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本研究課題 ｢MELIS-EVH 遺伝子群による白血病発症機構の解析｣は,森下ら

が行ってきた20年に及ぶ EVH あるいは MELlを原因遺伝子とする難治性白血

病に関する一連の研究に連なる検討であり,多くの類似点をもつ両者に共通す

る白血病発症機構を解明することが目的である.

1988年,森下らはマウス白血病におけるウイルス感染による白血病発症機構

の解析から,白血病ウイルスのゲノム挿入により転写活性化 した宿主側の遺伝

子 EVIl(旦cotropic竺iral主ntegrationsite-1)を単離 した (MorishitaKet

al,Cell,1988)(図 1A).その後,ヒト白血病において3q21q26症候群における

t(3;3)(q21;q26),あるいは inv(3)(q21;q26)染色体転座によるEVIlの異常発

現 を突 き止 め, ヒ ト白血病の責任遺伝子候補であることを明 らかに した

(MorishitaKetal,PNAS,1992)(図 1B).さらに,これと類似 した症状を示す

白血病が有する t(1;3)(p36;q21)染色体転座の転座点近傍より異常発現する新

規の遺伝子MELl(_MDSl/旦VIl一旦ikegene1)を単離 した (MochizukiNetal,Blood,

2000)(図1C).MELl遺伝子は前出のEVIl遺伝子に高い相同性をもつZincfinger

型転写因子であり,EVIlとファミリーを形成 していた｡このファミリーではい

ずれの遺伝子にも,N端にPRドメインと呼ばれる機能未知の領域を含む ･含ま

ない 2通 りの発現が可能で,前出の白血病では PRを欠 く EVIl,あるいは

MELIS(short)が主に発現していた (NishikataIetal,Blood,2003).最近,慶

応大学医学部須田らのグループとの共同研究によりEVIl欠損マウスの造血発生

過程を解析を行い,EVIlが直接 GATA-2遺伝子の発現調節に関与し,主として二

次造血においてGATA-2遺伝子の発現を克進させ,造血幹細胞の維持と分化に関

与することが明らかになった (YuasaHetal,EMBOJ,2005).

前報告 (課題番号 16590950､平成 17年度)では,頼粒球分化能をもつ骨髄

細胞で EVIlが GATA-2遺伝子 IS上流 6-7kbの EVIl結合 DNA配列に結合 して転

写を抑制し G-CSFによる分化誘導を阻止 したことを述べたが,今回,我々は本

研究課題の遺伝子群,特にMELl遺伝子から alternativesplicingにより産生

され,EVIlと同じく,PRドメインを欠くMELIS(旦hort)が同じ骨髄細胞で示 した

分化誘導阻止について､同様な制御が存在するか否か検討 した.このような異

所性発現したEVIlやMELISによる転写制御の変化が白血病発症につながるとす

る共通の機構の存在を明らかにしたい.
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MELIS-EVIl遺伝子群による白血病発症機構の検討

染色体異常 (転座や欠失等)はヒトがんにおける発癌機構に本質的な役割を演

じていると考えられる (RabbittsTHetal,Nat,1994;MitelmanFetal,

NatGen,1997).近年,科学技術の進展に伴い,ヒト白血病の染色体異常に関

するゲノム解析が進み､染色体切断点 (転座点)またはその近傍から数多くの

原因遺伝子候補が単離同定された.特に急性 白血病ではその70%近 くが転写因

子であることが判明した (LookTAetal,Scl'eDCe,1997).転写因子の発現

異常は細胞内環境を直接変化させ,血球細胞の分化増殖機構に異常をもたらす

と考えられ,転写因子による遺伝子制御機構の解析が重要である.本研究課題

であり,t(3;3)(21;26)あるいはinv(3)(q21q26)染色体転座をもつ急性骨髄性

白血病 3q21q26症候群において,その転座点近傍に存在 し顕著に活性化 してい

る zinc-finger型転写因子 EVIl(旦cotropicヱiral主ntegrationsite-1)も

(図 1B),同じくt(1;3)転座を有する急性骨髄性白血病(A班L)細胞の転座点近傍

から我々が単離 した新規の zinc-finger型転写因子である MELl(些DSl/旦VIl一

likegene1)(図1C)も,lp36.3,3q26と染色体上での存在が異なるにも関わ

らず,アミノ酸配列で64%, 2つあるDNA結合 ドメイン(DBDlおよびDBD2)では

それぞれ 80%,98%と極めて高い構造上の同一性 (図2A)や機能上の同一性 (図

2B)が判明し,さらに各遺伝子が関連する白血病の病態上の類似性 (表1)から

も,両者に共通 した白血病発機構の存在を示唆する結果(MochizukiNetal,

Blood,2000;NishikataIetal,Blood,2003)を我々は得てお り,この発症

機構の解明は重要である.また両遺伝子とも,N端領域にPR ドメインを含むP

Rドメイン蛋白質(PRDM)ファミリーの構成員であり,PRドメイン(PRD)は Chrom

atinremodelingに関わる蛋白質問相互作用やメチル基転移酵素活性に重要と

されるSETドメインのスーパーファミリーに属 し,転写制御に関与するといわ

れてお り,PRドメインを有するRIZlはがん抑制遺伝子,PRドメインを欠くEVIl

遺伝子はがん遺伝子＼として機能することが推察されている.PRドメイン蛋白質

には,alternativesplicingにより,PRD+とPRD-の2種類の転写産物が発現す

ることが知 られてお り,RIZ遺伝子にRIZl(PRD+)とRIZ2(PRD-),EVIl遺伝子に

もMDSl/EVIl(PRD+)とEVIl(PRD-)とそれぞれ 2種類が発現 している.MELl遺伝

子にも2種類の転写産物が存在することがこれまでの我々の検討で判明してお

り,EVIlとMELl(S),それぞれ関連 した白血病ではPRD-型蛋白質が主に発現 し

ていたことから,pRドメインの有無による機能的差異と白血病化の関係を明ら

かにすることも重要である.さらにEVIlでは一部の報告(MorishtaKetal,♂

DCOgene,1995)を除き,転写抑制因子としての側面ばかりが強調されてきた(B

artholomewCetal,OncogeDe,1997;LopingcoMCetal,CULTTopMocrob
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1'017mmuno1,1996).その理由のひとつは,今までEVIlが実際に特異的なDNA

配列に直接結合して発現活性化するような標的遺伝子の存在がほとんど知られ

ていなかったためと考えられる.最近､我々は須田らのグループと行ったEVIl

欠損マウスの造血発生の解析(YuasaHetal,EWOJ 2005)(図3)に端を発す

る一連の解析により,新規に標的遺伝子GATA-2を発見した.すなわち,(1)EVI

lの強制発現によりGATA-2遺伝子ISエクソンからの転写を活性化 したこと.(2)

GATA-2IS領域上流7kb内に複数個のEVIl結合配列を同定したこと.(3)GATA-2

遺伝子ISエクソン上流6-7kbの範囲にEVIlにより活性化する領域が存在す

ること.(4)EVIlはGATA-2遺伝子ISエクソン上流に存在するD1-bを含む領域と

特異的に結合すること.(5)GATA-2転写活性化には第 1DNA結合 ドメイン,並び

にC末端酸性アミノ酸集中領域が重要であること.(6)EVIl高発現白血病細胞に

おいて,更なるEVIlの強制発現によりGATA-2遺伝子ISエクソン上流7kbまでを

含むレポーター遺伝子の発現が克進 したこと.(7)マウスおよびヒトEVIl高発

現白血病細胞株では､GASTA-2遺伝子の転写活性が見られたこと.(8)EVIIsiR

NA導入ヒトEVIl高発現白血病細胞株 ucsD/AMLでは増殖が抑制され､GATA-2の発

現が著 しく低下した.またEVIlアンチセンス導入EVIl高発現白血病細胞MOLMl

でも､細胞の増殖速度が顕著に低下したこと.(9)EVIlはヒス トンアセチル基転

移酵素pcAFと相互作用 したが､p300,CBPとは相互作用 しなかったこと.(10)

MELISはその導入により,ⅠL-3依存性骨髄細胞株 L-G3に対 して分化抑制能を

示 したこと.(ll)MELISを導入 したL-G3骨髄細胞株ではTSA存在下でG-CSFによ

り誘導される細胞分化を回復 し､MELISによる分化抑制能に脱アセチル化が関与

することが示唆されたこと.(12)MELIS導入細胞株 と同様,MELISAS変異体導

入骨髄細胞株はG-CSF存在下で増殖を続けた.CtBPとの相互作用はMELISの分化

阻止能に必須ではないこと.(13)MELIS導入により,L-G3細胞ではGATA-2遺伝

子の発現が低下したことを前回報告 した(課題番号16590950､平成 17年度).

これらの結果から,MELISは HDACとの相互作用により GATA-2の転写を抑制し

て 分化阻止能に関係することが示唆されたことから,GATA-2遺伝子に対する

MELISの転写抑制能について検討 したので報告する.

HSVITKプロモーターには､EVIl-MELIS応答DNA配列が存在する.

これまでの検討結果に基づき,MELISの転写抑制因子としての性能を評価するた

め,Dual-Luciferasereporterassaysystem(Promega)を用いて検討 した.

Promega社のベ クター情報 (図 3A)に基づ き,最新 の内部標準ベ クター

pGL4.74[hRluc/tk] に つ い て TF SEACH
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(http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html)で調べた ところ,HSV-TK

プロモーター内に EVIl応答配列が存在する(図 3B)ことが判明した.EVIlと

MELISは,構造的 ･機能的に酷似 してお り,その認識配列(GACAAGATA,D1-CONS

タイプ,図 3C)も事実上同一である(Nishikata一Ⅰ.etal,Blood,2003)ことか

ら,TFSEACHで TATABOX程度 しか含まない(図 3E)pGL4.23[1uc2/MP]の MP

(Minimalpromoter)(図3D)とIn-fusioncloningkit(Clontech)を用いて交換

して,pGL4RL-MP(図3F)を作製 した.

MEISは,Gata2ISプロモーター特異的に転写を抑制した.

試作したpGL4RL-MPを実際評価 した.pGL4.23FLIMPに対 して,代表的な,既

存の内部標準ベクター2種(pGL3RL-TK･pGL4.74RL-TK)とともに,これらの内

部標準ベクターについて,エフェクター 3種(空ベクター ･MELIS･β-actin)の

影響をみた.その結果,MELISはHSV-TKプロモーター配列を有する内部標準ベ

クターに対 して作用 し,空ベクターの 1/10-1/20と,その発現を劇的に低下さ

せた(図 4A).このため,pGL4.23FL-MPに応答配列が何もないにも関わらず,

MELISの影響は,見かけ上,pGL4.74RL-TKで 3倍を超え,pGL3RL-TKでは2

倍程度だが,β-actinの発現ですら影響が出た(図 4C).また理由はよくわから

ないが,間接的に pGL4.23FL-MPでのホタルルシフェラーゼの発現にも影響を

与えた(図4B).いずれにしても,pGL4.23FL-MP/pGL4RL-MPの組み合わせの場

合,エフェクター 3種 (空ベクター ･MELIS･β-actin)の影響が最も少なかった

ことから,以後の検討はこれを用いてDua1-Luciferasereporterassaysystem

を行 うこととした.

GATA-2遺伝子 ISエクソン上流 0-7kbの範囲を応答配列としたところ,MELIS

によりレポーターの発現が抑制された.

pGL4.23FL-MPには,EVIlに倣って(YuasaHetal,EmOJ 2005),GATA-2遺

伝子 ISエクソン上流域から,!ヒ塾生と 生型由_の範囲を応答配列として組み込ん

だ(図5A).pGL4FL-MP(空ベクター),pGL4FL-MP67K,pGL4FL-MP7.0の3種を

293T細胞で発現させたところ､MELl､MELISともに､Gata2ISプロモーター特

異的に転写を抑制 した｡すなわち,空ベクターに対 して,30%程度の抑制であっ

た(図 5B).MELISの転写制御については,(1)マウス teratocarinomaP19細胞

で発現させた場合,D2-CONS特異的に転写を活性化 したこと.(2)GAL4システム
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でGAL4DBDとの融合蛋白質として発現させると,MELl,MELISとも転写を抑制

したことを以前報告 した(NishikataI.etal,Blood,2003).

L-G3細胞を用いた場合,MELISはレポーターの発現を劇的に低下させた.

MELISの転写抑制効果を評価するに相応 しい細胞を探索するため,pGL4.23

FL-MP/pGL4RL-MPの組み合わせでDuaトLuciferasereporterassaysystemを

行 うこととした.293TはMELl､MELISともに30%程度の抑制であった(図6A)が,

今回60%近い抑制効果を示したHeLaを除き,COS7やcHOもほぼ同程度であった.

これに対して IL3依存性マウス骨髄細胞株 L-G3の場合,MELl,MELIS,非CtBP

結合型MELIS変異体AS,それぞれに,90%,80%,60%の抑制効果を示 した.この

よな抑制効果は,L-G3の安定発現株にも反映していた.すなわち,未導入の

PearentalL-G3や空ベクター導入のL-G3/NEOでは,MELISの一過性導入により,

初めて抑制効果が認 められ るのに対 して,それぞれ安定発現株 となった,

L-G3/MELl,L-G3/MELIS,L-G3/ASでは,レポーターとしてのホタルルシフェラ

ーゼの発現を捕らえることがほとんどできないくらい抑制していた.

MELISによるレポーターの発現抑制には2つのCtBP結合モチーフを含む領域が

必要であり,特に MELISの転写制御に重要とされるアセチル化の標的 K599が

深く関わっている.

MELISの ドメイン欠失変異体を作製 した(図 7A).すなわち,(1)ZnF1-7を含む

DBDlドメイン(401263aa)(2)prolineRichRegionを含む領域 (264-523aa)

(3)⊆tBP一旦inding Motif を 含 む 領 域 (5241643aa)(4)Represion

Domain(644-765aa)(5)znF8-10を含む DBD2ドメイン(766-886aa)(6)酸性アミノ

酸集中領域を含むC末端領域(892-1072aa)の6つの欠失変異体を Wild-typeと

ともに,L-G3細胞で一過性発現させ,構築したホタルルシフェラーゼ ･レポー

ターベクターで,欠失に伴 う抑制度の減弱から,各 ドメインの重要度を査定し

た.その結果,MELISの転写抑制には CBMを含む領域が最も重要であり,これ

にPRRを含む領域が続き,わずかにDBDlも関係することが判明した(図7B).

さらに CBMを含む領域にあるいくつかのアミノ酸残基について,点変異体を作

製して,同じくレポーターアッセイで比較したところ, 2つのCtBP結合モチー

フに挟まれた4つのK(Lys)のうち,599番のKのアラニン(A)置換が抑制活性に

強く影響した.なお,付近のアミノ酸配列は,EVIlとの間でよく保存されてお
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り,EVIlの転写活性化でアセチル化の標的となるのはこのK599であることが

興味深い.

L-G3細胞で安定発現させたMELISは核内に存在 し,一部はアセチル化されてい

る.

LG3細胞で安定発現させたFLAGタグ付きMELl,MELIS,ASについて,ウサギFLAG

抗 体 -FITC 標 識 抗 ウサ ギ IgG で反 応 させ , DAPI染 色 (核 )お よび

phalloidin-Alexa546染色(細胞質)のパターンと蛍光顕微鏡下に比較したとこ

ろ,核-細胞質の分配率にやや違いを認めたものの,核および細胞質のいずれ

にも分布 していた(図 9A-9D).また細胞膜直下に集積するものが一部に認めら

れた.今後,共焦点レーザー顕微鏡を用いた,より詳細な解析を行 う必要があ

る.さらに MELISおよび ASの細胞内局在を明らかにするため,これらを安定

発現させたL-G3細胞について,Novagen社製 NucBusterProteinExtractionKit

を用いた核一細胞質分画を行い,特異抗体でWesternBlot解析 した.その結果,

いずれも核に安定に存在 し(図 8A),少なくとも,その一部はアセチル化されて

いた(図 8B).さらに トリコスタチンA(TSA)処理により､細胞質にも存在が示さ

れたが,蛋白量が増加 していることもその一因かもしれない.

G9AはMELISを産生する骨髄系白血病細胞にも発現している｡

HistonemethyltransferaseG9A(EHMT2)は,MELISを産生するヒト骨髄系白血

病細胞でも,分化誘導実験に供 したマウス L-G3細胞株,すなわち,Parental

L-G3,L-G3N巴O(MOCK),L-G3/MELl,L-G3/MELIS,L-G3/ASのすべてで,RT-PCR

法により,その発現が確認された.さらにそのメチル化転移活性に必須とされ,

-テロダイマーを構成するパー トナー,GLP(EHMTl)の存在も確認された.

MELISはG9Aと相互作用する.この相互作用をCtBPが安定化する.

FLAGタグ付きMELISとHisタグ付きG9AをHEK293T細胞に共発現させ,FLAG抗

体レジン,またはNi-レジンを用いて回収,相互作用の有無をWesternblot解

析した.その結果,MEISがヒス トンメチル化酵素 G9Aと相互作用することが判

明した.さらに,共発現の際,FLAGタグ付きCtBPlまたはFLAGタグ付きCtBP2
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も共存させたところ,Niレジンからの MELISの回収量が増加 したことから,

ctBPl/2の存在下にMELISとG9Aの相互作用は安定化することが示唆された.

ま と め

各種白血病細胞を用いて EVIl,並びに MELIS(short;PRD-)による GATAl2遺伝

子の発現調節と白血病発症機構との関係を検討 してきた.EML-C1や HELにおい

て EVIl発現に伴 うGATA-2遺伝子 ISエクソンからの転写促進､逆にL-G3にお

いては同領域に転写抑制が見られた.EML-C1,HELにおける転写はGATA-2IS領

域上流 6-7kbに存在するEVIl結合 DNA配列に直接結合することにより活性化 し

た.この活性化にはEVIlとヒス トンアセチル化酵素 pcAFとの相互作用､EVIlの

アセチル化が関与することが示唆 された.逆に,L-G3では同じ領域に EVIl

(MELIS)が結合することで転写が抑制された.L-G3におけるEVIl(MELIS)遺伝

子の発現は G-CSFによる細胞分化抑制能を持つ.この細胞分化抑制能は TSAの

添加により回復するため,ヒス トン脱アセチル化酵素 HDACの関与による EVIl

(MELIS)遺伝子の転写抑制が関係 している.同様の結果を MELISから得ており,

MELIS高発現白血病細胞にもMELISに依存した GATA-2の発現調節機構の存在が

想定されるが,(1)非 CtBP結合型 MELIS変異体ASでWild-typeと同様に分化誘

導阻止が起こること(ただし,Wild-typeのように TSA処理で分化誘導がレスキ

ューされるかどうかは不明のまま)(2)分化誘導阻止活性がない MELlと比較 し

ても,ASの GATA-2ISプロモーター特異的な転写抑制活性は著しく低調である

こと(ただし,分化誘導阻止活性とGATA-2ISプロモーター特異的な転写抑制活

性が対応するものかどうかは不明のまま)(3)G9Aとの相互作用にCtBPが必要で

ありASには不都合であること(ただし,PCAFをco-activatorといいながら,G9A

を coてepreSSOrといってはいけないかどうかは不明のまま)など,この変異体

から得 られた情報に関して,再検証の必要性を感 じる.以上,白血病細胞にお

ける EVIl/MELISに依存 した GATA-2の発現調節に違いが見られたことから,

EVIl/MELISの異所性発現による転写制御の変化が白血病発症につながることが

示唆された.

今 後 の 展 開

MELISはHDACとの相互作用により GATA-2の転写を抑制して 分化阻止能に関係

することが示唆されたことから,今後とも白血病発症機構の一環として,転写
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抑制の検討を継続する予定である.我々は今まで白血病の責任遺伝子として,

MELlを捉えてきたが,最近,全く異なるジャンルで注目されていることがわか

った.すなわち,メタポリック症候群などで注目されている脂肪代謝の研究で

は､褐色脂肪細胞関連遺伝子の発現と維持にMELl(PRDM16)が必須であると

の報告がなされた (Seale,P.eta1,.CellMetab0.,2007;Kajimura,S.etal,GeneDev･,

2008).すなわち,褐色脂肪細胞には,脂肪蓄積に関係が深い白色脂肪細胞特異

的遺伝子群と同じく脂肪燃焼に関係する褐色脂肪細胞特異的遺伝子群が共存す

るものの,前群は MELlとCtBPの協奏作用で抑制され,同時に後群には既知の

制御因子 PGC-1が ctBPと入れ替わりMELlとともに活性化に働くとする機構が

示唆された.MELISを責任遺伝子とする白血病発症機構を想定する場合も､同じ

ように､MELISにより転写発現を活性化される遺伝子と抑制される遺伝子が同時

に存在することが考えられる｡例えば GATA-2遺伝子は転写活性化され､未分化

性を維持し､増殖に正に関与する一方､ 未同定のⅩ遺伝子の転写を抑制して分

化阻止能を発揮するという関係も考えられることから,EVIlとともに,転写制

御機構の検討を継続したいと考えている.
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図1 EVIlとMELlは白血病の責任遺伝子である.

A :マウスEvi-1(宣cotropicEiralintegrationsite-1),マウス白血病ウイルス
感染由来骨髄性白血病の原因遺伝子.ウイルスの挿入により活性化する宿主側

因子.(MorishitaetalCell,1988)

B:ヒトEVIl,Evi-1ヒト型ホモログ.chr3q26に染色体異常を有する骨髄性白血病

の原因遺伝子.(Morishitaetal,PNAS,1992)
C:ヒト肥Ll(Ⅶ)Sl/EVI卜1ikegene1),lp36に染色体異常を有する骨髄性白血病

の原因遺伝子.(Mochizukietal,Blood,2000;Sakaietal,Genes
ChromosomesCancer,2005)
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図2 EVIlとMELlは同じ転写因子群のメンバーである.

A :EVIlとMELl,その遺伝子産物の ドメイン構造は酷似 している
B:EVIlとMELl,転写因子としての機能は極めてよく似 している
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表 1 EVI､並びにMELlが関係する白血病.

t(1;3)転座を有する急性骨髄性白血病はEVIlを高発現している

3q21q26症候群と似ている.t(1;3)転座白血病ではEVIlのように
PRドメインを欠くMELIS(short)が主に発現している.
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図3 TKプロモーター中にはMELIS結合配列候補が存在する.

A :内部標準PGL4.74[hRluc/tk](Promega)のプロモーターはHSV-TKである.
B:TFサーチの結果,MELl/EVIl共通認識配列を発見した.
C:TKプロモーター中のMELIS認識配列はDlタイプである.
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D

図3 TKプロモーター中にはMELIS結合配列候補が存在する (続き).

D :pGL4.23[luc2/MP](Promega)のプロモーターはMPである.
E:TFサーチの結果,TATA配列を除き特別な配列のない23塩基であった.

F :pGL4.74のTK-promoterを除き,pGL4.23のMP-promoterに交換,pGL4RL-MPを
構築 した.
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TKプロモーターを有する内部標準の場合,肥LISはレニラルシフェラーゼの

発現を劇的に抑制 した.

A :pGL4RL-MPを内部標準とする場合,MELISはレニラルシフェラーゼの発現に影響
を与えなかった.

B:ホタルシフェラーゼの発現について,応答配列を含まない空ベクターpGL4FL-Mp

-の影響はなかった.
C:内部標準による補正後の結果について､ pGL4FL-MP/pGL4RL-MPのセットを用い

た測定系はMELISの影響をもっとも受けていなかった.測定には293T細胞を使用
した.
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図5 応答配列としてGATA-2IS上流7kpまでを組み込んだレポーターを用いたところ,
MELISはその発現を抑制した.

A :応答配列としてGATA-2IS上流域を組み込んだホタルシフェラーゼレポーターの構

築 pGL4RL-MP:pGL4.23(Promega).
B:MELl,MELISとも,293T細胞で､Gata2ISプロモーター特異的に転写を抑制した.

内部標準はpGL4RL-MP.
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図6 IL3依存性マウス骨髄細胞株L-G3を用いた場合,肥LISはレポーターの発現を
劇的に抑制した.

A :ヒト胎児性腎細胞 293T細胞では,MELl,MELISとも,30%程度の転写抑制を示し
た.内部標準はpGL4RL-MP.

B:ヒト子宮頚がん由来HeLa細胞で60%の抑制を示 したが,293T,COS7,CHOなどの
接着系細胞では10-30%の抑制に留まった.

C:L-G3細胞の場合,MEL1Sで80%,同非CtBP結合型変異体ASでも60%近い抑制を示し
た.さらにMELlでは90%を超える抑制を認めた.

D :L-G3にMELl,肥LIS,ASを安定発現させた細胞群では,MELISを一過性発現させる
ことなく,レポーターの発現がほぼ完全に阻止された.
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図7 レポーターの発現抑制には2つのCtBP結合モチーフを含む領域が必要であり,
特に,アセチル化の標的されるK599が深く関係 している.

A :MELISおよび ドメイン欠失変異体の発現はFLAG抗体で確認した.細胞は293T.
B:CtBP結合モチーフを含む領域を欠失させたMELIS変異体では,転写抑制の効果が

ほとんど無くなった.内部標準はpGL4RL-MP.細胞はL-G3.
C :2つのCtBP結合モチーフに挟まれた4つのK(Lys)のうち,599番のKのアラニン

置換が阻害活性に強く影響した.
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A
TSA(+):

400pMTSA存在下
16hr細胞培養後,
回収.

図8 L-G3細胞の場合,MELISはおもに核内に存在し,少なくとも一部はアセチル化
している.

A :肥LISを安定発現するL-G3細胞から,細胞質一核分画を行い,MELl抗体でみた.
MELISはおもに核に存在し,TSA処理により蛋白量が増加すると細胞質でも検出
された.

B:核から抽出されたMELISはアセチル化抗体に反応した.
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A
FLA6-鵬【LlinL-63

FLAG(Flucrescein) DAPI 仙 erge(F/G)

FLAG(FIuorescein) PhdHoidin(AIex｡546)

FLAG-MELISASinL-63

NLer･gC(F/P)

B
FLAG-NELlSinL-63

FLAG(FIuorcscein) bAPI 鵬er98(F/6)

FLA6(FluorcsceJ'rl) PbJloidirt(AlciXC546) 鵬erTge(F/P)

Pq¢nIQJL-63

FLAG(FIuoresccin) bAPI 仙erTgC(F/6) FLAG(FJuorescein) DAPI 鵬er･9e(F/G)

FLAG(FILJ.reSCe'･n) Pholloidin(Alex4546) NterT9e(F/P) Phclloidl'n(AJexcL54も) NterTgei(F/I)

図9 IL3依存性マウス骨髄細胞株L-G3を用いた場合,MELISは細胞質と核に存在する.

A :MELlは細胞質と核で検出された.

B :MELISは細胞質と核で検出された.

C:非ctBP結合型MELIS変異体ASは多くは細胞質,一部は核で検出された.

D:ParentalL-G3の場合,特異抗体は全く反応 しなかった.
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A

図 10MELISはメチル化酵素G9Aと相互作用する.CtBPはこの相互作用を安定化させる.

A :RT-PCRの結果,t(1;3)転座を有するヒト白血病細胞にはhG9A,MELIS安定発現株
を作製 したマウスL-G3細胞にはmG9Aが発現していた.

B :免疫沈降western解析により,MELISとG9Aの相互作用を確認された.
C:CtBPの共存により,MELISとG9Aの相互作用は安定化 した.
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