して、有意差をもって

に結合する

3つの遺伝子の発現

を導入したマウス不死化を導入したマウス不死化を導入したマウス不死化を導入したマウス不死化

発現変化発現変化発現変化発現変化 (n=

を発現した不死化細胞において、

発現を調べたところ、既知の

有意な発現の上昇を認めた。 
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その後、候補となる標的遺伝子の発現を確認したところ、

を感染させた群はコントロールと比較して、有意差をもって

に結合する EZH2、ひいては

つの遺伝子の発現を抑制していることを示唆している

を導入したマウス不死化を導入したマウス不死化を導入したマウス不死化を導入したマウス不死化細胞において細胞において細胞において細胞において

(n=3、*p <0.05)

を発現した不死化細胞において、shRNA

発現を調べたところ、既知の

その後、候補となる標的遺伝子の発現を確認したところ、

を感染させた群はコントロールと比較して、有意差をもって

、ひいては PRC2

を抑制していることを示唆している

細胞において細胞において細胞において細胞において EZH2

*p <0.05) 

shRNAによる

発現を調べたところ、既知のAML1標的遺伝子のうち、

その後、候補となる標的遺伝子の発現を確認したところ、CD41、Mpo

を感染させた群はコントロールと比較して、有意差をもって

PRC2が造血に必要な正常遺伝子

を抑制していることを示唆している

EZH2 をノックダウンした際のをノックダウンした際のをノックダウンした際のをノックダウンした際の

による EZH2 ノックダウンを行い、

標的遺伝子のうち、

Mpo、IEX1

を感染させた群はコントロールと比較して、有意差をもって

が造血に必要な正常遺伝子

を抑制していることを示唆している

をノックダウンした際のをノックダウンした際のをノックダウンした際のをノックダウンした際の

ノックダウンを行い、

標的遺伝子のうち、CD41

IEX1 の 3 つの

を感染させた群はコントロールと比較して、有意差をもって発現

が造血に必要な正常遺伝子

を抑制していることを示唆している。 

をノックダウンした際のをノックダウンした際のをノックダウンした際のをノックダウンした際の

ノックダウンを行い、

CD41、Mpo、

つの

発現

が造血に必要な正常遺伝子

 

をノックダウンした際のをノックダウンした際のをノックダウンした際のをノックダウンした際の

ノックダウンを行い、

、
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不死化細胞不死化細胞不死化細胞不死化細胞 MLL/AF9 において、において、において、において、EZH2 をノックダウンしても標的候補遺伝子の発現は上をノックダウンしても標的候補遺伝子の発現は上をノックダウンしても標的候補遺伝子の発現は上をノックダウンしても標的候補遺伝子の発現は上

昇を認めなかった昇を認めなかった昇を認めなかった昇を認めなかった 

MLL/AF9 は、t(9;11)により構成される MLL 関連キメラ蛋白質であり、11番染色体長腕

（11q23）に座位する MLL 遺伝子を切断点とする相互転座は AML や急性リンパ性白血病

（ALL）、MDSなどに認められる染色体異常で、相互転座の相手は多数報告されている。 

MLL/AF9 に代表される MLL 関連キメラ蛋白質は、AML1 関連キメラ蛋白質と同様にヒ

ストンメチル化に関与する一方で、AML1 を標的とする転座によって構成される

AML1/ETOや AML1/Evi1 とは全く性質と構造を異にしている。そこで、AML1 関連キメラ

蛋白質ではない MLL/AF9 を骨髄細胞に導入して得られる不死化細胞をコントロールとし

て用い、EZH2の抑制によって AML1 標的遺伝子の発現が変化するのかを確認した。 

マウスの骨髄細胞に MLL/AF9 を導入して継代させた後、不死化させた MLL/AF9 細胞に

おいて、まず shEZH2を transductionさせることによって、EZH2の mRNA 発現が有意差を

もって低下していることを確認した(Figure 8 左レーン)が、AML1 標的遺伝子のうち有意に

発現が変化するものは認められなかった（Figure 8）。このことから、AML1/ETO あるいは

AML1/Evi1 不死化細胞における上記の発現変化は EZH2によるユニバーサルな作用ではな

く、AML1/ETO あるいは AML1/Evi1 存在下に特異的にみられる現象であることが示唆され

た。 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 

各候補遺伝子各候補遺伝子各候補遺伝子各候補遺伝子

MLL/AF9

い、qRT-PCR

の有意な上昇

 

マウス正常骨髄細胞にマウス正常骨髄細胞にマウス正常骨髄細胞にマウス正常骨髄細胞に

ウンウンウンウンによる短期遺伝子発現変化の検討による短期遺伝子発現変化の検討による短期遺伝子発現変化の検討による短期遺伝子発現変化の検討

マウス

発現させた後に

選択し実験に用いた
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 MLL/AF9

各候補遺伝子各候補遺伝子各候補遺伝子各候補遺伝子ででででのののの mRNA

MLL/AF9 を導入して作製した

PCRによる

の有意な上昇は認め

マウス正常骨髄細胞にマウス正常骨髄細胞にマウス正常骨髄細胞にマウス正常骨髄細胞に

による短期遺伝子発現変化の検討による短期遺伝子発現変化の検討による短期遺伝子発現変化の検討による短期遺伝子発現変化の検討

マウス c-kit陽性骨髄

発現させた後に pSIREN RetroQ

選択し実験に用いた

MLL/AF9 を導入したマウを導入したマウを導入したマウを導入したマウ

mRNA のののの発現変化発現変化発現変化発現変化

を導入して作製した

による mRNA発現を調べたところ、

認められなかった。

マウス正常骨髄細胞にマウス正常骨髄細胞にマウス正常骨髄細胞にマウス正常骨髄細胞におけるおけるおけるおける

による短期遺伝子発現変化の検討による短期遺伝子発現変化の検討による短期遺伝子発現変化の検討による短期遺伝子発現変化の検討

骨髄細胞に

pSIREN RetroQ

選択し実験に用いた。その結果、

を導入したマウを導入したマウを導入したマウを導入したマウス不死化ス不死化ス不死化ス不死化

発現変化発現変化発現変化発現変化  (n=3

を導入して作製した不死化細胞において

発現を調べたところ、

なかった。 

おけるおけるおけるおける AML1/ETO

による短期遺伝子発現変化の検討による短期遺伝子発現変化の検討による短期遺伝子発現変化の検討による短期遺伝子発現変化の検討 

細胞に AML1/ETO

pSIREN RetroQに組み込んだ

。その結果、Figure 
28 

ス不死化ス不死化ス不死化ス不死化細胞において細胞において細胞において細胞において

(n=3、*p <0.05)

細胞において

発現を調べたところ、

AML1/ETO あるいはあるいはあるいはあるいは

 

AML1/ETO、AML1/Evi1

に組み込んだ shRNA

 9に示すように、

細胞において細胞において細胞において細胞において EZH2

*p <0.05) 

細胞において、shRNAによる

発現を調べたところ、既知の AML1

あるいはあるいはあるいはあるいは AML1/Evi1

AML1/Evi1 を tra

shRNAを感染させ

に示すように、AML1/ETO

EZH2 をノックダウンした際のをノックダウンした際のをノックダウンした際のをノックダウンした際の

による EZH2

AML1 標的遺伝子の

AML1/Evi1 強制発現と強制発現と強制発現と強制発現と

ansduction

感染させ、puromycin

AML1/ETO導入細胞では

をノックダウンした際のをノックダウンした際のをノックダウンした際のをノックダウンした際の

EZH2ノックダウンを行

標的遺伝子の mRNA

強制発現と強制発現と強制発現と強制発現と EZH2

nsductionさせ、それぞれ強制

puromycinを含む培地で

導入細胞では

をノックダウンした際のをノックダウンした際のをノックダウンした際のをノックダウンした際の

ノックダウンを行

mRNA発現

EZH2 ノックダノックダノックダノックダ

させ、それぞれ強制

を含む培地で

導入細胞では PU.1、

をノックダウンした際のをノックダウンした際のをノックダウンした際のをノックダウンした際の

ノックダウンを行

発現

ノックダノックダノックダノックダ

させ、それぞれ強制

を含む培地で

、
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MPO、IEX1 の 3 つの遺伝子の発現が、AML1/Evi1 導入細胞では CD41、IEX1 の 2 つの遺

伝子の発現が EZH2の抑制によって有意に上昇した。 

 

 

Figure 9 AML1/ETO およびおよびおよびおよび AML1/Evi1 強制発現細胞の強制発現細胞の強制発現細胞の強制発現細胞の EZH2 ノックダウン時の各候補遺ノックダウン時の各候補遺ノックダウン時の各候補遺ノックダウン時の各候補遺

伝子における発現伝子における発現伝子における発現伝子における発現変化変化変化変化 （n=3、*p<0.05） 

マウス c-kit陽性骨髄細胞に AML1/ETO および AML1/Evi1 を各々強制発現させ、shRNAに

よる EZH2ノックダウンを行い、qRT-PCRにて mRNAの発現を調べたところ、既知の AML1

標的遺伝子のうち、AML1/ETO では PU.1、Mpo、IEX1 が、AML1/Evi1 導入細胞において

は CD41、IEX1 がスクランブル配列を感染させた control群と比較して、mRNAの発現の有

意な上昇を認めた。 
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上述した不死化細胞および各キメラ蛋白質を強制発現させたマウス骨髄細胞

結果をまとめると

においては

合体からのサイレンシングを受ける標的遺伝子の候補として

らの候補遺伝子

確かめることとした。

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 1 AML1/ETO

AML1/ETO

を行った結果

qRT-PCRにて

であり、AML1/Evi1
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化
細

胞
 

強
制

発
現

細
胞

 

AML1/ETO およびおよびおよびおよび

上述した不死化細胞および各キメラ蛋白質を強制発現させたマウス骨髄細胞

をまとめると Table 1

においては PU.1、MPO

合体からのサイレンシングを受ける標的遺伝子の候補として

らの候補遺伝子のルシフェラーゼアッセイを行うことにより、それらの転写活性

確かめることとした。

AML1/ETO

AML1/ETOおよび AML1/Evi1

を行った結果、既知の

にて mRNA

AML1/Evi1

およびおよびおよびおよび AML1/Evi1

上述した不死化細胞および各キメラ蛋白質を強制発現させたマウス骨髄細胞

Table 1のようになる

MPO、IEX1

合体からのサイレンシングを受ける標的遺伝子の候補として

ルシフェラーゼアッセイを行うことにより、それらの転写活性

確かめることとした。 

AML1/ETO およびおよびおよびおよび AML1/Evi1

AML1/Evi1

既知の AML1

mRNAの発現の

AML1/Evi1では、CD41

AML1/Evi1 導入細胞における導入細胞における導入細胞における導入細胞における

上述した不死化細胞および各キメラ蛋白質を強制発現させたマウス骨髄細胞

のようになる。この結果から分かるように、

IEX1が、AML1/Evi1

合体からのサイレンシングを受ける標的遺伝子の候補として

ルシフェラーゼアッセイを行うことにより、それらの転写活性

AML1/Evi1 導入細胞導入細胞導入細胞導入細胞

AML1/Evi1の不死化細胞および強制発現細胞を

AML1 標的遺伝子のうち、

の上昇が認められたのは、

CD41、IEX1
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導入細胞における導入細胞における導入細胞における導入細胞における

上述した不死化細胞および各キメラ蛋白質を強制発現させたマウス骨髄細胞

。この結果から分かるように、

AML1/Evi1 導入細胞

合体からのサイレンシングを受ける標的遺伝子の候補として

ルシフェラーゼアッセイを行うことにより、それらの転写活性

導入細胞導入細胞導入細胞導入細胞におけるにおけるにおけるにおける

不死化細胞および強制発現細胞を

標的遺伝子のうち、

上昇が認められたのは、

IEX1であった。
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不死化細胞および強制発現細胞を

標的遺伝子のうち、不死化細胞と強制発現細胞の両方に

上昇が認められたのは、AML1/ETO

であった。 
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上述した不死化細胞および各キメラ蛋白質を強制発現させたマウス骨髄細胞

。この結果から分かるように、AML1/ETO

においては CD41

合体からのサイレンシングを受ける標的遺伝子の候補として挙げられたため
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上述した不死化細胞および各キメラ蛋白質を強制発現させたマウス骨髄細胞RT
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CD41、IEX1

挙げられたため、次に、これ

ルシフェラーゼアッセイを行うことにより、それらの転写活性

候補標的遺伝子のまとめ候補標的遺伝子のまとめ候補標的遺伝子のまとめ候補標的遺伝子のまとめ

shEZH2でノックダウン
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AML1/ETO 発現細胞発現細胞発現細胞発現細胞においてにおいてにおいてにおいてはははは IEX1 の転写がの転写がの転写がの転写が EZH2 により制御されるにより制御されるにより制御されるにより制御される 

AML1/ETO 導入細胞においては PU.1、Mpo、IEX1 が上記の検討より AML1/ETO および

EZH2 の協調による標的遺伝子と考えられたため、これらの 3 遺伝子のプロモーター領域

で Runtドメインの認識配列（PEBP2サイト）を含む領域をルシフェラーゼ用プラスミド

pGL4.10 にクローニングしてレポーターアッセイを行った。その結果、候補遺伝子のうち

IEX1 のみが EZH2 と AML1/ETO の共発現により相乗的に転写活性が有意に抑制され、

dominant negative EZH2を発現させることによって、転写活性が回復した (Figure 10)。さら

に、mutagenesisによって AML1 結合部位である PEBP2 siteにランダムな変異を挿入して作

成した mutantベクターで同様の実験を行っても、このような転写活性の挙動は認められな

かった。一方で、RT-qPCRの結果から抽出されたその他の候補標的遺伝子である PU.1、

Mpoに関しては、EZH2および dominant negative EZH2による有意な転写活性の変化はみら

れなかった (Figure 12、Figure 13) 。 

上記の結果から、AML1/ETO 発現細胞においては、Runtドメイン依存性に IEX1 遺伝子

プロモーターに AML1/ETO が結合し、EZH2と協調して発現を抑制していることが示唆さ

れた。 

 

AML1/Evi1 発現細胞においては発現細胞においては発現細胞においては発現細胞においては IEX1 の転写がの転写がの転写がの転写が EZH2 により制御されるにより制御されるにより制御されるにより制御される 

AML1/Evi1 発現細胞においても同様のレポーターアッセイを行った。その結果、

AML1/ETO 発現細胞と同様に、候補遺伝子のうち IEX1 のみが EZH2 により転写制御され



 

ることが示唆された

(Figure 14)

上記の結果から、

依存性に

していることが示唆された。
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negative EZH2に各々有意差をもって、低値であった。またこの現象は mutationを挿入した

IEX1 ルシフェラーゼベクターではみられなかった。これは EZH2と AML1/ETO の共発現

によって、相乗的に転写活性の抑制が起こり、dominant negative EZH2を発現させることに

よって、転写活性が回復したことを示唆している。 

 

 

 

Figure 11    AML1/Evi1 発現細胞発現細胞発現細胞発現細胞のののの EZH2 およびおよびおよびおよび dominant negative EZH2 によるによるによるによる IEX1 の転の転の転の転

写活性の変化写活性の変化写活性の変化写活性の変化 

HEK293T細胞において、AML1/Evi1 および各 EZH2プラスミド（EZH2、dominant negative 

EZH2、mock）をそれぞれ co-transfectionし、HEK293T細胞に mockを感染させた細胞を 1

として、各群のルシフェラーゼ活性相対値を算出したところ、EZH2群は mock群、dominant 

Relative luciferase activity *  p<0.05 
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negative EZH2に各々有意差をもって、低値であった。またこの現象は mutationを挿入した

IEX1 ルシフェラーゼベクターではみられなかった。これは EZH2と AML1/Evi1 の共発現

によって、相乗的に転写活性の抑制が起こり、dominant negative EZH2を発現させることに

よって、転写活性が回復したことを示唆している。 

 

 

 

Figure 12     AML1/ETO 発現細胞発現細胞発現細胞発現細胞のののの EZH2 およびおよびおよびおよび dominant negative EZH2 によるによるによるによる PU.1 のののの

転写転写転写転写活性の変化活性の変化活性の変化活性の変化 

HEK293T細胞において、AML1/ETO および各 EZH2プラスミド（EZH2、dominant negative 

EZH2、mock）をそれぞれ co-transfectionしルシフェラーゼ活性を測定したところ、各群で

の PU.1のルシフェラーゼ活性の有意な変化は認められなかった。 

Relative luciferase activity 
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Figure 13     AML1/ETO 発現細胞発現細胞発現細胞発現細胞 EZH2 およびおよびおよびおよび dominant negative EZH2 によるによるによるによる Mpo の転の転の転の転

写活性写活性写活性写活性の変化の変化の変化の変化 

HEK293T細胞において、AML1/ETO および各 EZH2プラスミド（EZH2、dominant negative 

EZH2、mock）をそれぞれ co-transfectionしルシフェラーゼ活性を測定したところ、各群で

の Mpoのルシフェラーゼ活性の有意な変化は認められなかった。 

 

 

 

Relative luciferase activity 
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Figure 14     AML1/Evi1 発現細胞発現細胞発現細胞発現細胞のののの EZH2 およびおよびおよびおよび dominant negative EZH2 によるによるによるによる CD41 のののの

転写活性転写活性転写活性転写活性 

HEK293T細胞において、AML1/Evi1 および各 EZH2プラスミド（EZH2、dominant negative 

EZH2、mock）をそれぞれ co-transfectionしルシフェラーゼ活性を測定したところ、各群で

の CD41のルシフェラーゼ活性の有意な変化は認められなかった。 

 

Relative luciferase activity 
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考察考察考察考察 

今回私は、AML1/ETO および AML1/Evi1 と PcG複合体との結合をもとに、これらのキ

メラ遺伝子が PcG複合体と協調してエピジェネティックな制御を介して転写を制御する標

的遺伝子の同定を試みた。その結果、AML1 の標的遺伝子として知られている 11の候補遺

伝子の中から IEX1 にその可能性があることを突き止めた。 

この IEX1（the immediate early gene X-1）は別名として、IER3 (immediate early response gene 

3) とも呼ばれるストレス誘導遺伝子であり、放射線照射、成長因子、ウイルス感染、炎症

性サイトカインなどにより発現が惹起され、細胞周期の進行およびアポトーシスの調節に

関与する。IEX1 は TNF および Fasに代表される様々なアポトーシス誘発因子により誘導

されるアポトーシスに対してNF-κBシグナルを介して細胞抵抗性に重要な役割を果たすこ

と (35) やあるいくつかの細胞株において細胞周期進行を加速すること (38) が報告され

ている。ただし、その発現は癌種によって、様々な報告があり、固形癌では膵臓癌 (39)や

乳癌(40)で高発現が認められている一方で、ハイリスクの直腸癌 (41)では低下が認められ

る。 

血液腫瘍領域においても同様に、多発性骨髄腫ではその発現が上昇している (42)という

報告がある一方で、初期の MDSにおいて発現の低下が認められる (43-45)という報告も存

在する。このように IEX1 は発癌との関連に対して、論議の分かれる遺伝子であるが、上

記の私の検討では AML1/ETO あるいは AML1/Evi1 はともに PcGと協調して IEX1 の発現

を負に制御していることが示唆された。また、AML1/ETO あるいは AML1/Evi1 発現骨髄細

胞においては IEX1 ががん抑制遺伝子として機能している可能性が考えられる。今後は造
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血器における IEX1 の発現と造腫瘍性との関係について、主に細胞周期やアポトーシスへ

の影響をもって評価する必要があると考えられる。 

今回、候補に選択した 11の標的遺伝子に関しては、いずれも AML1、AML1/ETO あるい

は AML1/Evi1 による直接の制御が知られている遺伝子である。これらの標的遺伝子の転写

は、いずれも AML1 あるいはキメラ蛋白質がその Runtドメインを介して PEBP2サイトに

結合して制御していると考えられる。しかし、それらの制御で EZH2 が関わる標的遺伝子

は IEX1 のみであった。また、AML1 あるいはキメラ蛋白質による標的遺伝子制御には、

PcG複合体以外にも複数の結合タンパク質が関与する。CBFβは AML1 の DNA 結合領域

に結合し、AML1 の安定化と DNA 結合能を強化する(46）。また、p300 と CBP はヒスト

ンアセチル化を介して AML1 の標的遺伝子の発現を誘導する(47）。一方で、転写抑制因子

である mSin3A も AML1 と結合し、AML1 の安定化と標的遺伝子の発現抑制に関与する

が、MAPキナーゼの一つであるERKによりAML1がリン酸化されると、AML1とmSin3A

は解離する（48）。AML1/ETO は DNA 結合能を保持し、野生型 AML1 に対して dominant 

negative に働く。AML1/ETO は C末端側の転写活性化ドメインなどを欠損し、代わりに

ETO 部分が転写抑制因子である N-CoR、HDAC、mSin3A などと結合することにより、

正常 AML1 が転写を活性化する遺伝子の発現を異常に抑制する（49）。AML1/ETO と PcG

複合体が結合することから、PcG 複合体は N-CoR、HDAC や mSin3A などとともに

AML1/ETO による dominant negative な転写制御に関わる複合体を形成する可能性が考

えられたが、複数の標的遺伝子が PcG 複合体により制御されるわけではなく、IEX1 のみ

がその関与を示した。したがって AML1/ETO による転写抑制機構には標的遺伝子ごとに
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異なるエピジェネティック制御因子複合体が関わる可能性が示唆された。この観点から、

AML1/ETO と PcG 複合体の協調によって制御される標的遺伝子は、N-CoR、HDAC や

mSin3A などとは異なる context で制御される可能性が考えられる。同時に、既知の標的

遺伝子以外にも AML1 やそのキメラ遺伝子と PcG 複合体により制御される標的遺伝子が

存在する可能性がある。IEX1のAML1関連標的遺伝子の中での位置づけは不明であるが、

AML1 関連造血器腫瘍の発症におけるその意義についてはさらに検討が必要である。 

また、本研究において、取り扱った 11 の標的遺伝子は先行研究にて AML1 の標的とな

っていることが知られている遺伝子であり、その他にも未知の AML1 標的遺伝子が PcGの

標的になっている可能性も十分に考えられる。 

AML1 関連造血器腫瘍における治療標的としての PcG 複合体に意義について、現時点で

の結論は早急であるが、すでに腫瘍発症に関わることが示されている p19Arf （29）など

の制御には関わらないことから、PcG 複合体の抑制による抗腫瘍効果が十分に得られない

可能性がある。近年、PcG 複合体、あるいは EZH2 の働きを抑制する阻害剤が複数報告さ

れており、いずれも造血器腫瘍に対する抗腫瘍効果が注目されているが、例えば AML で

も subtype によって治療効果が異なるのは、subtype ごとに異なる標的遺伝子の転写制御

に関わっていることが一つの理由として考えられる。AML1 関連造血器腫瘍における PcG

複合体の標的については上記のように解析が現時点では不十分であるが、IEX1 をはじめと

する AML1 関連キメラ蛋白質と PcG 複合体の共通標的のうち、造腫瘍性に関わる鍵分子

が存在すれば、PcG 複合体の AML1 関連造血器腫瘍における治療標的としての意義も深ま

る。 
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