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研究成果の概要（和文）：ダウン症のTAMにおいてGATA1変異タイプが好酸球増多症と肝障害に及ぼす影響を調べ
るために本研究を行い、以下の成果を得た。
１．白血病細胞株に様々なGATA1変異を導入し、変異によりGATA1sタンパクの発現レベルが異なることを確認し
た。GATA1sタンパクの発現が低いタイプでGATA2とKITの発現が高く、より未分化であることが示唆された。
２．TAM患者の検体を用いて遺伝子発現プロファイルを解析したところ、巨核球関連遺伝子群の発現が高い患者
集団が認められ、いずれの患者も肝障害を呈していた。高発現遺伝子には、肝線維症の発症に関わるサイトカイ
ン遺伝子も含まれており、肝障害との関連が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We performed this study to clarify effects of GATA1 mutation types on 
eosinophilia and liver dysfunction in infants with Down syndrome and TAM and obtained following 
results. 
1. We introduced various GATA1 mutations into a human leukemia cell line and found that expression 
levels of GATA1s protein depended on GATA1 mutation types. GATA1s-low clones expressed GATA2 and KIT
 mRNAs at higher levels than GATA1s-high clones, suggesting that the former was more immature than 
the latter. 
2. We performed RNA-sequencing using samples of infants with TAM and analyzed gene expression 
profiling. We found a patient population expressing megakaryocytic genes at higher levels and all 
these patients had liver dysfunction. These megakaryocytic genes included several cytokines related 
to pathogenesis of liver fibrosis suggesting association between high expression of these cytokines 
and liver dysfunction. 

研究分野：小児科学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでの研究により、ダウン症のTAMにおいて、GATA1変異のタイプにより肝障害を合併する頻度が異なること
は分かっていたが、その機序は不明であった。本研究により、GATA1変異のタイプによりGATA1sタンパクの発現
レベルが異なり、その違いが転写因子の発現レベルや巨核球系への分化度に影響することが明らかになった。さ
らに、巨核球関連遺伝子群の高発現と肝障害との関連も明らかになった。GATA1変異解析により、肝障害の高危
険群を正確に同定できるようになれば、肝障害の早期治療や予防に応用できる可能性がある。また、肝障害の原
因になるサイトカインを同定できれば、より効果的な治療が可能になるかもしれない。

※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 
(1) ダウン症候群の新生児の約 10%は一過性異常骨髄増殖症（TAM）という一過性の白血病を
発症する。ほぼ全例で血球特異的転写因子 GATA1の遺伝子変異がみられ、変異により完全長の
GATA1タンパクが発現せず、短縮型の GATA1タンパク（GATA1s）のみが発現する。約 20%
の症例は肝線維症や呼吸循環不全のため早期に死亡し、寛解例の約 20~30%は 4 歳までに真の
白血病を発症することが問題になっている。 
 
(2) 以前我々は、GATA1 変異のタイプにより GATA1s タンパクの発現レベルが異なること、
GATA1変異タイプにより白血球数や芽球数、真の白血病に進展する率が異なることを報告した
（Blood 2010）。この結果を確認するために、日本小児白血病リンパ腫研究グループ（JPLSG）
の多施設共同臨床試験 TAM-10に参加した 167例を解析したところ、スプライス変異（SE）と
1番目の翻訳開始コドンを失う変異（LOM）では、早期終止コドンをきたす変異（PTC）よりも
有意に好酸球数が高値であり、好酸球増多症（≧1,500/μl）を合併する率も有意に高いことが明
らかになった（Terui, et al, 58th American Society of Hematology Annual Meeting, 2016）。さ
らに、SE群では PTC群よりも有意に GPT値が高値であり、肝障害（GPT≧100 IU/L）を合併
する率も高かった。 
 
(3) 肝線維症をはじめとする肝合併症は TAM の早期死亡の主な原因の一つである。発症に
PDGFや TGF-βなどのサイトカインの関与が示唆されているが、発症機序は十分に解明されて
おらず、有効な予防法や治療法も確立されていない。また、TAMに好酸球増多症を合併し心嚢
液貯留や胸水、肝線維症などをきたした症例は複数報告されており、TAMの臓器障害に好酸球
が関与している可能性がある。最近 TAMに伴って増加する好酸球は TAM芽球に由来すること、
GATA1s タンパクが TAM 芽球から好酸球への分化と増殖を引き起こすことが報告された
（Maroz et al, Leukemia 2014）。がん遺伝子MYCが好酸球の増殖を促進する可能性が示され
たが、その機序は十分に解明されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、TAMにおいて GATA1変異タイプにより好酸球数増多症や肝障害を合併する
率が異なる仕組みを明らかにし、これらの合併症の高危険群の正確な同定や、新しい予防法・治
療法の開発につなげることである。具体的には、以下の 2点に絞って研究を行う。 
 
(1) SEタイプと LOMタイプの GATA1変異が TAM芽球から好酸球への分化・増殖を促進する
仕組みを明らかにし、予防や治療の標的となる分子や経路を同定する。 
 
(2) SE タイプの GATA1 変異が肝障害を引き起こす仕組みを明らかにし、予防や治療の標的と
なる分子や経路を同定する。 
 
３．研究の方法 
(1) TAM 患者検体を用いた好酸球への分化・増殖能の解析 
TAM 芽球を抗 CD34 抗体と抗 CD41 抗体を用いて分離し、G-CSF、GM-CSF、IL-3、SCF を含む液体培
地で培養する。形態学的評価、フローサイトメトリー、定量 RT-PCR、ウエスタンブロッティン
グを行い、GATA1 変異タイプと GATA1s タンパクの発現量、好酸球への分化能・増殖能との関連
を解析する。好酸球への分化・増殖に重要な分子や経路を同定し、阻害薬の影響を調べる。 
 
(2) TAM 患者検体を用いたサイトカイン発現プロファイルの解析 
TAM 患者の末梢血から RNA を抽出し、好酸球分化に関わるサイトカイン（IL-3、IL-5、GM-CSF な
ど）、肝線維症と関連するサイトカイン（PDGF、TGF-βなど）、好酸球顆粒タンパク（ECP、MCP な
ど）の発現を定量 RT-PCR で解析する。サイトカイン発現プロファイルと臨床情報を比較検討し、
合併症と関連のある分子や経路を同定する。好酸球増多症を合併した患者検体については、TAM
細胞を抗 CD34 抗体と抗 CD41 抗体、好酸球を抗 CD15 抗体と抗 CD16 抗体を用いて分離し、それ
ぞれの分画について解析を行う。 
 
(3) 正常臍帯血造血幹細胞を用いた好酸球への分化・増殖能の解析 
Maroz らの方法に従い、臍帯血 CD34 陽性細胞の内因性 GATA1 をレンチウイルスベクターを用い
てノックダウンするとともに、様々な変異を持った GATA1 遺伝子を導入する。G-CSF、GM-CSF、
IL-3、SCF を含む培地で培養し、上記の１と同様の解析を行う。また、コロニー形成法も行い、
好酸球への分化・増殖能をより詳細に解析する。 
 
(4) 白血病細胞株を用いた機能解析 



好酸球性白血病細胞株 EoL-1 に CRISPR/Cas9 システムを用いて様々な種類の GATA1 遺伝子変異
を導入し、上記の１と同様の解析を行う。また、ダウン症の巨核芽球性白血病細胞株の変異 GATA1
遺伝子をドキシサイクリンで発現誘導可能な shRNA 発現レトロウイルスベクターを用いてノッ
クダウンし、サイトカイン発現プロファイルの変化を調べる。 
 
４．研究成果 
(1) 当初、患者検体を用いてサイトカイン発現プロファイルの解析などを行う予定であったが、
芽球割合や白血球分画などの条件が患者によって大きく異なることから、GATA1 変異タイプ以外
の条件を一定に保つことができる細胞株を使った実験を優先して行った。GATA1 変異タイプによ
り GATA1s タンパクの発現レベルが異なることを確認するために、ヒト白血病細胞株 K562 に
CRISPR/Cas9 ゲノム編集技術を用いて様々な GATA1 変異の導入を試みた。その結果、異なる GATA1
変異を持つ９種類のクローンが得られ、６種類はスプライシングの異常を引き起こす変異
（splicing error, SE）、３種類はフレームシフトと早期終始コドンを引き起こす変異
（premature termination codon, PTC）であった。ウエスタンブロッティングを行ったところ、
GATA1s タンパクの発現レベルは PTC タイプのクローンよりも SEタイプのクローンで高く、既報
と矛盾のない結果であった。 
 
(2) ヒト白血病細胞株 K562 に CRISPR/Cas9 ゲノム編集技術を用いて様々な GATA1 変異を導入
し、GATA1s タンパクの発現が高い SEタイプの GATA1 変異を持つクローンと、発現が低い PTC タ
イプの GATA1 変異を持つクローンが得られた。これらの細胞を用いて、各種転写因子の発現レベ
ルを解析したところ、両クローンとも野生型に比べて GATA2 と KIT の発現が亢進しており、その
発現レベルは PTC タイプの方が高かった。GATA2 と KIT は造血幹細胞・造血前駆細胞の維持や
増殖に重要な転写因子であることから、PTC タイプを持つクローンの方がより未分化であること
が示唆された。逆に、巨核球特異的転写因子である NFE2 の発現レベルは SEタイプで高い傾向に
あり、より巨核球系に分化している可能性が示唆された。 
 
(3) ヒト白血病細胞株 K562 を TPA で処理し巨核球関連遺伝子の発現レベルを解析したところ、
ITGA2B、ITGB3、PDGFA、PDGFB、TGFB1 などの発現が誘導された。一方、GATA1 変異を導入した K562
細胞では、ITGA2B 遺伝子の発現誘導がほとんどみられず、巨核球分化の障害が示唆された。
GATA1s タンパクの発現が高い SE タイプの GATA1 変異を持つクローンと、発現が低い PTC タイプ
の GATA1 変異を持つクローンとの比較では、GP1BA や MECOM などの遺伝子の発現パターンに若干
の違いがみられたものの、明らかな違いは認められなかった。 
 
(4) TAM 患者 26人の検体を用いて RNA-seqを行い、遺伝子発現プロファイルを解析したところ、
巨核球関連遺伝子群の発現が高い患者集団が認められた。この群に分類された 4 例はいずれも
直接ビリルビンや ALT が高値であり、肝障害を呈していた。高発現遺伝子には、肝線維症の発症
に関わる PDGF や TGF-βをコードする遺伝子も含まれており、これらのサイトカインと肝障害と
の関連が示唆された。好酸球関連遺伝子の発現が高い患者集団も認められたが、これらの患者は
必ずしも好酸球増多症を呈していなかった。遺伝子発現プロファイルと臨床像との間に相関が
認められなかった原因として、好酸球は RNase-rich で細胞同士が接着しやすく、高品質の RNA
の抽出が難しいことが考えられた。 
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