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近年 ､ 白血病細胞 は 白血病幹細胞 と い う限 られ た細胞 集団か ら産生 され ると考えら

れ る ように なり ､ それ らは 正常造血幹細胞 の 持つ 自己複製能や多分化能な ど の ｢ 幹細

胞性｣ を基本的に保持 して い る と考えられ て い る ｡ 本研究で は
､ 成体型造血幹細胞 の

発 生に 不可欠で あり ､
ヒ ト白血病にお い て 最も高頻度に変異を受けて い る R U N X l 遺

伝子 の 不活化が ､ 幹細胞性 の 増強を介 して 如何に 白血病に 関与する の か ､ 特 に白血病

初期ク ロ ー ン の 形成にお ける役割の 解明 を試みた
｡

R U N X l は転写因子 P E B P 2/ C B F の α サブ ユ ニ ッ トで
､

D N A 非結合性β サブ ユ ニ ッ

ト ( P E B P 2 β/C B F β) と -

_
テ ロ ニ 量体 を形成する ｡ そ の D N A 結合領域が D r o s o p h il a

の r u n t 遺伝子産物と高い 相同性 を持 つ こ とか ら､
R u nt - r el at e d g e n e , R t m X と呼ばれ る .

近年 ､ R U N X l の 変異が白血病に 深く 関与する こ とが判明 した こ とか ら､ その メ カ ニ

ズ ム の 解明が注目を浴びて い る｡

ヒ ト白血病に お い て ､ R U N X l 変異の 多く は 染色体転座 で あり ､ 産 生 され る キ メ ラ タ

ン パ ク は対立 遺伝子座 に残存す る 正 常R U m l に対 して 優性 阻害効果 を持 つ
o ま た ､ 近

年点突然変異も 同定 され ､ こ の 変異 体も転写 因子 と して の 正 常機能 を欠 く為 ､ R U N X l

関連白血病 に お い て はそ の機能消失 が 共通 の発 症メ カ ニ ズ ム で あ る と考えられ て い る｡

一 方､ 健 常人 に もキ メ ラ遺伝子が 同定され る こ と､ また , 時期特異的キメ ラ遺伝子導



入 マ ウ ス や R u n x l 欠 損 マ ウス が 白血病 を自然発 症 しな い こ と な どに よ り
､

R U N X l 変異

の みで は 白血病は発 症 せず ､ 協調 的に働く付加 的遺伝子変化 が 必 要で あ る ､ と考えら

れ て い る ｡

これ まで 当研究室 で は ､ R u 耶 1 半数体不全 と協調 的 に働く付加 的遺伝子変異 の 同定 の

為に
､

内在性 レ ト ロ ウイ ル ス を持 つ B X H 2 マ ウス を用 い た レ ト ロ ウイ ル ス 挿入 変異導入

法 が試み られ て 来 た ( B X H 2 1 R u n x l +/ - マ ウ ス 系) ｡ こ の 方法に よ り ､
が ん原遺伝子 R a s

を 活 性 化 す る 変 異 ､ 例 え ば R a s の 負 の 制 御 因 子 で あ る が ん 抑 制 遺 伝 子 Nfl

( N e u r ofib r o m at o si s ty p e 1) の 不活化変異が
､

R u n x l +/ - マ ウ ス に お い て は より起こ りや

す い こ とが 示され て い た . こ れ は
､

ヒ ト白血病 で 従来認 め られ て い た ｢ R t , W X l 機能 消

失 とR A S 経路活 性化 と の 協調性｣ を マ ウス 実験系で も示 唆す る結果 と して 重 要視され

て い たが
､ そ の詳細な機序 は不明で あ っ た

｡

一

方 ､ 本研究 は
､

上記 の Nj7 の 不活化 が起こ っ て い た白血病 マ ウ ス の解析 を更に進

め て行く 中で ､
｢ 白血病発 症前の 早期に ､ 末梢血 の

一

過性 白血球増加 に 対応 して Nf1

不活性化 ク ロ
ー ン が出現 したが存続せずに 消失 した｣ B X H 2 - R u n x l +/ + マ ウ ス を見出 し

た ｡ 上述 の 知見 と合わせ て 考える と､
R u n x l 不 全 の ような何 らか の 遺伝子 異常を同時

に持 っ て いれ ば､
こ の ようなク ロ ー ン の存続は維持され る の で は ない かと予想された ｡

そ こ で ､
ヒ トで の 症例及 び マ ウス 実験系で示 された ｢ R u n x l 機能消失 と R a s 経路活

性化 と の 協調 性｣ を細胞培養系 で実験的に検討 した. R u 7L r l +/ + また は R u 7L X l +/ - B 6 純

系 マ ウ ス か ら骨髄細胞 を採取 し､ G F P を選択 マ
ー

カ
ー

遺伝子 と して 持 つ レ ト ロ ウイ

ル ス ベ クタ ー を用 い て発がん 性変異 R A S を導入 し､
｢変異 R 』S の導入 された造血幹/

前駆細胞｣ を c - K it + G F P + 細胞 と して F A C S (n u o r e s c e n c e a cti v at e d c ell s o rti n g) で採

取 して用 い た｡ 7 日間 の 液体培養 ･ 1 0 日間 の コ ロ ニ ー ア ッ セ イ いずれ の 場合で も ､

変異 R A S に よ る細胞増殖刺激効果は R u n x l +/ 一 状態に よ っ て 更 に促進され る こ とが示

された ｡

上記 の 細胞採取 の 段階で
､ 興味深 い 二 つ の 現象が認 め られ た｡

一

つ は 造血 幹/ 前駆

細胞分画 が
､ 変異 R d S 導入 に よ っ て劇的に減少す る こ と

､ もう
一

つ は R u n x l +/ + に比

べ て R u n x l +/ - 状態で増加 する こ とで あるo 時期特異的 R u n x l 欠失 マ ウス ( R u n x l ノー 状

態) 細胞 を用 い た実験で も ､ これ ら の 二 つ の 現象は同様 に認 められた . こ の i n v it r o

実験で 見 られ た ｢ R u n x l 不全 ( R u 7LX:1 +/ 一 及び R u 7L u -/ -) 状態に お ける造血 幹/ 前駆 細

胞増加｣ は ､ i n vi v o で も見 られ る こ とが確認 され た ｡ すなわち ､
R u n x l -/ - 7 ウ ス 骨髄

の 造血 幹細胞 の 頻度を
､

F A C S に よ る K S L ( c - K it + S e a - 1 + Li n e a g e -) 細胞 及 び sid e

p o p u l ati o n ､ 細胞 培養系 を用 い た I J C -I C (l o n g
-t e n c u lt u r e -i niti ati n g c ell) と い う 3 つ

の ア ッ セイ 系で 解析 したと こ ろ､
い ずれ の ア ッ セ イ で も ､ 幹細胞 分画 が 正 常の 約 2 倍

増加 して い る こ とが示 され た ｡ こ れ ら の 増加 の機序を検討す る為､ ア ポ ト ー シ ス ア ッ

セ イや遺伝子発現解析 ( R T I P C R ､ r e aトti m e P C R ) を行 っ た結果 ､
｢ R u n x l 不全 に よ る
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造血幹/ 前駆 細胞 の 増加｣ は ､ B c12 発現 上昇に よ る細胞 死抵抗性や B m il 発 現増加 を

介 した造血幹/ 前駆細胞 の自己複製能克進 ､ な どに起因す る可 能性 が考えられた｡

他方 ､ 発 が ん性 R a s は基本的に 細胞増殖を刺激するが ､ 同時に p 1 9
4 q

経路 の 活性化

を通 して ア ポ ト
ー シ ス

､
セ ネ ッ セ ン ス (細胞 老化) と い っ た安全装置 (後 述) を惹起

す る こ とも知 られて い る
｡

実際､
R u n x l +/ + c - Ki t + 細胞 - の 変異 R A S の 導入 は非常に

強く p 1 9
4 ゲ

発現上昇を誘導 し
､ また

､
セ ネッ セ ン ス 関連 マ

ー

カ
ー 遺伝子 D e cl と p 1 6

1hk 4 a

の 発現 も誘導 した. ア ポ ト ー シ ス も変異 R A S の 導入 に よ っ て 誘導され ､ 興味深 い こ

とに こ の 影響は全骨髄細胞 に比 べ
､

c - & 什 分画で 顕著に現れ て お り ､ より未熟な細胞

ほ ど変異 凡4 S に よ るア ポ ト
ー

シ ス 感受性 が高い 可能性 を示 した ｡ 以 上 の 知見 は ､ 先

述 の F A C S 結果で示 された ｢ 変異 R A S に よる造血幹/ 前駆細胞 の 劇的減少｣ が
､

こ の

p 1 9
4 げ

経路を介 したア ポト ー シ ス や セネ ッ セ ン ス に起因する可能性 を示唆 して い る o

こ の よう な変異 R d S に よ る影響に対 し ､ R u n x l 不全 はそれ を打 ち消す方 向に働く こ

とが実験結果か ら推測され た｡ すなわち､ 変異 R d S に よる p 1 9
A q

,
D e c l 及 び p 1 6

Ih k4 a

の発現上昇は
､

R u 肪 1 1/ - 細胞 で低く抑えられて い た｡ 元来 ､
B m il が p 1 9

Aゲ及 び p 1 6
Ih k 4 a

の抑制に 関わ っ て い る こ とか ら
､

こ の 抑制効果は おそ らく R u n x l 欠失による B m il 発

現上昇による も の と考えられ る｡ また ､ R u n x l は p l g
4 ザ の 発現 を正 に制御す る こ とが

知 られ ､ その 欠失 の 影響も ､ 変異 R A S 導入 による p 1 9
A d
l
発現誘導の抑制に加担 して い

る 可能性が考えられ る . 変異 R A S は ア ポト ー シ ス
､

セ ネ ッ セ ン ス に加 え
､ 細胞分化

も誘導する こ とが知 られ て い る ｡ 血液細胞 の場合､
マ ク ロ フ ァ

ー ジ - の分化 が促 進 さ

れ るo こ の R A S に よる作用 もまた R u n x l 不 全状態 に より抑制され ､ 骨髄系未分化細

胞 が観察された｡

本来
､

発 が ん性 R a s の ような変異 が起こ る と､ 基本的に細胞増殖が刺激され るo
し

か し､ 同時に細胞自律的に異常増殖を感知 する安全装置が働き ､
ア ポ ト ー シ ス ､ セ ネ

ッ セ ン ス や分化 が誘導され ､ 多く の 場合 ､ そ の 異 常細胞 は 個体内 より排除され て しま

う｡
こ れ はが んに 対する生体側の 初期防御 シ ス テ ム の

一

つ と して近年重要性 が注 目さ

れて おり ､ 前述の B X H 2 マ ウス で観察された ｢ 一

過性末梢血白血球増加｣ と ｢ 早期 の

Nfl 不活化ク ロ ー ン の 消失｣ を説 明 し得るメ カ ニ ズ ム で あると考えられる ｡

本研究 は ､ R t W X l が 造血幹細胞/ 前駆細胞 に お け る安全装置の 維 持 に 不可欠 で あ

り ､ そ の機能不全 は 発が ん 性 R A S を発 現す る白血病初期ク ロ
ー ン の 個体内維 持に積

極的 に 関与する こ とを初め て示唆 した点 で意義深 い o 実際､
ヒ ト白血病 で R U N X l 機

能消失と 且4S 経路活性化が同 時に 見 られ る こ とが多 い理 由 の 一

つ も こ こ に あると考

えられ ､ これ ら の 遺伝子異常の 協調性 を説 明す る新 し い 視点を提 唱 した ､ と言え る｡

がん にお ける ｢ 安全装置の 破綻｣ の 更 なる研究 は ､ 新たな治療開発 - の 糸 口 とな る可

能性が期待され る｡
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