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研究成果の概要（和文）：本研究は、未分化骨髄性白血病に関連したクロマチンリモデリング因
子とヌクレオポリンの融合遺伝子である TAF-I-CAN による細胞がん化機構を明らかにすること
を目的としてすすめた。構築した TAF-I-CAN トランスジェニックマウスを用いて、TAF-I-CAN
が造血細胞の分化を阻害し、幼若な細胞画分を増加させることを見いだした。一度 TAF-I-CAN
により形質転換した細胞から、TAF-I-CAN をノックアウトしても、完全にがん形質が戻らない
ことから、TAF-I-CAN による細胞がん化にはエピジェネティックな変化が関わっている可能性
が考えられた。TAF-I-CAN が核外輸送される転写因子の輸送を阻害し、あるいは転写因子を奪
うことで、NF-κB や CBP による転写を負に制御する可能性も示された。一方、小児の急性リン
パ性白血病において最も高頻度に観察される TEL-AML1 の染色体転座に、RAG による RAG 偽シ
グナル配列依存的な切断が関与している可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to clarify the mechanism of oncogesis by 
TAF-I-CAN generated by chromosomal translocation and associated with undifferentiated 
acute myeloma.  In TAF-I-CAN transgenic mice that we constructed, haemopoietic cell 
differentiation was blocked.  When TAF-I-CAN in the cell that had been once transformed 
by TAF-I-CAN was eliminated, some oncogenic phenotypes were not cancelled, suggesting 
that an epigenetic change(s) is involved in cell transformation by TAF-I-CAN.  TAF-I-CAN 
was found to inhibit NF-κB- and CBP-mediated transcription by their being mislocalized and 
squelched, respectively, by TAF-I-CAN.  In addition, we found the possibility that RAG 
proteins and their cryptic signal sequences are involved in translocation for generation of 
TEL-AML1. 
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１．研究開始当初の背景 
 本研究でその機能解析の対象となる
TAF-I/SET-CAN/Nup214（以後 TAF-I-CAN と表
記）は、未分化骨髄性白血病に関連した染色
体転座部位に同定されたクロマチンリモデ
リング因子とヌクレオポリン融合遺伝子産
物である。TAF-I-CAN 融合遺伝子による細胞
がん化のメカニズムを明らかにすることを
目的とした本研究を計画するにあたり、以下
の研究成果が得られていた。すなわち、
TAF-I-CAN の正常細胞の形質転換能について
は、3T3 細胞への遺伝子 DNA 導入により足場
非依存性増殖能、低血清での増殖およびヌー
ドマウスでの造腫瘍能が認められ、この融合
遺伝子ががん遺伝子であることが実証され
ていた。細胞がん化の分子機構の理解のため
の手掛かりとして、TAF-I-CAN がすくなくと
も CAN の活性の一部を保持したまま、TAF-I
や CANとは一部異なる細胞内局在を示すこと
が示されていた。その結果、核外輸送に関わ
る hCRM1 の局在変化をまねき、NES タンパク
質や mRNA の核外輸送に変調をもたらすこと
が明らかとなっていた。融合遺伝子を形成す
るパーツである TAF-I は、我々がアデノウイ
ルスクロマチンの構造変換を介して複製と
転写を誘起する因子として同定した宿主細
胞因子である。TAF-I は、ヒストンシャペロ
ン／酸性分子シャペロンの一員でありクロ
マチンのリモデリングとアセンブリー活性
を持つのみならず、強力なプロテインフォス
ファターゼ 2A（PP2A）の阻害活性を持ってい
ることを明らかにしてきた。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、新たながん化機構の解明

を念頭に、未分化骨髄性白血病に関連したク
ロマチンリモデリング因子とヌクレオポリ
ンの融合遺伝子による細胞がん化機構を明
らかにすることにある。その範疇の融合遺伝
子として、我々が同定したクロマチンリモデ
リング因子の一つである TAF-I（Template 
Activating Factor-I）/SET をコードする遺
伝子と核膜孔構成成分である CAN/Nup214 を
コードする遺伝子の融合遺伝子である
TAF-I-CAN を対象とした。さらに、小児の急
性リンパ性白血病において最も高頻度（約
25%）に観察される TEL-AML1 を対象として、
白血病でよく見られる染色体転座そのもの
の分子機構を明らかにすることを目的とし
た。 

 
 

３．研究の方法 
(1) 個体レベルで TAF-I-CANの機能を検討す
るため、TAF-I-CAN 遺伝子を持つトランスジ
ェニックマウス（Tg マウス）を作成した。プ

ロモーターには赤芽球系及び巨核球系細胞
で活性のみられる GATA-1 プロモーターを用
いた。マウスの解析では、末梢血の血球数測
定、および骨髄細胞の FACS 解析を行った。 
 
(2) 培養細胞で TAF-I-CANの細胞がん化機構
を調べるため、マウス繊維芽細胞 NIH3T3 細
胞を用いて TAF-I-CAN恒常発現株を構築した。
発現抑制には、RNAi 法と Cre-loxP システム
を用いた。RNAi 法では TAF-I と CAN のつなぎ
目を認識する siRNAを恒常的に発現するベク
ターを導入することで、TAF-I-CAN の発現抑
制を行った。また、Cre-loxP システムでは、
loxP 配列で cDNA の両側を挟んだ TAF-I-CAN
発現ベクターを用いて TAF-I-CAN発現細胞株
を作成した後、Cre リコンビナーゼを発現さ
せて TAF-I-CAN の cDNA 配列を除き発現抑制
をした。細胞がん化能は、コロニー形成アッ
セイおよび低濃度血清条件での増殖を調べ
た。 
 
(3) TAF-I-CAN の転写に与える影響を検討す
るため、培養細胞にレポーター遺伝子と共に
TAF-I-CAN 遺伝子を導入し、レポーターアッ
セイを行った。また、間接蛍光抗体法によっ
て TAF-I-CANによる他の因子の細胞内局在へ
の影響を検討した。 
 
(4) V(D)J 組換えに関わるタンパク質である
RAGのTEL-AML1の形成への関与の有無を明ら
かにするため、TEL、および AML1 遺伝子座で
の RAG 依存的な DNA 切断について解析実験を
行った。ヒト RAG-1 と RAG-2 を過剰発現させ
た細胞に、TEL および AML1 遺伝子座の染色体
転座点付近の配列 1-2 Kbp を組込んだベクタ
ーを導入し、それらの組換え効率を測定し、
組換え産物の塩基配列を決定した。さらに細
胞内染色体上の TEL 転座領域における RAG 依
存的な DNA 切断も検討した。試験管内再構成
系では、精製 RAG タンパク質を調製し、
TEL-AML1 染色体転座における転座領域の切
断点付近への結合能や片鎖切断の導入効率
を調べた。 
 
 
４．研究成果 
(1) 個体レベルでの TAF-I-CAN の機能解
析：個体レベルで TAF-I-CAN の機能を検討
するため、赤芽球系、及び巨核球系細胞で
活性のみられる GATA-1 プロモーターに
TAF-I-CAN を挿入したトランスジェニック
マウス（Tg マウス）を構築したところ、顕
著な血小板減少が認められた。加えて、大
球性貧血が認められたラインも出現し、ま
た脾臓の増大が観察された。骨髄細胞の
FACS 解析を行った結果、Tg マウスでは骨髄
細胞数の増加と骨髄前駆細胞の割合の増加



が認められた。一方、赤芽球系の細胞分化
において、前駆細胞より分化が進行したス
テージの細胞群の割合が減少していた。従
って、TAF-I-CAN の発現によりマウス造血細
胞において造血細胞の分化が阻害され、幼
若な細胞画分の増加が生じた可能性が考え
られる。また、白血病患者においては染色
体転座により TAF-I と CAN の発現量が半分
になっていることから、TAF-I-CAN の発現だ
けでなくそれぞれの遺伝子の発現量の低下
も細胞がん化に関与する可能性が考えられ
る。そこで TAF-I 遺伝子へテロマウスと Tg
マウスをかけ合わせ、TAF-I 遺伝子へテロ
Tg マウスを作成したところ、白血病の発症
は観察されなかったが、更なる血小板減少
と貧血が観察され、著しく生存期間が減少
した。このことから、白血病患者において
は TAF-I の発現量の低下も細胞がん化に関
与することが推測される。 
 
(2) 細胞レベルでの TAF-I-CAN の機能解
析：TAF-I-CAN による細胞がん化機構を明ら
かにする目的で、TAF-I-CAN で形質転換した
細胞でのTAF-I-CANの発現抑制を行なった。
遺伝子発現抑制には siRNA 法および
Cre-loxP システムを用いた。その結果、
TAF-I-CAN で形質転換した際に獲得した足
場非依存的な増殖能を失い、低血清培地存
在下における細胞死も誘導されるようにな
ったが、低血清培地存在下での細胞増殖能
は維持されていた。これらの結果は、
TAF-I-CAN が足場非依存性増殖能に関わる
と考えられているG1/S期のチェックポイン
トおよびアポトーシス経路の破綻に直接的
に関与する可能性を示している。細胞周期
およびアポトーシス経路の異常を引き起こ
す機能は、TAF-I-CAN による細胞がん化の過
程に密接に関わっている可能性がある。加
えて、TAF-I-CAN による細胞がん化には、低
濃度血清下での増殖能で観察されたような
エピジェネティックな機構が存在する可能
性も示された。更に、マイクロアレイ解析
を行なったところ、発現量に変動の見られ
た遺伝子の中には、TAF-I-CAN 発現細胞で
TAF-I-CAN の発現を抑制した際、非発現細胞
での発現量とほぼ同程度まで戻ったものが
ある一方、TAF-I-CAN 発現細胞とあまり差異
が見られないものも存在した。これらの結
果からも、TAF-I-CAN による細胞がん化には
エピジェネティックな変化が関わっている
可能性が考えられる。 
 

(3) TAF-I-CAN の分子機能解析：構成因子で
ある CAN は核膜孔タンパク質であり、
TAF-I-CAN が有する CAN 機能により一部の
細胞内輸送が阻害されることがこれまでに
報告されている。TAF-I-CAN は CRM1 結合領

域であるFGリピート領域を保持したまま核
に局在することから、発現細胞では核膜で
の CAN の機能が阻害される可能性が考えら
れる。そこで、核外輸送シグナルを有する
内在性タンパク質IκBおよびNF-κBp65の細
胞内局在を免疫染色法により観察したとこ
ろ、正常細胞での IκB と p65 の局在は細胞
質であるのに対し、TAF-I-CAN が発現してい
る細胞では IκB あるいは p65 の一部は核に
局在が観察された。このことから、
TAF-I-CAN が発現している細胞ではタンパ
ク質の核外移行が一部阻害されていること
が明らかとなった。そこで、IκB および p65
の局在変化が転写に与える影響を検討する
ため、レポーター遺伝子を用いてその転写
活性能を測定したところ、正常細胞で観察
される TNF-α添加による NF-κB の転写活性
化能が TAF-I-CAN が発現している細胞では
抑制された。この転写抑制能は FG リピート
領域を除いた欠損変異体を用いた実験では
見られなかったことから、CAN の FG リピー
ト領域に依存していることが明らかとなっ
た。TNF-α添加時における IκB の局在を観察
したところ、正常細胞では IκB の局在は
TNF-α非添加時と変わらず細胞質で、その発
現量は減少していたのに対し、TAF-I-CAN
が発現している細胞では IκB の核への局在
が観察された。以上の結果から、TAF-I-CAN
の発現により NF-κB の転写活性化能が抑制
された原因は、正常細胞では IκB の分解が
細胞質で起こるが、TAF-I-CAN によって IκB
が核に蓄積して分解されなくなったためで
はないかと推測される。次に、CBP を介した
転写におけるFGリピート領域の影響を観察
した。CMV エンハンサーあるいは GATA-1 結
合配列をエンハンサーとして有するレポー
ター遺伝子は CBP の発現に依存して転写が
活性化される。TAF-I-CAN を CBP とともに発
現させ、レポーター遺伝子の活性を観察し
たところ、CBP に依存して活性化された転写
の抑制がみられた。さらに CBP と TAF-I-CAN
は相互作用し、TAF-I-CAN の量依存的に CBP
と転写因子との相互作用が弱まった。これ
らの結果から、TAF-I-CAN が NF-κB や CBP
による転写を抑制する可能性が明らかとな
った。 
 

(4) TEL-AML1 染色体転座の分子機構：
TEL-AML1 染色体転座の転座部位近傍には、
V(D)J 組換えのシグナル配列に類似した配
列が複数存在することからTEL-AML1染色体
転座形成機構に V(D)J 組換え反応が関与し
ている可能性が示唆されている。V(D)J 組換
えは抗原受容体遺伝子の多様性を生み出す
体細胞組換えであり、リンパ球細胞特異的
に発現が観察される RAG 組換え酵素が組換
え反応の実行因子として機能するが、RAG



の誤った DNA 認識による異常な V(D)J 組換
え反応が染色体転座を引き起こす可能性が
示唆されている。そこで培養細胞における
V(D)J 組換えアッセイ系を用い、TEL-AML1
および他の様々な染色体転座の切断点密集
領域における RAG 依存的な組換え反応の有
無について検討した。その結果、TEL-AML1
の転座領域 DNA 間において RAG 依存的な組
換えが検出された。また、RAG を過剰発現さ
せた293T細胞の細胞核内染色体上のTEL転
座領域においても RAG 依存的な 2 本鎖 DNA
切断が観察され、さらに RAG 複合体が TEL
転座密集領域のクロマチン DNA に結合して
いることが明らかとなった。TEL-AML1 染色
体転座の転座領域の DNA 断片と RAG 組換え
タンパク質を用いた、試験管内再構成系に
よる実験の結果、RAG が TEL および AML1 の
転座領域 DNA 断片に片鎖切断を導入するこ
と、また、一部の RAG 依存的切断箇所には
V(D)J 組換えのシグナル配列に類似した配
列が多数存在し、RAG はそれらの偽シグナル
配列に結合および切断することが明らかと
なった。これらの結果から、急性リンパ性
白血病に属するTEL-AML1の染色体転座形成
にRAGが関与している可能性が示唆された。 
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