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研究成果の概要（和文）：ダウン症（DS）新生児の約10%に異常な芽球の急激な増殖を特徴とする一過性骨髄異
常増殖症（TAM）が発症する。TAMは自然寛解した後に高頻度で急性巨核芽球性白血病（DS-AMKL）に進展する
が、その仕組みはまだ完全には解明されていない。我々が見出した新規変異遺伝子IRX1、ZBTB7AとNFIAの機能解
析を行い、その不活化がMYC/E2F経路の活性化に繋がることを見出した。さらに、RUNX1の部分的タンデム重複
(PTD)を高頻度に見出した。RUNX1-PTDノックインマウスは高率に白血病を発症した。これらの変異はDS-AMKLに
極めて特異的で、その発症に重要な役割を果たしていると考えられる。

研究成果の概要（英文）：About 10% of neonates with Down syndrome (DS: trisomy 21) develop TAM, which
 is characterized by rapid proliferation of abnormal blast cells. It frequently progresses to acute 
megakaryoblastic leukemia (DS-AMKL) after spontaneous regression, whose mechanism has not fully been
 elucidated. We identified novel mutational targets including the IRX1, ZBTB7A and NFIA genes, 
inactivation of which is implicated in an upregulated MYC/E2F pathway. We also found frequent 
partial tandem duplications (PTD) affecting the RUNX1 gene, which induced leukemia in a knock-in 
mouse model. Highly specific to DS-AMKL, these lesions highlight the mechanism that is unique to 
DS-related myeloid leukemogenesis.

研究分野：小児血液学

キーワード： ダウン症候群　TAM　急性巨核芽球性白血病　MYC/E2F経路
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ダウン症（DS)は、多段階の白血病発症機構を解明する上で貴重な疾患である。本研究では、複数の異なる遺伝
子の不活化変異により、DS-AMKL細胞でMYC/E2F経路の活性化が起こることを初めて明らかにした。共通に障害さ
れるMYC経路などを標的にした革新的な新規治療法の開発が期待できる。さらに、21番染色体上に存在するRUNX1
遺伝子のPTDをDS-AMKLで高頻度に見出した。RUNX1-PTDノックインマウスを用いて、この構造異常が実際に白血
病の多段階発症に重要な役割を果たすことを明らかにした。本研究成果は、全ての白血病の発症機構の解明と治
療法の開発に役立つことが期待される。

※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 
ダウン症では、前白血病状態TAMから真の白血病である急性巨核芽球性白血病 (DS-AMKL) へ

進展するまでの過程を観察できる。このため、白血病発症機構を解明する上で貴重な疾患である。 

 我々は、DS-AMKLへの進展に必要な付加的な遺伝子異常を同定するために、次世代シークエ

ンサーを用いて全エクソーム解析やターゲットシークエンスでTAM/DS-AMKL検体の網羅的遺

伝子解析を行った。その結果、TAMは21トリソミーとGATA1変異のみで発症し、TAMのサブク

ローンにコヒーシン/CTCF、エピジェネテック制御因子およびRAS/チロシンキナーゼなどの遺

伝子異常が加わりDS-AMKLに進展することが明らかになった。 

この研究により、白血病進展の大まかな道筋が示された。しかし、全エクソーム解析は14例の

DS-AMKLで行ったのみであり、付加的な遺伝子異常の全体像を把握するためには十分な数では

ないと考えられた。そこで、さらに39例のDS-AMKLの全エクソーム解析を行い、DS-AMKLで繰

り返し変異が認められる新規遺伝子を同定した。この結果を受けて、頻回に変異がみられた遺伝

子については、128例のDS-AMKLの検体を用いてターゲットシークエンスを行った。発見した遺

伝子変異の中には、これまで白血病を含めた悪性腫瘍で変異の報告のない遺伝子が多数含まれ

ていた。また、その多くが、赤血球・巨核球分化に関わると考えられる遺伝子であった。これら

の未発表の発見が本研究の背景になっており、新規原因遺伝子の詳細な機能解析をすることに

より、ダウン症関連白血病のみならず、骨髄球系白血病発症機構が明らかになると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、申請者らが発見した DS-AMKL の新規遺伝子変異の機能解析を行い、白血病

の多段階発症の仕組みを解明し、新規治療法の開発に繋げることである。具体的には以下の２点

の目的に焦点を絞って研究を行う。 

1. 新規遺伝子変異が、TAM から DS-AMKL を引き起こす仕組みを解明する。 

2. 新規治療法開発のために、様々な遺伝子変異によって共通に障害される経路を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
本研究では、申請者らが発見した DS-AMKL の新規遺伝子変異の機能解析を行い、白血病の多

段階発症の仕組みを解明する。さらに、様々な遺伝子変異によって共通に障害される経路を明ら

かにし、新規治療法の開発に繋げる。 

この研究目的を達成するため、利点の異なる３つのシステム（① DS-AMKL 細胞株、② 遺伝

子改変マウス、③ ヒト化マウス移植モデル（ゼノグラフト））を用いて DS-AMKL で新規遺伝

子変異の機能解析を行う。 

① DS-AMKL 細胞株：ターゲットシークエンス解析により、機能喪失変異を有する細胞株（IRX1

変異：３株、NFIA 変異：2株、ZBTB7A 変異：1株）を同定した。恒常的な IRES-GFP 発現ベク

ター（レトロウイルスベクター）を用いて、これらの遺伝子変異を有する DS-AMKL 細胞株にそ

れぞれの野生型遺伝子を発現させると、細胞増殖が低下することを予備実験で確認した。 

② 遺伝子改変マウスモデル：CRISPR/Cas9 システムを用いて、IRX1 などの遺伝子改変マウス

を作製し、白血病の発生などについて解析する。なお、ノックインマウス作製については、実績

のある施設（大学の動物実験施設あるいは会社）に委託し共同研究を行う。 

③ゼノグラフトモデル：中畑龍俊博士（京都大学）との共同研究により、免疫不全マウスである

NOG マウスに プライマリーの TAM 細胞を移植することに成功し、TAM が白血病（DS-AMKL）



 

 

に進展する過程を in vivo で観察できるようになった（Blood 2013）。この系を用いて、様々な

遺伝子変異によって共通に障害される経路が同定された場合は、選択的阻害剤の効果を検証す

る。なお、本研究では、変異頻度が高い遺伝子変異を優先して解析するが、特に頻度が高く有用

と考えられる、RUNX1-PTD と IRX1 に重点を置いて研究を進める。 

 
４．研究成果 
１）ゲノム解析  
我々は、TAMからAMKLに進展する時に必要なGATA1以外の付加的遺伝子異常 (コヒーシン、

CTCF など）を同定した (Nature Genetics 2013)。しかし、新規遺伝子変異を同定するための全エ

クソーム解析 (WES）は 14 例の DS-AMKL で行ったのみであり、付加的な遺伝子異常の全体像

を把握するためには十分な数ではないと考えられた。  そこで、  Japanese Pediatric 

Leukemia/Lymphoma Study Group (JPLSG) による前方視的多施設共同臨床研究 AML-D11 の余剰

検体を用いて、39 例の DS-AMKL の WES を施行した。コントロールとしては MRD 解析用の寛

解時検体を使用した。以前に行った WES の結果も併せ、6個の新規ドライバー遺伝子（ZBTB7A、

IRF2、NFE2、MBNL1、IRX1 および NFIA) を含む 20 遺伝子が同定された。次に、これらの遺伝

子変異の頻度を調べるために、これまで骨髄系造血腫瘍で変異の報告のある遺伝子も含めて 343

遺伝子を標的としたターゲットシークエンスを多くの臨床検体（DS-AMKL 159 例、TAM 143 例、

non-DS-AMKL 34 例）を用いて施行した。驚いたことに、これまで白血病で報告のない RUNX1-

partial tandem duplication (PTD) が 15.1%の DS-AMKL に検出された。すべての症例の RUNX1-PTD

変異は、Sanger シークエンスで確認された。さらに、IRX1 (16.4%)、ZBTB7A (14.5%)、MBNL1 (8.2%)、

NFIA (5.7%)、GSE1 (6.3%)、IRF2 (3.8%)、NFE2 (2.5%)、EPOR (3.8%) にも繰り返し変異のあるこ

とが確認された。 
 

２）新規遺伝子変異による、TAM から DS-AMKL を引き起こす仕組みの解明 

RUNX1は、21番染色体上のTAM/DS-AMKLの発症に関わる4 Mbの領域に存在し、造血細胞の発

生を司っている。また、germ line変異を持つ患者では血小板減少症をきたし、巨核球の分化に重

要な因子であることが示されている。白血病では多くのRUNX1融合遺伝子や変異が報告されて

いるが、これまでにRUNX1-PTDの報告はない。最も多いRUNX1変異はエクソン3から6が重複を

起し、生じるmRNAはインフレームであるためRUNTドメインを２つ有する変異RUNX1タンパク

をコードしていた。その他にエクソン3から7のduplicationも検出された。興味深いことに、RUNX1-

PTD（ex3-7)は、familial platelet disorder with predisposition to myeloid disorder (FPD-MM)の１家系

で報告があり、家族内にAMLとNHLの発症が認められた。 

これらのRUNX1-PTD発現ベクターを作製し、CBFβと共に発現させ転写因子としての機能を解

析した。その結果、 野生型RUNX1に比してRUNX1-PTD（ex3-6) およびRUNX1-PTD（ex3-7)は

いずれも転写活性が低いことが明らかとなった。しかし、ChIPシークエンスでは、両者に有意な

結合配列の違いは認められなかった。そこで、次に、細胞内局在を解析したところ、野生型RUNX1

が主に核に局在するのに対して、RUNX1-PTDは細胞質にも存在していることが明らかとなった。

この違いが転写活性の差の原因となっている可能性が示唆された。 

In vivoでRUNX1-PTD変異の生物学的な影響を検討するために、ゲノム編集を用いてRUNX1-PTD

ノックイン（KI) マウスを作製した。ヘテロKIマウスは、メンデルの法則に従い期待値通に出生

してきた。しかし、ホモKIマウスの出生数は、期待値より少なく、ヘテロKIマウスより体が小さ

かった。まず、ヘテロKIマウスの脾臓などで、 RUNX1-PTD mRNAと蛋白が発現していることを



 

 

確認した後、個体数を増やして造血能および白血病の発生などについて解析した。 

ヘテロKIマウスは、野生型 (WT) マウスに比べ白血球と血小板の減少が認められた。一方、ホ

モKIマウスは、白血球減少に加えて小球性低色素性貧血が認められた。FCM解析で、ヘテロKIマ

ウスの骨髄血では、WTに比べ、Lin-/Sca-1+/c-Kit+ (LSK) 細胞、short-term hematopoietic stem cells 

(ST-HSC)、multipotent progenitor 3 (MMP3)およびMM4の減少が認められた。前駆細胞分画では、

granulocyte/monocyte progenitors (GMP) が有意に増加し、common lymphoid progenitors (CLPs) は

有意に低下していた。さらに成熟した造血細胞分画では、単球とT細胞が骨髄で有意に増加して

いた。これらの結果は、 RUNX1-PTDは骨髄系とリンパ系の両者に造血障害をもたらすことを示

唆している。次に、LSKをヘテロKIマウスとWTマウスから純化して、RNA-seqとATAC-seqを行

った。トランスクリプトーム解析では、ヘテロKIマウスのLSKは、RUNX1ノックアウト（KO）

マウスで見られた遺伝子発現プロファイルと似たパターンを示した。さらに、ATAC-seq 解析で

も、ヘテロKIマウスとRUNX1 KOマウスは類似した転写因子の結合パターンを示した。この結果

より、RUNX1-PTDは機能喪失変異であることが示唆された。 

ヘテロKIマウスは、WTマウスに比べ、有意に生存率が低く、CD4+/CD8ダブル陽性T細胞性急

性リンバ球性白血病 (T-ALL)を高率にかつ比較的短期間に発症した。マウスモデルを用いた多

くの研究から、RUNX1の欠乏は白血病を誘導するが、RUNX1変異のみではovert leukemia発症に

は至らないことが示されている。このため、RUNX1-PTD変異はこれまで報告されているRUNX1

変異より、強力に白血病発症を促すことが推定される。しかし、ヘテロKIマウスは、AMKLを発

症せず、DS-AMKLの完全なモデルとはなっていない。このため、現在、GATA1sマウスとの交配

実験を行っている。 

最近、我々はiPS細胞モデルを用いて、DSにみられるRUNX1遺伝子の過剰が早期造血前駆細胞

の増加とTAMの発症に重要な役割を果たしていることを示した (Cell Rep 2016) 。今回の研究で、

DS-AMKL検体に高頻度のRUNX1-PTDを発見し、RUNX1-PTD KIマウスが白血病を高率に発症す

ることを証明した。これらの結果は、PTDによるRUNX1の機能障害が多段階白血病発症に重要

な役割を果たしていることを示唆している。 

 

２）様々な遺伝子変異によって共通に障害される経路の解明（新規治療法開発のため） 

DS-AMKL細胞株のターゲットシークエンスを行ったところ、IRX1、ZBTB7A、NFIAに変異のあ

る細胞株を見出し、細胞株を用いた研究が可能となった。 

IRX1の変異は、ヒトの癌で今回初めて見出された。IRX1はホメオボックス転写因子ファミリー

の一つで、胎児の形態形成に関わっていると考えられているが、造血系での機能はよく分かって

いない。DS-AMKLの159例中26例（16.4%)に変異が認められた。全てがナンセンス、フレームシ

フトあるいは欠失であり、機能喪失変異と考えられた。IRX1の機能を調べるため、野生型IRX1を

レトロウイルスベクターで、この遺伝子に変異が認められるDS-AMKL細胞株KPAM1に発現させ

た。野生型IRX1を恒常的に発現させると、増殖が著しく抑制された。一方、IRX1のフレイムシフ

ト変異を発現させた細胞も細胞増殖が抑制されたが、野生型に比べて、その抑制スピードは緩や

であった。細胞増殖が低下する仕組みを調べるために、次に細胞回転を調べた。ドキソサイクリ

ンで誘導可能なプロモーター下で野生型IRX1をKPAM1細胞に発現させると、S期の細胞が減少

しG1で細胞回転が停止した。さらに細胞増殖抑制のメカニズムを明らかにするために、IRX1の

誘導発現可能なKPAM1細胞を用いて、RNA-シークエンスで網羅的遺伝子発現解析を行った。

IRX1を誘導すると発現が上昇する遺伝子に注目してGSEAによるパスウェイ解析を行ったとこ



 

 

ろ、血小板系や赤血球系の遺伝子および造血幹細胞で低下している遺伝子がエンリッチメント

された。さらに、GO解析でパスウェイ解析を行うと、IRX1で誘導される遺伝子群の中でヘモグ

ロビン遺伝子がエンリッチメントされた。実際、野生型IRX1を誘導するとKPAM1細胞のペレッ

トが赤くなり、ヘモグロビン産生が示唆された。ゼブラフィッシュにはヒトのIRX1に相当する遺

伝子が二つ存在する。アンチセンスオリゴを用いて受精卵におけるこれらの遺伝子をノックダ

ウンすると、量依存的にゼブラフィッシュに貧血が出現した。これらの結果は、IRX1の高発現が

DS-AMKL細胞の赤血球分化を誘導し、白血病幹細胞の性質を失わせることを示唆している。一

方、IRX1を誘導すると発現が減少する遺伝子に注目してGSEAによるパスウェイ解析を行うと、

IRX1の発現により、MYC, E2F およびmTOR経路が障害されることが明らかになった。MYCは

GATA1によってコントロールされている重要な遺伝子で、GATA1s変異によりTAMが発症する

際に実行分子として機能する。MYCはIRX1を発現させた時に最も発現低下する遺伝子の一つで

あった。 

ZBTB7Aは細胞分化と発がんに重要な役割を果たしている転写因子をコーデイングしている。

ZBTB7AはGATA1の直接の標的で赤血球の最終分化段階で赤血球をアポトーシスから守るのに

重要な役割を果たしている。ZBTB7Aの変異、構造異常と欠失を14.5%のDS-AMKLで認めた。ほ

とんどの変異は機能喪失変異であった。そこで、野生型ZBTB7Aの発現がZBTB7Aに変異を起こし

ているDS-AMKL細胞株CMK11-5の増殖に及ぼす効果について解析した。野生型ZBTB7Aを持続

的に発現させるとCMK11-5の増殖が急速に抑制されたが、欠失型ZBTB7Aでは細胞増殖への影響

はなかった。ミスセンス変異タンパクも増殖を抑制したが、野生型に比べ、その効果は緩やかな

ものであった。次にZBTB7Aを発現誘導可能なKPAM1細胞を用いてRNA-seqを行った。GSEA解

析で、野生型ZBTB7Aの発現はMYCとE2F経路を抑制することが明らかになった。 

NFIAは４つの異なる遺伝子からなる転写因子ファミリーの一つをコードしている。NFIAは造血

前駆細胞の運命を骨髄球系から赤血球系へと誘導することが知られている。NFIAの変異が5.7%

のDS-AMKLで検出された。ほとんどの変異はナンセンスあるいはフレームシフトで、機能喪失

変異であった。そこで、野生型NFIAの発現がNFIAの変異を有するDS-AMKL細胞株CMK11-5の増

殖に及ぼす効果について解析した。野生型NFIAを持続的に発現させるとCMK11-5の増殖を急速

に抑制したが、欠失型NFIAでは細胞増殖への影響はなかった。RNA-seq解析を行うと、NFIAを強

制発現させたKPAM1はコントロールに比べMYC、E2FおよびmTOR経路が抑制されていること

が明らかになった。 

これらの結果より、IRX1、ZBTB7AとNFIAはいずれも共通のMYC/E2F 経路を抑制することによ

りがん抑制遺伝子として機能しており、MYCがDS-AMKLの治療標的の候補になることが示唆さ

れた。 
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