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研究成果の概要（和文）：白血病は多様性に富んだ臨床像・細胞像を示す難治性の血液腫瘍である。白血病では
エピジェネティクス異常が重要である。とりわけエンハンサーによる遺伝子の転写制御は、白血病細胞のアイデ
ンティティーを決定する。活性化したエンハンサーは、それ自体から合成されるeRNAを次世代シークエンサーで
検出することで高解像度に同定される。本課題では、我々はeRNAを超高感度に網羅的に検出する新技術を開発
し、約100症例の造血器悪性腫瘍の検体に適用し、白血病エンハンサー・転写プログラムを同定した。臨床・ゲ
ノムデータ、RNA発現情報、エピジェネティクス情報の統合により、新規の治療標的やバイオマーカーの同定を
行った。

研究成果の概要（英文）：Leukemia is an intractable hematologic tumor that presents with a wide 
variety of clinical and cellular features. Epigenetic abnormalities are important in leukemia. In 
particular, transcriptional regulation of genes by enhancers determines the identity of leukemic 
cells. Activated enhancers can be identified with high resolution by detecting eRNAs synthesized 
from enhancers by next-generation sequencing. In this project, we developed a novel technology for 
ultra-sensitive and comprehensive detection of eRNAs and applied it to around 100 hematopoietic 
malignancy specimens to identify leukemia enhancer transcription programs. By integrating clinical 
and genomic data, RNA expression information, and epigenetic information, we identified novel 
therapeutic targets and biomarkers.

研究分野：ゲノムサイエンス
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
白血病は若年者から高齢者まで幅広い年齢層に発症する難治性の血液の腫瘍である。しかしながら、その分子メ
カニズムはほとんどわかっていなかった。腫瘍細胞の状態の決定に肝になるエンハンサー（遺伝子の発現スイッ
チとして働く）を超高感度に同定できる新しいゲノム解析技術を開発した。これにより、白血病細胞の詳細な分
子状態の理解につながり、大規模な患者検体を用いた解析により、新しいバイオマーカーや創薬標的の候補を多
数取得することに成功した。これにより、白血病の根源的な分子メカニズムの解明のみならず、新規治療法の創
出に資する成果をあげることができた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
急性骨髄性白血病（acute myeloid leukemia：AML）は、分化・成熟能が障害された幼若な骨髄
系細胞のクローナルな自律性増殖を特徴とする難治性の血液腫瘍である。白血病細胞の成熟度、
分化傾向、ゲノム変異、治療反応性などは症例毎に多様性に富む。よって患者の臨床データ・ゲ
ノム情報・遺伝子発現情報に基づき、多様性に富む AMLの発症機構および維持機構を分子レベ
ルで病態解明することが重要である。造血器腫瘍はゲノム変異とエピゲノム変異が重なり発症
する。特に AMLでは、遺伝子発現制御異常が重要な役割を担っており、白血病の転写プログラ
ムの包括的な解析が必須である。様々な転写因子がプロモーターやエンハンサーといったゲノ
ムのシスエレメントに結合し、標的遺伝子の発現を活性化する。興味深いことに、腫瘍細胞では
正常細胞で使われていない特異的なプロモーターにより遺伝子を発現している例が多い。また、
エンハンサーによる遺伝子の発現制御は、腫瘍細胞のアイデンティティーの決定や、疾患におけ
る細胞特性の脱制御に中心的な役割を担う。近年、後天的に白血病細胞に生じた遺伝子間領域の
ゲノム変異が、白血病に特異的な新たなエンハンサーを形成し白血病を引き起こすことが報告
された（Mansour et al. Science 2014）。また、複数のエンハンサーが局所的にクラスターを形
成したスーパーエンハンサーが提唱され、多くは細胞機能の鍵となる遺伝子の極近傍に同定さ
れている（Whyte et al. Cell 2013、Hnisz et al. Cell 2013）。 
 
2016年に『Active medulloblastoma enhancers reveal subgroup-specific cellular origins』の
タイトルで興味深い論文が発表された（Lin and Erkek et al. Nature 2016）。著者らは、WNT、
SHH、Group 3、Group 4の代表的な 4つのサブタイプを含んだ 28症例の髄芽腫に対してエピ
ジェネティクス解析を行い、それぞれのサブタイプに特異的なスーパーエンハンサーを同定し、
コアの転写プログラムの抽出に成功した。さらに Group 4 サブタイプの腫瘍の起源細胞の同定
にも成功している。しかし、エピジェネティクス解析に、ヒストン修飾や転写制御因子に対する
ChIP-seq解析（H3K27ac、H3K4me1、BRD4など）および RNA-seq解析を組み合わせた膨大
な実験と複雑なデータ解析を要しており、多岐にわたる癌種への適用や多検体へのスケールア
ップはエフォート的にもコスト的にも非現実的である。 
 
エンハンサーおよび転写プログラムを解析する強力な別の手法として、申請者の所属機関で開
発された Cap Analysis of Gene Expression (CAGE)法がある。CAGE法は、RNAの 5'末端を
次世代シークエンサーで解読し、転写開始点を網羅的に解析する。遺伝子から転写される RNA
の 5'末端を解読することでプロモーター解析やトランスクリプトーム解析がなされてきた
（Alistair et al. Nature 2014）。近年、驚くことに、エンハンサーにも RNAポリメラーゼ IIが
リクルートされ、エンハンサー自体からも両方向性に RNA（eRNA）が合成されることが示さ
れた（Kim et al. 2010 Nature）。従って、CAGE法により eRNAの 5'末端を検出することで、
ChIP-seq に比べて飛躍的に“高塩基解像度”にエンハンサーが同定できる（Andersson et al. 
Nature 2014）。しかし、１つのサンプルのみから通常の CAGE解析を行ってもエンハンサーは
極僅かしか同定できず、それぞれの臨床検体で個別に発現しているエンハンサーを網羅的に同
定できない。そこで申請者らは、エンハンサーを飛躍的に超高感度に解析できる改良版 CAGE
法（NET-CAGE法）を開発した（2017年 1月特許 PCT出願済、Nature Genetics 2019）。こ
の NET-CAGE法により、数百の症例に対してもエピジェネティクス解析を個々の患者検体レベ
ルで行える。 
 
２．研究の目的 
 
本課題では、研究代表者が独自に開発したエンハンサー解析技術NET-CAGE法により、白血病
細胞を維持しているコアの転写プログラムを解析する。京都大学血液・腫瘍内科との共同研究に
より、約 100 症例の造血器悪性腫瘍の臨床検体に上述の NET-CAGE 法を用いて、白血病細胞
を維持している転写プログラムを大規模かつ包括的に理解し、多様性に富む急性白血病の発生・
維持を分子レベルで病態解明する。これにより、新しいバイオマーカーや創薬標的の候補を多数
取得することを目指す。白血病の根源的な分子メカニズムの解明のみならず、新規治療法の創出
に資する成果をあげることを本課題の目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 本課題では、約 100 症例の造血器悪性腫瘍検体に対して、我々が独自に開発した CAGE 法
/NET-CAGE 法を適用し、腫瘍細胞で活性化している（スーパー）エンハンサーとプロモーターを
包括的に高塩基解像度で同定・活性測定する。さらにバイオインフォマティクス解析により転写
プログラムを reconstruct する。従来法のようにトランスクリプトームを descriptive に



profiling するのではなく、オリジナル技術と高度なコンピューター解析により、トランスクリ
プトームを形作っている上流の転写プログラムを明らかにする。 
 
(2) 上記により、約 100 症例のそれぞれの造血器悪性腫瘍のプロモーター、エンハンサー、遺伝
子発現量、転写プログラムをゲノムワイドに明らかにして、AML の包括的ゲノム発現アトラス（大
規模データベース）を作成する。これにより、AML の患者毎の転写ネットワークの多様性を評価
する。 
 
(3 )また、正常造血細胞との比較解析により、AML に特異的な（スーパー）エンハンサーおよび
プロモーターを同定する。正常細胞のプロファイリングに関しては、国際 FANTOM プロジェクト
第 5 期計画でヒトの全身の様々な部位由来の約 1,000 種類の CAGE データが既に所得されてい
る。この中には、血球細胞や造血幹細胞由来の数百もの CAGE データが含まれている。今回は、
さらに新たに未分化な正常芽球に対しても新規データを所得する。 
 
(4) ほとんどの AML において、クロマチン制御因子、DNA 脱メチル化蛋白、転写因子をコードす
る遺伝子に DNA 変異を認める。異なる遺伝子変異を持つ患者検体のエンハンサー・プロモーター
のモチーフ解析などを行うことで、トランス因子の DNA 変異がエピジェネティクスに及ぼす影
響を解析する。 
 
(5) 近年の全ゲノム解析により 99%近いゲノム変異はタンパク質をコードしない非コード領域
に生じていることが示されている。シスエレメントに一定の頻度で認める遺伝子変異が近年相
次いで報告されており、さらに遺伝子間領域に生じた変異が新規エンハンサーを形成する例な
どが発見されている。全ゲノム解析データとの統合解析により、非コード領域のシスエレメント
に生じた DNA 変異が、エンハンサー活性・転写プログラムにどのような影響を与えるのか解析す
る。 
 
(6) 臨床データと紐づけたデータ解析を行い、新規の創薬シーズやバイオマーカーを探索し、次
世代の医療の創出に繋げる。 
 
 
４．研究成果 
 
CAGE によるエンハンサー同定の感度を高めて上述の問題点を克服するには、『RNA 分解の影響を
無くす』ことである。これは、RNA ポリメラーゼにより合成中で RNA 分解を受ける前の nascent 
RNA（新生鎖 RNA）を用いることで実現できる。そこで我々は、30分程度の one step のごく簡単
な生化学的作業のみにより nascent RNA を精製できる画期的な手法を確立し、得られた nascent 
RNA を input に用いた改良版 CAGE 法（NET-CAGE 法）を開発することに成功した（Hirabayashi 
et al. Nature Genetics 2019）。NET-CAGE 法により、１つのサンプルのみからでもエンハンサ
ーを飛躍的に高感度に同定』することに成功し、さらにエンハンサーとプロモーターからの（合
成と分解の平衡値ではない）真の RNA の合成量の定量（つまり『エンハンサー・プロモーターの
活性計測』）を可能にした。さらに従来の CAGE 法では検出困難な『スーパーエンハンサーが高感
度に検出』できた。 
 
また、京都大学血液・腫瘍内科との共同研究により、約 100 症例の造血器悪性腫瘍の臨床検体
に上述の NET-CAGE法を適用した。これにより、白血病細胞を維持している転写プログラムを
大規模かつ包括的に理解し、多様性に富む急性白血病の発生・維持を分子レベルで病態解明する
ことに成功した。これにより、mRNAや eRNAやゲノム情報に基づく新しいバイオマーカーや
創薬標的の候補を多数取得でき、新規治療法の創出に資する成果をあげることに成功した。 
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