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研究成果の概要（和文）：本研究では、近年、重要な機能的役割が次々と明らかにされているエピジェネティッ
クな遺伝子の制御機構において、いまだ未解明な点が多い一つのDNAメチル化制御分子に注目し、正常・異常造
血における未分化性維持の分子機構の解析を行った。その結果、特に、新たに条件的遺伝子欠損や誘導型遺伝子
発現を組み合わせるなどした白血病発症マウスモデルを構築し、分子生物学的解析を行ってみたところ、従来明
らかになっていなかった研究対象分子の、異常造血と強く関連する興味深い性状が浮かび上がってきた。現在、
この性状に関する、詳細な解析を進めている。

研究成果の概要（英文）：Recently, emerging evidence has revealed the important role of epigenetic 
regulation of gene expression. In the present study, I analyzed molecular mechanism of maintenance 
of stemness in normal and malignant hematopoiesis through a DNA methylation regulator, in which 
little was still known about its function.  Molecular and biological analysis of several new mouse 
models of leukemia using conditional ablation and inducible expression of the regulator highlighted 
an interesting characteristic closely associated with malignant hematopoiesis, which had not been 
elucidated yet.  Currently, I am investigating this property extensively.

研究分野：血液内科学

キーワード： 白血病

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
 
（１）ゲノム DNA のメチル化やヒストン

の各種修飾等のエピジェネティックな制御

機構を介した遺伝子発現の調節は、様々な

生物学的プロセスにおいて重要な役割を担

っており、こうした制御の破綻は疾患を引

き起こしうることが、近年、次々と明らか

にされている(Chen T, Dent SY. Nat Rev 
Genet,15:93-106, 2014)。実際に、ヒスト

ンやゲノム DNA のメチル化の制御につい

て、そのメチル化あるいは脱メチル化に関

する酵素やエピジェネティックコードの同

定、それに関連した種々の分子生物学的な

機能解析が精力的に行われてきた。例えば、

本研究の注目する造血器腫瘍においては、

ゲノム DNA のメチル化酵素活性を有する

DNMT3a やゲノム DNA の脱メチル化酵

素活性を有するTET2 の変異が比較的高頻

度に認められることが判明した。この報告

に基づき、実際の TET2 の機能喪失型変異

を遺伝子導入したマウスが作製され、骨髄

球系またはリンパ球系における分化や増殖

の異常を伴った類似病態を呈することも判

明した。さらに、TET2 の遺伝子変異を有

するヒトの白血病の症例のクローン解析な

ども踏まえて、これらの変異の獲得が前白

血病状態として位置づけられている (E 
Solary ら. Leukemia, 28:485-496, 2014)。 
（２）一方で、変異の報告のないエピジェ

ネティック機能遺伝子に関しても、白血病

を含めた悪性腫瘍の分子病態において、重

要な役割を担っていることも明らかとなっ

てきた。例えば、ヒストン脱メチル化酵素

活性を有する LSD1 に関して、そのノック

アウトマウスモデルを用いるなどして、白

血病の発症において重要であることが報告

されている。(Harris WJ, et al., Cancer 
Cell, 21:473-487, 2012)。これらの知見か

ら、エピジェネティックな遺伝子制御を介

した分子経路を標的とする分子標的療法が、

創薬の観点からも、注目を集めている。 
（３）本研究では、以前に報告した幹細胞

特異的白血病発症モデルマウスを用いた先

行独自研究において、異常高発現を来すこ

との判明した白血病関連エピゲノム制御分

子 ( 以 下 Leukemia-related epigenetic 
regulator; Ler)に、引き続き、注目した。

Ler は、ES/iPS 細胞における未分化性に重

要な関与をしていることや、造血幹細胞に

おいても高発現していることから、造血器

腫瘍における重要な役割が想定され、別の

先行関連研究では、我々とは全く異なる白

血病発症モデルマウス系では必須の働きを

しているとする報告がなされた。ところが、

我々が既に独自に樹立したLerのコンディ

ショナルノックアウトモデルと既報の幹細

胞特異的白血病発症モデルマウスと組み合

わせたモデルマウスにおいて、当初同様と

思われる結果が得られたが、その後解析を

進めていく過程で、既報とは明らかに異な

る結果が得られた。以上のことから、正常

造血のみならず、白血病発症の分子基盤に

おける、Ler の役割の詳細な解析が必要と

考えられ、以下のように、研究を行った。 
 
 
２．研究の目的 
 
（１）こうした上記のこれまでの研究の経

緯や背景を踏まえて、本研究では、我々独

自のマウスモデルをベースにした交配を行

い、造血幹細胞由来で、より生理的条件に

近い in vivo 白血病発症モデル系を構築し、

その詳細な解析を通じて、白血病発症にお

けるLerの分子生物学的役割を明らかにす

ることを目的とした。 
（２）（１）の交配の過程で得られる、Ler
コンディショナルノックアウトマウスを用

いて、正常造血における Ler の役割の解明

に取り組むことも目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）in vivo での白血病発症及び Ler の

ノックアウトを実現するために、既に報告

した誘導型 MLL-ENL発現トランスジェニッ

クマウスと、独自に作製し、種々の予備的

検討を終えた Ler

flox/flox

マウスと、Mx-Cre

ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス ま た は

Rosa26-CreERT ノックインマウスの二者あ

るいは三者の遺伝子を受け継ぐ白血病モデ

ルマウスを、交配を通じて、作製する。得

られた各種モデルマウスは、poly(I:C)または
タモキシフェンの腹腔内投与を行い、Creの酵
素活性による適切な組み替えが生じているこ

とを、末梢血などを採取して、ゲノム DNA の
PCR等にて確認し、以下の解析に使用する。 
（２）Cre 活性誘導後の、末梢血の血球数及び
白血球分画や、骨髄の有核細胞数及び各種

造血幹・前駆細胞の分画について、FACS 機
器を用いるなどして、経時的にその推移を解

析する。また、種々の分画の細胞を FACS 
Aria にて採取し、コロニーアッセイを行い、自
己複製能を中心に検討する。 
（３）白血病発症モデルマウスでは、発症に至

るか否かを慎重に観察・追跡し、発症して死

亡する場合は、死亡に至る潜伏期間を記録し、

死亡したマウスの骨髄、脾臓、胸腺等を解析

して、白血病の表現型を評価する。また、得ら

れた上記臓器由来のサンプルから、RNA や
ゲノム DNA を抽出し、網羅的な遺伝子解析
に供する。 
（４）血球特異的な表現型及びその分子メカニ

ズムを解析するため、各種モデルマウス由来

の骨髄を採取して、致死的放射線量を照射し

た同系マウスに対する骨髄移植実験を行う。

移植後のレシピエントマウスは、4-5 週後に、
末梢血を採取して、FACS 解析等にて生着を
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確認し、以後、（２）（３）と同様に観察、追跡し、

適宜必要な解析を行う。その際、移植前、移

植後といった異なるタイミングで、ノックアウト

及びMLL-ENL発現を行い、適宜比較検討を
行う。また、in vivo における自己複製能を評
価するため、二次移植を施行して、生着率等

を評価していく。一方、定期的 5-フルオロウラ
シルの腹腔内投与実験も通じて、別の角度か

らも、造血幹細胞の自己複製能は評価する。 
 

 

４．研究成果 

 

（１）まず、既に得ていた Ler

flox/flox

マウ

スと Mx-Cre トランスジェニックマウス、ま

たは Rosa26-CreERTノックインマウスの交

配を行った。得られた各複合遺伝子改変マ

ウスに対し、それぞれ poly(I:C)またはタモキ
シフェンの腹腔内投与を行い、末梢血の PCR
を行ってみたところ、前者では組み替えが不

十分であったのに対し、後者では組み替えの

効率が良好であった。しかも、前者は、しばし

ば誘導以前の leak活性に伴う backgroundの
組み替えが認められたため、以下の主要な実

験においては、Rosa26-CreERT ノックイン

マウスの交配から得られた複合遺伝子改変

マウスを実験に用いることにした。さらに、

Rosa26-CreERT ノックインマウスあるいは、

上記複合マウスと誘導型 MLL-ENL 発現トラ

ンスジェニックマウスを交配して得られた

各白血病発症モデルマウスも以下の実験に

用いた。また一部の実験では、flox/+の遺

伝子座のマウスを用いて、ヘテロ欠損の影

響も評価した。 

（２）こうして構築した種々のコンディシ

ョナルノックアウトマウスや白血病発症モ

デルマウスに対して、タモキシフェンの腹腔

内投与を行い、経時的観察を行った。白血病

発症モデルマウスでは、ノックアウトの有無に

かかわらず、同様な表現型の白血病を呈し、

タモキシフェン投与後約1-4ヶ月程度で、全例
死亡した（図１、２）。ところが、詳細に死因を解

析すると、一部に心疾患を合併するものが含

まれており、単に白血病による腫瘍死と断定

できないと考えられたため、in vivoにおけるさ
らなる詳細な解析は、骨髄移植にて骨髄キメ

ラマウスを作製し、血球特異的な遺伝子改変

における検討を次々項のように行うこととした。

一方で、同様な時系列の範囲内では、検討し

た単なるコンディショナルノックアウトマウスに

関しては、末梢血及び骨髄細胞における有意

な変化は、出現しなかった。 
（３）次に、各種モデルマウス由来の骨髄

から、種々の造血幹・前駆細胞を含む分画

を採取し、４－ヒドロキシタモキシフェン

を添加し、ノックアウトかつ、または

MLL-ENL 発現を誘導しつつ、サイトカイン

存在下にコロニーリプレーティングアッセ

イを行ってみた。以前、我々が報告したレ

トロウイルスによる Cre 活性を導入した結 

図１ 白血病モデルマウスで生じた白血病

細胞のサイトスピン標本。（上）ノックアウ

ト由来、（下）野生型由来。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２ 白血病モデルマウスにおける、生

存曲線。ノックアウト（黒丸）、ヘテロ欠損

（白四角）、野生型（白丸）。横軸の単位は

日数。 

 

果と同様に、本研究の白血病モデルマウス

の系でも、幹細胞を含む分画由来のみが不

死化を来し、ノックアウトの有無は、有意

な影響をもたらさなかった。この点は、先

行関連研究とは相反する結果であった。し

かも、方法論的に相似させるために、レト

ロウイルスを用いる不死化の実験系での検

討も行ったが、同様に影響はなかった。従

って、重要な知見の可能性があると考え、

次項以下のような in vivo モデルからの研

究を進めていくこととした。その一方で、

単なるコンディショナルノックアウトでは、

不死化を来すことはなかった。この結果と

関連して、コンディショナルノックアウト
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モデルマウスで、ノックアウト誘導後の定

期的 5-フルオロウラシルの腹腔内投与実験に
おいても、造血能の有意な変化に伴う影響は

認められなかった。 

（４）以上の結果を踏まえながら、各種の

複合遺伝子改変マウスの骨髄を、骨髄移植

し、骨髄キメラマウスを作製し、タモキシ

フェン投与によるノックアウトかつ、また

は MLL-ENL発現の誘導を行った。この実験

系でも、コンディショナルノックアウトの

みでは致死的腫瘍性疾患を生じることはな

かった。また、末梢血及び骨髄細胞におい

ても、対照群と比較して、有意な変化は出

現しなかった。そこで、少数例に関して、

さらなる二次移植実験を行い、造血におけ

る自己複製能や分化能における検討を行っ

てみたところ、興味深い影響の可能性が示

唆される結果が得られた。この結果に関し

て、本研究の研究期間内に報告のあった他

の研究グループの関連研究とも矛盾しない

結果と考えられ、今後、検討数を増やし、

再現性が確認されれば、その分子メカニズ

ムの検討も行っていきたいと考えている。 

（５）一方で、白血病発症マウスモデルの

骨髄を用いて構築した、骨髄キメラマウス

においては、（３）の結果と関連して、ノッ

クアウトした方が、白血病発症に至る潜伏

期が短縮する傾向があった。この傾向は、

ヘテロ欠損においても、同様であった。ま

た、白血病の表現型を検討すると、幾つか

の点での、興味深い差異の可能性が示唆さ

れた。こうしたことから、これまでに報告

のない、何らかの新たな分子メカニズムの

存在が想定されたため、網羅的遺伝子解析

を施行した。その結果、白血病発症におい

て重要な役割を果たす遺伝子において、そ

の発現に有意な変化を生じているものが幾

つか見つかり(図３)、現在、エピゲノムに

おける解析をふまえた統合的解析を行い、

Ler の白血病発症における分子生物学的役

割を詳細に検討しているところである。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３ 白血病の潜伏期の変化と関連性が示

唆される遺伝子 A,Bの発現レベルの変化 
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