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【は じめに】

A M L l ( a c u t e m y e l o i d l e u k e m i a 1) は
､

ヒ トの急性骨髄性白血病 に認 められ る t (8 ; 2 1) 転座

の 転座切断点か ら単離された遺伝子 で あり ､
R u n x l

,
C B F α 2

,
P E B P 2 α B とも呼ばれる o A M L l をま

シ ョ ウジ ョ ウバ エ の 体節形成調節遺伝子 r u n t と相同性 を持 つ r u n t ドメ イ ン を有 し
､

A M L 2 (R u n x 3) ,
A W L S (R u n x 2) ととも に ､

R u n x 転写因子 フ ァ ミリ ー

に属す るo こ れ らは r u n t ドメ

イ ン で D N A 及 び共通 の β s u b u n i t で ある C B F β(P E B P 2 β) と結合 し､ 標的 D N A の発現を調節する

転写因子 と考えられ て い る
､､

｡

A M L l ノ ッ ク ア ウト マ ウス セは卵黄嚢で の 旺型赤血球造血 は開始されるも の の
､ それ に続く

成体型造血 が欠如 して おり
､

そ の ため A M L l ノ ッ クア ウト マ ウス は胎 生 1 2 . 5 日に死 亡する
.

｡
こ

の こ とは A M L l が成体型造血 の開始に必須の役割を果た して い る こ とを示 して い るo

こ の研究で は
､ 成体型造血 の 始原 と考え られて い る傍大動脈臓側 中医薬(p a r a

-

a o r t i ｡
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s p l a n c h n o p l e u r a
, 以下 P - S p) 領域 の培養系を用 い て ､

A M L l ノ ッ ク ア ウ ト マ ウス の 造血障害を

試験管内で 再現 した ｡
こ の P - S p 培養系と レ ト ロ ウイ ル ス による遺伝子導入 法を組み合わせ る

こ とに より ､ 造血発生 に必要 な A M L l の機能 ドメイ ン を詳細に解析 した ｡ また ､ 造血発生 にお

ける R u n x 転写因子間 の機能重複 の存在も明-らかに した ｡

【材料お よ び方法】

マ ウス

c 5 7 B L/ 6 - b a c k c r o s s した A M L I w t / n u ll ( + / -) の オ ス マ ウス とメ ス マ ウス と交配 し､ 性交後

9 . 5 日 の 胎仔を実験にもち い た ｡

P - S p 培養法

胎生 9
.
5 日 の胎仔か ら p - s p 領域を採取 し､ 造血支持能 を持 つ O P 9 細胞上 で培養 した ｡ 胎仔

の頭部を用 い て P C R に より遺伝子型 を決 定 し
､

A 姐ノ1 欠損 p I S p に A M L l ある い は A M L l 変異体の

c D N A を組み 込 ん だ レ ト ロ ウイ ル ス を感染させ たo
4 日後に通 常の培地 に交換 し

､
血液細胞 が

産生され る か どうか を観察 した｡ 産生 され た血液細胞 は 1 4 日後に 回収 し
､

コ ロ ニ ー

ア ッ セ イ

及 び フ ロ
ー サイ■トメ トリ ー により解析を行 っ た ｡

レ ト ロ ウイ ル ス ベ ク タ ー とそ の感染方法

A M L l お よ び A M L r 変異体の c D N A は p M Y -/ I R E S - E G F P レ ト ロ ウイ ル ス ベ ク タ
ー

に挿入 した
■

o
こ

れ ら の レ ト ロ ウイ ル ス ベ ク タ ー を p l a t- E パ ッ ケ ー ジン グ細胞 に t r a n s f e c t i o n し
､ ウイ ル ス を

産生 させ た ｡ 培養上清を p ol y b r e n e ととも に P
-

S p 培養系 に加 え､ 感染すなわち遺伝子導入 を

お こ な っ た ｡ ._.

【結果】

A M L l 欠 損 p - s p の培養結果

A M L l の ノ ッ クア ウト マ ウス は胎生期に成体型造血が完全 に欠 如 して 死 亡するが
､

こ の 現象

を試験管内 で再現するため
､ 成体型造血 の 始原 と考えられ て い る P - S p の 培養をお こ な っ た o

野生型 マ ウス 及び A M L l (
-

/ -) マ ウス より単離 した P - S p 領域を造血支持細胞 o p 9 上で 培養 した

とこ ろ､ 野生型 p - s p 領域か らは多数の 血液細胞が産生 された の に対 し
､

A M L l 欠損 p - s p 領域

か らは全く 血液細胞 が産生され なか っ た｡ (図 1
､

上段)
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A M L l 遺伝子 の 導入 に よる造血発生能 の 回復

培養中の A M L l 欠損
'
p - s p 領域に レ ト ロ ウイ ル ス をもち い て A M L l 遺伝子 を導入 したと こ ろ､

野生型 と同様 の血球産生 が回復 した｡ ( 図 1
､ 下段) こ の r e s c u e された血液細胞 は

､ 野生型同

様 の コ ロ ニ ー 形成能 を持 ち
､

c D 4 5 な ど の血 液表面 マ
ー

カ
ー

も発現 して い た ｡

次に造血発生 に 必要な A M L l の機能 ドメイ ン を同定するため に
､ 様々 な A M L l の変異体を レ ト

ロ ウイ ル ス に より導入 し
､ 同様 の 実験を行 っ た ｡ そ の結果 ､ (1) A M L l の 血球産生能に は D N A 結

合に重要 な R u

_
n t ドメイ ン と C 端の 転写活性化 ドメ イ ン が重 要で ある こ と

､ (2) 対照的に A M L l

によ る転写抑制に関与す ると言われ て い る ドメイ ン( m s i n 3 A 結合 ドメ イ ン及び V W R P Y m o t i f)

は必要 な い こ と ､ (3) 骨髄異形成症候群 (M D S) の 患者よ り同定された点突然変異を有する A M L l

変異体(R 1 3 9 G)
■
はそ の造血回復能を失うこと

､ (4) リ ン 酸化や ア セ テル 化をうける部分を変異さ

せた A M L l 変異体(s 2 4 9 / 2 6 6 A 及 び K 2 4 / 4 3 R) は造血能を保持 して い る こと
､

が明 らか とな っ た ｡

( 図 2)

A M L 2 (R u n x 3)
､

A M L 3 (R u n x 2) 遺伝子 の 導入 に よる造血発生能 の 回復

A M L l は転写因子 R u n x フ ァ ミリ ー

に 属する遺伝子 で あり ､
ヒ トで は A M L l (R u n x l) の他 に

､ 骨

形成に必須の 遺伝子 で ある R u n x 2 (A W L S)
､ 胃癌や神経 の発達に関わ る R u n x 3(A M L 2) が存在す る o

同様 の 実験系 を用 い て A M L l 欠 損 p - s p に A M L 2
､

A M L 3 を導入 したと こ ろ
､

A M L l 同様に血球産 生

が 回復 した ｡

【考察】

今回私 臥 成体型造血 の 始原 と考えられ て い る P
-

? p 領域と造血支持細胞 o p 9 の 共培養に よ

り
､

A M L l ノ ッ ク ア ウト マ ウス で 認 める成体型造血 の欠 如 を試験管内で 再現する こ とに成功 し

たo また
､

こ の P
-

S p 培養系 と レ ト ロ ウイ ル
.

ス によ る遺伝子 導入 を組み合わせ る こ とに より
､

A M L l 変異体 の造血 能を初代培養 の 系で簡便 に調 べ る こ と の でき る実験系を確立 した ｡

こ の 実験系 を用 い て ､ 様 々 な A M L l 変異体 の 造血能 を調 べ た と こ ろ､
A M L l の 造血能はそ の転

写活性化能と密接に 関連す る こ とが明 らか とな っ た ｡ また
､ 造血発生 におけ る R u n x 転写 因子

間の機能重複の 存在も示すこ とがで きた ｡

こ の 実験系 を用 いれ ば ､
A M L l の 様々 な機能を生体に近 い 条件で 効率よく解析する こ とが可

能で あり ､ 今後の A M L l 研究 の発展に大きく寄与す るも の と考えて い る｡
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図1

(A) 正 常な マ ウ ス の P- S p は多数 の 血球を産生する
｡

( B) A M L l 欠損 マ ウ ス より採取 した P- S p は ､
血球を産生す る こ とが できな い

｡

( C) AM L l 欠損 P - S p に レ ト ロ ウイ ル ス を用 い て A 岨.1 を再導入すると ､ 血球産生能が回復する
o

(D) A M L l 欠損 p -s p に べ クタ
- の み を感染さ せ たもの で は

､
血球の 産生 を認 めな い

o

r
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図2

R u n t ドメ イ ン(R u n t) 及 び転写活性化 ドメ イ ン(A D) を持 つ もの は造血能を有するが
､ それ らを欠損 した

も の 及び D N A 結合能を失 っ た変異体(R 1 3 9 G = MI)S の 症例より発 見) は ､ 造血能を欠 い て い る
o

一

方､ リ ン

酸化やア セ チ ル 化 を受けな い変異体は
､ 造血能を保持 して い る

｡

R u n t : r l m t ドメ イ ン
､

m : m S i n 3 A 結合 ドメ イ ン
､

A D : a c t i v a t i o n ドメ イ ン
､

I D : i n hi bi t ｡ r y ドメ イ ン

V W R P Y : V W R P Y m o t i f
､

S 2 4 9/ 2 6 6A : リ ン酸化され な い変異体 ､
K 24 / 4 3 R : ア セ チ ル化され な い変異体
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