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研究成果の概要（和文）：成人急性骨髄性白血病 (AML) は依然として予後不良な疾患で、新規治療法の開発が
喫緊の課題である。本研究者は、エピゲノム制御の側面、特にクロマチンリモデリング因子による転写制御に着
目し、AML関連転写因子とクロマチンリモデリング因子を介したクロマチン制御異常がAML細胞の維持に寄与して
いると仮説を立てた。AML細胞における複雑なクロマチン制御機構の全容を解明するためには、従来の個々の遺
伝子の機能解析だけでは限界がある。そこで、本研究では、CRISPR/Cas9スクリーニング法による網羅的な遺伝
子機能解析を用い、AML細胞の維持に重要なクロマチンリモデリング因子を同定し、その機能解析を行った。

研究成果の概要（英文）：Acute myeloid leukemia (AML) is a devastating disease with low long-term 
survival rates, underscoring the critical need to devise a novel therapeutic strategy. In this 
study, we focused on the epigenetic regulating system, especially on the chromatin remodeling 
factors, and hypothesized that these factors play essential roles in AML cell survival in concert 
with transcription factors. Since there is a limitation to the conventional method of targeting 
individual factors in elucidating the complicated epigenetic regulating system involved, we instead 
performed genome-wide CRISPR-Cas9 screens to comprehensively identify the chromatin remodeling 
factors essential to AML cell survival and analyzed their functions.

研究分野：造血器腫瘍
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究者は、AML細胞の維持に重要な転写因子およびクロマチンリモデリング因子を同定するため、CRISPR-Cas9
システムによる全ゲノムスクリーニングの実験系を確立した。このスクリーニングの結果から、AML細胞増殖に
必須である、または腫瘍抑制因子として機能するエピゲノム制御関連遺伝子を抽出可能であった。さらに、予後
不良AMLに遺伝子異常が高頻度に認められる転写因子TP53に注目し、各因子についてTp53 pathway依存性を明ら
かにした。本研究の結果から、AMLにおいて転写因子が制御するエピゲノム制御因子が明らかとなり、本知見は
今後の新たなAML治療開発につながることが期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
成人 AML の治療成績は多剤併用化学療法が導入されて以降、ごく一部の病型を除いて、過去 30

年以上にわたって大きな進歩を遂げておらず、新規治療法の開発が喫緊の課題である。昨今の白

血病ゲノム解析から、転写因子の遺伝子変異や、転写因子結合部位の変異が同定され、転写因子

の機能異常が白血病発症に直接関与していることが明らかになった (Crispino: Blood 2017, Sood: 

Blood 2017)。その一方で、転写因子による細胞分化制御の分子機構は未だ不明な点が多く、その

解明が新規白血病治療法の開発につながる可能性がある。本研究者らは、これまでに造血幹細胞

における PU.1・GATA1 を中心とした転写因子による細胞分化制御機構を解明してきた（Iwasaki: 

Genes Dev 2006, Miyawaki: Stem Cells 2015）。本研究者は、エピゲノム制御の側面、特にクロマチ

ンリモデリング因子による転写制御に着目し、正常幹細胞では転写因子がクロマチンリモデリ

ング因子と共役し、分化関連遺伝子の転写を制御していること (Semba: Nucleic Acid Research 

2017) を明らかにした。これらの知見より、本研究者は AML 関連転写因子とクロマチンリモデ

リング因子を介したクロマチン制御異常が AML 細胞の維持に寄与しているとの仮説を立てた。

AML 細胞における複雑なクロマチン制御機構の全容を解明するためには、従来の個々の遺伝子

の機能解析だけでは限界があり、多数の遺伝子を同時に対象とした機能的な解析が必要である。

さらに、AML 特異的なクロマチンリモデリング因子は、新たな治療標的となる可能性があり、

薬剤開発へ向け、機能的に重要なドメインを同定する必要がある。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、正常造血細胞の分化、AML 細胞の維持に重要なクロマチンリモデリング因子

の同定とその機能解析である。さらに、その詳細な責任ドメインを決定することで、クロマチン

制御機構を標的とした新たな白血病治療法の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
本研究では、具体的に次の研究方法を用いる。 

(1) CRISPR/Cas9 スクリーニング法を用いた網羅的な遺伝子機能解析 

(2) CRISPR-Cas9 saturation mutagenesis 法を用いたタンパクドメインの機能的解析 

(3) ChIP-seq (転写因子、クロマチンリモデリング因子、ヒストン)および RNA-seq を用いた網羅

的遺伝子発現解析 

 
４．研究成果 
(1) 白血病細胞に必須なクロマチンリモデリング因子の同定および機能解析 

本研究者は、AML 細胞の維持に重要な転写因子およびクロマチンリモデリング因子を同定する

ため、CRISPR-Cas9 システムによる全ゲノムスクリーニングの実験系を確立した。まず、AML

細胞に Cas9ヌクレアーゼを強発現した AML 細胞株 (Cas9AML 細胞) を 2系統樹立した。本研

究では、マウスの 20,611 遺伝子及び 1,175 の miRNA を標的とし、1 遺伝子あたり 6 つの異なる

sgRNA がデザインされた GeCKO sgRNAライブラリを用いた。 7x107 個の Cas9AML 細胞に sgR 

NAライブラリを感染させ、約 14日培養後に、各 sgRNA の全 sgRNA リード数に占める割合の

変化を MAGeCKプログラムで解析した。その結果、腫瘍抑制因子 Tp53 を標的とする sgRNA が

最も enrich し、Trp53 タンパク質発現を負に制御する Mdm2及び Mdm4 を標的とする sgRNA は

dropout した。このことから、AML 細胞増殖の表現型に対する遺伝子スクリーニングが可能であ

ることが示された。さらに、このスクリーニングの結果から、我々は AML 細胞増殖に必須であ



るエピゲノム制御関連遺伝子、腫瘍抑制因子として機能するエピゲノム制御関連遺伝子を抽出

した(図 1C, 1D)。さらにその中から、白血病に対する治療標的の探索を念頭に、公開されている

ヒト腫瘍細胞 CRISPR スクリーニングデータベース (Depmap: https://depmap.org) およびヒト白

血病患者遺伝子発現情報を用いてヒト白血病細胞においても機能が重要な因子を絞り込んだ。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (2) Trp53 変異白血病の治療標的となるクロマチンリモデリング因子の同定 

本研究者は、予後不良な高齢者 AML で遺伝子変異が高頻度に認められる転写因子 TP53 に注目

した。独自に Tp53野生型、欠失型のマウス急性骨髄性白血病 (AML) 細胞株を樹立し、CRISPR

スクリーニングを駆使して転写因子 TP53依存的に機能が変化する候補因子の抽出を行った (図

2A)。例えば、Tp53自身を標的とした sgRNA は Tp53野生型 AML スクリーニングでのみ enrich

し、Tp53抑制因子である Mdm2, Mdm4 を標的とした sgRNA は Tp53野生型 AML スクリーニン

グでのみ dropout した。この結果から、本ス クリーニングにより Tp53 に機能を依存した因子が

抽出可能であることが確認された。さらに、上記で同定した白血病増殖に必要な chromatin 関連

遺伝子について各々評価を行い、Tp53 変異状態による細胞増殖に与える影響の差異を検証した。

その結果、これらの chromatin 関連遺伝子の中から、Tp53野生型白血病でのみ細胞増殖に必要な

因子 (e.g. Smarcc1, Smarce1) を同定した (図 2B)。これらの因子は Mdm2, Mdm4 と同様に Tp53 

pathway に機能を依存していると考えられ、Tp53 変異白血病では細胞増殖に対して必要ではな

いことが明らかとなった。一方で、Tp53 変異白血病に対する治療標的の探索を念頭に、Tp53 変

異白血病細胞に対しても細胞死を誘導する遺伝子、つまり Tp53 pathway に機能を依存していな

い因子について複数同定した (例えば Gene X, Gene Y とする, 図 2B)。さらに、その結果を追試

するため、約 1000候補遺伝子を標的した二次スクリーニングを行った。そして、RNA-seq を用

いて Tp53 変異白血病において遺伝子発現が認められ、かつ Tp53欠失 AML で sgRNA が dropout

した遺伝子を候補因子として抽出した。現在、これらの抽出した各因子について Tp53 変異 AML

における機能解析を行っている。 
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図 1A. CRISPR/Cas9 スクリーニングの概略図。B. Chd4 に対する sgRNA は AML 細胞の 14 日間の培養中
に量が減少した。C. スクリーニングの結果から、AML 細胞増殖に必要な chromatin 関連遺伝子を抽出した。
D. スクリーニングの結果から、AML細胞増殖に必要な epigenetics 関連遺伝子を抽出した。 



 

 

 

 

 

 

 (3)白血病治療標的となるクロマチンリモデリング因子のドメイン同定 

近年の medicinal chemistry の飛躍的進歩により、標的タンパクの機能的に重要なアミノ酸残基・

タンパクドメインを同定することができれば、その部位に結合する化合物の合成を経て、

PROTAC (proteolysis targeting chimera) 等の新規治療薬開発が可能となった  (Milosevich: 

Biochemistry 2015)。本研究では、CRISPR/Cas9 saturation mutagenesis (SM) 法 (Canver: Nature 2015) 

をコーディング領域のドメインマッピングに応用した。今回、上記で同定した Tp53欠失白血病

の増殖に必要な遺伝子の全エクソンを網羅する、sgRNA ライブラリを作成し、Tp53野生型およ

び欠失型 AML 細胞を用いて SM 法を行なった (図 3A)。その結果、CRISPR/Cas9 スクリーニン

グの結果と同様に、Mdm2 を標的とした sgRNA は Trp53野生型では 14日間の細胞培養期間中に

その量が減少したが、Trp53欠失型では sgRNA の量は変化しなかった。その一方で、Gene X を

標的とした sgRNA は Trp53野生型、Trp53野生型ともにその量の減少を認めた。さらに、Mdm2

を標的としたスクリーニングでは既知のドメイン部位に一致して sgRNA の量的変化が認められ、

タンパク質の機能部位を評価可能であることが示された。Gene X についてもデータベースに登

録されている N末端側のタンパク質のドメインに一致して、特に sgRNA の減少を認め、細胞増

殖に重要なドメイン部位が新規に明らかとなった (図 3B)。現在、この部位が関与する分子メカ

ニズムについて検証を行なっており、以上の研究で得られた知見をまとめ論文発表予定である。 

図 2A. Tp53 野生型および変異型 AML の CRISPR/Cas9 スクリーニングの結果の概略図。各遺伝子について、X 軸
に Tp53 野生型、Y 軸に Tp53 変異型白血病における sgRNAの量的変化を log2FCで示した。値が小さければ細胞培
養期間中に sgRNA量が減少した、つまり細胞増殖に必要な遺伝子であったことを示す。B. 代表的な chromatin 関連
遺伝子について、Tp53 野生型 (上段) および変異型 (下段) の sgRNAの経時的変化を示す。 

図 3A. CRISPR/Cas9 saturation mutagenesis (SM) 法の概略図。B. Gene X およびMdm2について、Tp53 野生
型 (赤) 、Tp53 野生型 + MDM2 阻害薬投与下 (紫)、および Tp53 変異型 (緑) の SM法の結果を示す。各 sgRNA
についてX軸に sgRNAの各アミノ酸上の部位、Y 軸に sgRNAの経時的な log2FCを示す。 
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