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《要旨》

1 2p 1 3 型染色体転座 は ､ 白血病 お よ び骨髄異形成症候群にお い て 高

頻度に 出現す る転座 の
一

つ で あり ､
12 p 1 3 上 に存在す る T E L( E T V 6) 遮伝子

が種 々 の チ ロ シ ン キナ - ゼ遺伝子や ホ メ オ ボ ッ ク ス 遺伝子 等 と融合遺伝

子を形成す る ｡
T E L は E T S フ ァ ミ リ

ー に属する転写因子 で あ り ､
2 つ の

機能 ドメ イ ン を有す る ｡ すなわ ち ､ c 末端 の E T S ドメ イ ン は特異的 D N A

配列( E T S bi n di n g site ; E B S)
- の 結合を介 して 転写調節を行 い

､ N 末端 の

H L H (h eli x -l o o p
- b eli x) ドメ イ ン は ホ モ ニ 量体ある い は - テ ロ ニ 量体形成

を担う｡ ま た ､ T E L は転写抑制因子 と して 機能す ると考え られ て お り ､

標 的遺伝子 と して B cl - X L ,
F li - 1

,
St r o m ely si n

-1
,
I d - 1 が 知 られ て い る ｡
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本研究 で は ､ in v(1 2)(p 1 3 q 1 3) を唯
一

の 染色体異常 と して 有す る急性

骨髄性 白血 病 ( F A B 分類 : M 2) の 骨 髄単核球 か ら ､ 新規融合遺伝 子

T E L/p r o t ei n ty ro si n e p h o sp h a t a s e r e c ep t o r ty p e R ( P T P R R) をク ロ ー ニ ン グ し

た ｡ p T P R R は 主 と し て脳 , 子宮 , 小腸 に発現 し て い る受容体型チ ロ シ ン

ホ ス フ ァ タ - ゼ で ある が ､ T E L , 関連融合遺伝子 の 相手遺伝子 と して ホ ス

フ ァ タ - ゼ遺伝子を同定 した の は ､ 本研究 が最初 で ある｡

上 述 の 染色体転座 が 1 2 p 1 3 に絡ん で い る こ とか ら ､
T E L 遺伝子 が

再構成 を受 け て い る 可能性 を考慮 した ｡ まず ､ T E L , 遺伝子 に対す る プ ロ

ー ブ を用 い て fl u o re s c e n c e i n sit u h y b ri di z a ti o n ( F I S H ) 法を行 っ た と こ ろ ､

同遺伝子 の イ ン ト ロ ン 5 ある い は 6 に切断点 が存在す る こ と が判明 した ｡

次 に ､ 骨髄単核球 か ら抽出 した c D N A に対 して 3
'

- r a pid a m p lifi c a ti o n o f

c D N A e n d s ( R A C E) 法を行 い
､
T E L の エ ク ソ ン 1 に対す る プ ラ イ マ ー と 3

'

末端 の ア ダプ タ ー プ ラ イ マ ー を用 い て p oly m e r a s e c h ai n r e a c ti o n ( P C R) 法

に よ り未知 の 融合遺伝子 を増幅 した
｡ 塩基配列を解析 した 結果 ､

T E L 通

伝 子 の エ ク ソ ン 4 と p T P R R 遺伝子 の エ ク ソ ン 7 が融合 して い る こ とが 判

明 した ｡ 患者骨髄単核球 よ り抽出 した m R N A を用 い て re v e r s e tr a n s c d p t a s e -

P C R 法 に よ り T E u P T P R R を増幅す る と ､ 異なる サイ ズ の P C R 産物 を検

出す る こ と か ら ､ 同 キ メ ラ遺伝子 は al te rn ati v e s pli c i n g に よ り複数 の c D N A

i s ofb m を形成す る と考えた ｡ 塩基配列を解析 した結果 ､
10 種類 の i s of b m

を 同定 した が ､ p T P R R 遺伝子 の エ ク ソ ン 7 お よ び 8 を欠 い た is o fo rm の み

が i n 一 缶a m e で あり ､ T E L の N 末端領域と p T P R R の C 末端領域が 融合 し

た キ メ ラ 蛋 白( T E L/P T P R R) を コ ー ドす る と推定さ れ た ｡ 残 り の 9 種類 は ､

fr a m e s hift に よ り T E L の N 末端領域 の み を発現す る と考えられた ｡ 骨髄
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単核球 で は ､ T E L の エ ク ソ ン 1 - 4 の み を コ
ー ドす る短縮型 (t T E L ,) お よ び

T E L / P T P R R が優位に発現 して お り ､ 両者 の 機能解析を通 じて i n v( 1 2) 型白

血 病 の 発症機構 の解明を試 み た ｡

E B S が タ ン デ ム に 配置さ れ た レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ドを
一

過性 に

H e L a 細胞 に導入 して ル シ フ ェ ラ
ー ゼ ア ッ セ イ を行 っ た と こ ろ ､ 野生型

T E L は既報 どお り E B S 特異的か つ 用量依存性 の 転写抑制機能を示 した ｡

一

方 ､ t T E L と T E L/ P T P R R は E T S ドメ イ ン を欠 い て お り ､ 過剰発現さ せ

て も ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活性 は変化 し な か っ た ｡ 次 に 野 生型 T E L 発現 下 で

t T E L ある い は T E L m P R R を共発現させ た と こ ろ ､ 野生型 T E L に よ る転

写抑制能 は d o 血 n a n t - n e g ati v e に阻害さ れ た ｡ こ の d o 血 n a n t - n e g ati v e 効果

の 機序 を解明す べ く ､ さらに以下 の 解析を行 っ た ｡

N I H 3 T 3 細胞 に野生型 T E L
,
t T E L ある い は T E L m P R R を過剰発現

させ る と ､ 野生型 T E L が核に局在す る の に対 して ､ t T E L と T E L rP T P R R

は 細胞質優位 に存在 した ｡ 次 に ､ 野生型 T E L を t T E L ある い は T E L 仲T P R R

と 共発現させ る と ､ 野生型 T E L は核 と細胞質に均等 に分布 した ｡
こ れ は ､

新規に産生され た野生型 T E L の 核内移行をt T E L と T E L 仲T P R R が 阻害し

た結果 で あ る と解釈され る ｡ また ､ 野生型 T E L は L y s
99

で S U M O - 1 に よ

る翻訳後修飾 を受け ､ C R M l 依存性核外輸送 の 標的 と なる こ とが 既 に報

告され て い る が
､ 本研究 で は C O S - 7 細胞 で の 過剰発現系を用 い て ､ t T E L

と T E L /P T P R R も S U M O - 1 に よ り修飾され る こ と を確認 した ｡ さ らに ､

t T E L と T E L/ P T P R R は H L H 領域を有し ､ 野生型 T E L と i n vi v o で ヘ テ ロ

ニ 量体 を形成す る こ とが 免疫沈降法 で 示 され た ｡ 以 上 の 結果 を総合す る

と ､
t T E L と T E L m P R R は野生型 T E L と の 直接結合を介 して 核内移行 の
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阻害お よ び 核外輸送 の 調節を行う こ と が推定され る ｡ I n v( 1 2) 陽性 白血病

細胞 で 同様 の 現象が み られ る か を検討す べ く ､ 核 と細胞質に画分され た

蛋白抽出液 を調製 して 内在性 T E L の 局在を評価 した ｡ そ の 結果 ､ i n v( 1 2)

陰性細胞 で は 核優位に局在 し た の に対 して ､ i n v(1 2) 陽性 白血病細胞 で は

細胞質 の み に存在 し た ｡

放射能 ラ ベ ル した E B S プ ロ ー ブを用 い て ゲ ル シ フ トア ッ セ イ を行

っ た と こ ろ ､ 野生型 T E L は 既報 どお り E B S に結合 し た が ､ t T E L と

T E L/ P T P R R は結合 しなか っ た ｡ 次 に ､ 野生型 T E L の 蛋白抽出液に t T E L

あ る い は T E L 仲 T P R R の 蛋白抽出液を混 ぜ て ア ッ セ イ を行 っ た と こ ろ ､

T E L/ P T P R R の 場合 の み 野生型 T E L の E B S 結合能が 阻害され た ｡

I n v( 1 2) 型白血病 で 産生され る これ ら の 異常蛋白質が ､ T E L の 標的

遺伝 子 の 発現 に対 して も d o 血 n a n t - n e g ati v e 効果を発揮す る か検討す べ く ､

N I H 3 T 3 細胞 に野 生型 T E L を恒常的 に発現させ ､ 内在性 B c トⅩ L 蛋 白量 を

ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト解析 に て 評価 した
. 野生型 T E L の 恒常発現株 は m o c k

と 比較 して B c トⅩL が低 下 し て い る が ､ t T E L ある い は T E U P T P R R を
一

過

性 に過剰発現させ る と B c トⅩL が m o c k と同 レ ベ ル ま で 回復 した ｡ こ の こ

と か ら ､ 野生型 T E L に よ る B cl - X L 遺伝子 の 転写抑制機能 に対 して ､ tT E L

と T E L/ P T P R R が d o 血 n a n ト n e g a ti v e 効果 が 示す こ とが 証明さ れ た ｡

T E L /P T P R R キメ ラ 蛋白 の P T P R R 部分は ホ ス フ ァ タ - ゼ ドメ イ ン

の ほ ぼ全長 を有 して お り ､ 酵素活性 が残存 して い る 可能性 が考え られ る｡

p
- N P P を基質と し て in vit r o で ホ ス フ ァ タ - ゼ ア ッ セ イ を行 っ た と こ ろ ､

陽性 コ ン ト ロ
ー

ル の 野 生型 p T P R R は酵素活性 を認 め た が ､ T E L m P R R

は ホ ス フ ァ タ - ゼ 活性を示 さなか っ た ｡
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最後 に ､ t T E L あ る い は T E L m P R R を恒 常的 に 過剰 発 現す る

u T 7 / G M 細胞株 を樹 立 して ､ そ の 生物学的機能 を検討 した ｡ u T 7/ G M 細

胞 は 急 性 骨 髄 性 白 血 病 ( M 7) 由 来 の 細 胞 株 で あ り ､ g r a n u l o c yt e

m a c r o p h a g e
-

c ol o n y sti m ul ati n g f a c t o r ( G M - C S F) 依 存性 に 増 殖 す る ｡

G M - C S F 存在下 で ､ t T E L 発現株 と T E L m P R R 発現株 の 増殖速度は ､ m o c k

よ り も若干速か っ た ｡ 次 に ､ G M
- C S F 非存在下 で培養す る と ､

m o c k と

t T E L 発現株 は 死滅 した が ､ T E U P T P R R 恒常発現株 は 6 0 日 間 の 観察期

間 を超 え て も緩徐 に増殖 した ｡
こ の 現象を説明す べ く ､ 種 々 の 細胞 内悼

報伝達経路 を担う蛋白質 の リ ン酸化 レ ベ ル を評価 した ｡ そ の 結果 ､ t T E L

お よ び T E L /P T P R R 過剰発現株 で は ､ 増殖因子 の 非存在下 で も S T A T 3

の リ ン 酸化 が 保 た れ て い る こ と が 判 明 し た ｡ こ の 結果 は ､ t T E L と

T E L/ P T P R R が S T A T 3 を介 して J A K /S T A T 経路を活性化す る こ と に よ

り ､ 細胞増殖 に有利に働く こ と を示唆す る ｡ しか し ､ t T E L 恒常発現株 は

増殖因子枯渇 に よ り死 滅す る こ と を鑑 み る と ､ T E U P T P R R は さ ら に 別

の 情報伝達経路を活性化 して G M
- C S F 非依存性増殖を獲得す る 可能性 が

高 い
｡

以上 ､ 本研究 で はi n v( 1 2)(p 1 3 q 1 3) 陽性 の 急性白血病 よ り新規融合遺

伝子 T E L / P T P R R を ク ロ ー

ニ ン グ して ､ そ の 結果産生され る t T E L と

T E L 伊 T P R R の 機能解析 を行 っ た ｡ こ れ ら の 異常蛋 白質 は 野 生型 T E L の 癌

抑制機能 に対 して d o 血 n a n t - n e g ati v e に作用す る だ けで なく ､ S T År3 を介

した J A K /S T A T シ グナ ル 伝達経路を活性化させ る こ と に よ り ､ 白血病発

症 に寄与す ると考えられ た ｡
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