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研究成果の概要（和文）：急性骨髄性白血病（AML）の生体内での定着と進展の分子機構を明らかにする目的
で、責任遺伝子の同定とその異常による病態を解析した。マウスAML細胞の骨髄移植実験系とshRNA及びsgRNAラ
イブラリーを用いた機能遺伝学的スクリーニングを行なって、AMLの定着に必要な遺伝子Rnf20を同定した。一
方、Bcl11aがAMLにおいてPU.1の転写制御機能を抑制することによって、悪性化に寄与することを明らかにし、
重要な標的遺伝子Asb2を同定した。さらに、Trib1のHoxa9転写制御系においてスーパーエンハンサーの形成に関
与し、Erg遺伝子の発現亢進をもたらしていることを示した。

研究成果の概要（英文）：The goal of this study is to identify important genes in embedding and 
progression of acute myeloid leukemia (AML) in vivo. Functional genomic screening using shRNAs and 
sgRNAs was performed in bone marrow transplantation experiments with mouse AML cells, and Rnf20 was 
identified as a responsible gene for bone marrow engraftment of AML. Also, the study clarified that 
Bcl11a suppresses the transcriptional activity of PU.1 in malignant transformation of AML, and 
identified Asb2 as an important Bcl11a arget gene. Moreover, the study revealed the role of Trib1 in
 Hoxa9-associated super-enhancer regulation to induce up-regulation of Erg.

研究分野：腫瘍生物学　血液学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
白血病の骨髄定着と生体内進展を規定する分子機構を明らかにする目的で本研究を遂行した。機能遺伝学的スク
リーニングや、Bcl11a、Trib1の重要性を明らかにするとともに、解析手法としてin vivoにおけるAML発症やAML
細胞と間質細胞との相互作用を重視したことから、Asb2によるフィラミンAの調節作用やErg遺伝子の同定といっ
た重要な下流遺伝子を同定し、白血病のin vivoにおける進展機構の理解に資する結果を示した。さらに、エピ
ゲノム阻害薬であるJQ1やHDAC阻害薬、LSD1阻害薬の有効性を検証し、今後のAMLに対する新たな治療法の開発に
繋がる成果を得た。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
がんの進展と難治化において、in vivo におけるがん細胞の多様性と、がん細胞と微小環境との間
における相互作用が重要であり、これらの特質を理解することが求められていた。特に、白血病
においては、leukemia initiating cell（LIC、白血病幹細胞）と造血ニッチとの相互作用を解き明か
すことが、難治化した白血病の制圧と根治に欠かせない。しかしながら、LIC による造血ニッチ
占有の分子機構の大部分は未解明であった。この相互作用を司る分子は、転写プログラムから細
胞内小胞輸送、蛋白修飾、細胞内シグナル伝達、蛋白分解など多岐にわたると考えられていたが、
ゲノム変異や遺伝子発現異常の解析のみでは、本態を解明することは困難であると考えられた。 
 造血幹細胞（HSC）と LIC の造血ニッチへの定着における CXCL12/CXCR4 シグナルの重要性
が注目されており、抗 CXCR4 抗体を用いた白血病治療法の開発も行われていた。CXCL12 は、
造血ニッチに存在する間葉系前駆細胞（CAR 細胞）から豊富に分泌されるが、我々は Meis1 に
制御される Sytl1 遺伝子の活性化が Rab27b による AML 細胞の細胞内小胞輸送を活発化させて、
受容体 CXCR4 の膜輸送を促進し CXCL12 シグナルを優先的に受け取るメカニズムを明らかに
した。この経路の発見は重要と考える一方、LIC の定着と白血病細胞の骨髄内進展には
Meis1/Sytl1/CXCR4 以外にも多様なシグナル経路の改変が存在する可能性が考えられた。 
 一方、申請者はホメオドメイン関連 AML の研究を長年続ける中で、中心的な役割を担う Hoxa9
と Meis1、さらにその特異的協調遺伝子 Trib1 や、B 細胞・赤芽球で重要な生理機能を有する
Bcl11a の機能を特に追究してきた。本研究開始当初、Trib1 偽キナーゼの役割について、その標
的タンパク質である C/EBPa や、Hoxa9 や Bcl11a との協調作用の意義について多くの不明な点
が依然として存在していた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、LIC を初めとする白血病細胞の in vivo における定着と進展を促進する分子間ネット
ワークの解明を第一の目的とし、その責任分子を機能ゲノムスクリーニングにより同定とする。
さらに、我々が同定してきた AML の発生と悪性化に大きな役割を果たしている Hoxa9、Meis1、
Bcl11a、Trib1 の機能を明らかにして白血病の進展に新たな知見を追加することも大きな目的と
する。具体的な目標は以下の通りである。 
（１）白血病細胞において、in vivo における骨髄への定着と進展に必要な遺伝子を shRNA ライ
ブラリーと CRISPR スクリーニングの併用によって同定する。この際、in vitro での増殖活性や
生存能に直接関与する遺伝子は出来るだけ排除した上で、in vivo での機能に特化した分子に焦
点を絞る。 
（２）同定した遺伝子の機能解析を行って、細胞運動能や細胞外基質への接着能、細胞間相互作
用などを指標とした評価を行う。 
（３）Bcl11a や Trib1/Hoxa9 の標的遺伝子・タンパク質を明らかにし、白血病悪性化における役
割を明らかにする。この場合も in vivo における機能に重点を置く。さらに、関連遺伝子の遺伝
子改変モデルマウスの作製を行なって、白血病の発症と悪性化における新たな知見を得る。 
 
３．研究の方法 
（１）AML の in vivo における定着と進展を促進する因子の機能遺伝学的スクリーニング（一次
スクリーニング） 
Hoxa9 と Meis1 を発現するマウス AML 細胞 H9M1 と、MLL-ENL融合遺伝子を発現するマウス
AML 細胞 ME4 に対して、ゲノムワイドの shRNAスクリーニングを行った。用いたライブラリ
ーはマウス 21,745 遺伝子を標的とする 177,480 の shRNA クローンを有するレンチウィルスライ
ブラリーである。全体を１プール 9,860 shRNA クローンから成る 18 プールに分けてスクリーニ
ングを行った。まず、in vitro で 2 週間培養して、増殖抑制や細胞死を誘導するクローンを除外
した。次に、生存した細胞を 4 Gy の X線を全身照射した B6マウスに骨髄移植して、移植後２
週間の骨髄から導入細胞をソーティングにより取得した。細胞からゲノム DNA を抽出し、レン
チウィルスの barcode DNA を PCR で増幅後、次世代シーケンサーを用いて減少した shRNA を
同定した。 
（２）AML の in vivo における定着と進展を促進する因子の機能遺伝学的スクリーニング（二次
スクリーニング） 
（１）で同定された shRNA が多数であることから、CRISPR/Cas9 による二次スクリーニングを
実施した。同定された遺伝子について sgRNA ライブラリーを作製し、Cas9 遺伝子とともにレン
チウィルスベクターを用いて H9M1 細胞に導入した。（１）と同様の手法を用いて in vivo におい
て減少するクローンを、次世代シーケンサーを用いて同定した。 
（３）候補遺伝子の機能解析と検証実験 
（１）と（２）のスクリーニングで同定された遺伝子について、コードするタンパク質の構造等
から予測される情報を基に機能解析実験を行った。In vitro においては遊走試験、接着試験、細
胞骨格、間質細胞との共培養試験等の解析を行った。さらに、in vivo における定着能を評価し



た。 
（４）AML の in vivo 定着を促進する既知の遺伝子に関する解析 
我々は、Bcl11a や Trib1 が相互に協調作用を示し、また Trib1 は Hoxa9 との協調作用を示すこと
で、AML 細胞の骨髄定着を飛躍的に促進することを示してきた。これらの遺伝子は転写調節を
大きく修飾することから、Bcl11/Trib1 発現 AML及び Hoxa9/Trib1 発現 AML のエピゲノム解析、
特にエンハンサーランドスケーピングを行なってエンハンサーやスーパーエンハンサー（SE）
の分布を評価した。SE にドライブされる標的遺伝子を同定し、その機能を解析した。 
（５）Trib1/Cop1 系の解析 
本研究を進める過程で、Trib1 による C/EBPaの分解の Hoxa9 関連白血病における重要性が強く
認識された。そこで、Cop1コンディショナルノックアウト（cKO）マウスを新たに作製し、Cop1 
E3ユビキチンリガーゼの AML悪性化における意義を解析した。Cop1 exon 3 を flox 化したマウ
スを Rosa26/Cre-ERT2トランスジェニックマウスと交配した。このマウスから骨髄幹・前駆細胞
を取得し、Trib1 や Hoxa9 を導入して作製した AML 細胞において 4-OH-タモキシフェン処理に
より Cop1 KO を達成する系を作製した。Cop1 KO による AML 細胞の増殖抑制作用、分化誘導、
分子機能解析を実施した。 
 
４．研究成果 
（１）AML の in vivo における定着・進展促進因子の機能遺伝学的スクリーニングによる同定 
マウス AML 細胞 H9M1 と ME4 に対して shRNA プールドレンチウィルスライブラリーを用い
たスクリーニングを行った。２種類の細胞株に in vitro でライブラリーを導入し、B6マウスの骨
髄に移植後２週間で細胞を回収し、次世代シーケンサーを用いて in vivo で減少した shRNA を解
析した結果、1144 の候補遺伝子を同定した。次に、この 1144 遺伝子に対する sgRNA ライブラ
リーを作製し、CRISPR/Cas9 システムを用いて二次スクリーニングを行い、４つの候補遺伝子に
絞り込んだ。さらに解析を進め、ヒストンモノユビキチン化を触媒する Rnf20 を同定した。Rnf20
のノックダウンにより AML の骨髄定着は有意に抑制された。また、ヒト AML/ALL において
RNF20 は MLL融合遺伝子の白血病発症に重要であることが示されている。今回の結果はこの事
実を裏付けるものであり、今後更なる解析を行う。 
（２）Bcl11a誘導 AML 細胞のエンハンサーランドスケーピング 
Bcl11a 遺伝子は Znフィンガー転写抑制因子をコードし、B 細胞分化とヘモグロビンスウィッチ
ングに必須な分子である。そもそも Bcl11a は BXH2 マウス AML の原因遺伝子として同定され
たにも関わらず、AML での機能や役割は長年不明であった。その大きな理由として、Bcl11a単
独の発現では AML を誘導するには不十分であることが挙げられる。そこで、今回我々はレトロ
ウィルスベクターで Trib1 を導入した AML で Bcl11a が共通レトロウィルス挿入領域となってい
ることに着目し、Trib1 と Bcl11a を共発現させた AML 細胞株 TB-13、TB-14 を作製した。Bcl11a
の発現により TB-13 と TB-14 は Trib1 のみを発現する Tr1 に比べて in vitro、in vivo において高
い増殖能を示した（図１）。 

 
図１ Bcl11a の発現は Trib1 AML の増殖を in vitro（左）、in vivo（右）において促進する。 
そこで、TB-13 細胞におけるグローバルな Bcl11a の DNA結合を ChIP-seq により解析した。結

合モチーフ解析を行うと Bcl11a結合配列とともに Sfpi1結合モチーフが濃縮され、転写因子 PU.1
の結合を解析すると Bcl11a の結合部位の 59%が PU.1 のそれと重複していた。これらの結合部位

の近傍にあり、Bcl11a の存在下で発現が低下する 1500 の PU.1 標的遺伝子を同定した。Bcl11 は

さらに co-repressor複合体のヒストンデアセチラーゼや Ncor、Bcor、Kdm1a等と結合することが

知られていたため、1500 遺伝子の中から LSD1 と HDAC阻害剤のプラシノスタットによって発

現が抑制される 46 遺伝子を絞り込み、Bcl11a のコンセンサス配列の存在と定量 PCR による解

析によって 9 遺伝子 Arhgap25, Asb2, Bank1, Cd300lf, Cfp, Clec5a, Hgfac, Il1rn, Suncr1 を同定した。

この中で Asb2 はフィラミン A の分解を介して AML 細胞の細胞骨格を改変し、骨髄間質細胞と

の会合を促進していることから、in vivo における AML 定着を促進する可能性が強く示唆された

（図２）。 
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図２ Asb2 の発現抑制はフィラミン A の発現を促進し、AML 細胞と骨髄間質細胞との協調作

用を促進する。左：HDAC阻害薬と LSD阻害薬による Asb2 発現回復。中：Asb2 のノックダウ

ンによる Filamin A の蓄積。右：Asb2 のノックダウンによる AML 細胞の OP9 細胞上でのフォー

カス形成。 
また、ヒト AML 高発現 AML 細胞において BCL11A のノックダウンやプラシノスタット処理

によって ASB2 の発現増強と骨髄定着の低下が認められた。さらに、データベース解析により

BCL11A を高発現する AML症例は有意に予後不良であることが確認された。 
（３）Trib1/Hoxa9 発現 AML 細胞のエンハンサーランドスケーピング 
これまでの我々や他のグループの研究から、Trib1 は Cop1 との結合を介した C/EBPaの分解によ

り顆粒球分化の阻害と白血病発症を誘導することがわかっていた。Trib1 の発現は Hoxa9 による

標的遺伝子の転写制御を修飾するが、その分子機構を明らかにする目的で Trib1 の有無における

Hoxa9や C/EBPaの DNA結合とエンハンサープロファイルを解析した。 
 Hoxa9 を発現した AML 細胞で Trib1 の高発現と Trib1 KO状態で SE を比較し、Trib1 存在下で

のみ出現する 61 の SE を同定した。これらの SE の近傍から Hoxa9 が結合し、Trib1 の存在によ

って発現が有意に亢進する 8 遺伝子を同定した。この中で発現亢進が高くヒストン H3K27Ac の

集積が Trib1 によって大きく増加する遺伝子として Erg、Spns2、Rgl1、Pik3cd に着目した。中で

も、Erg は造血に極めて重要な遺伝子であり、AML における発現増強もしばしば見られること

から、Trib1/Hoxa9 の標的遺伝子として重要と考えた。Trib1/Hoxa9 AML において Erg をノック

アウトすると in vitro での増殖抑制が認められ、in vivo における AML 発症がキャンセルされた

（図３）。また、SE の機能を阻害する BET阻害薬の JQ1 により Erg や Spns2 の発現低下を介し

た AML の増殖抑制、分化誘導、in vivo 発症の抑制といった Erg ノックダウンを模倣する結果を

得ることが出来た。 

  
 

図３ Erg は Trib1/Hoxa9 の標的遺伝子である。左：Trib1 による Erg の SE形成。中：Erg ノック

アウトによる Trib1/Hoxa9 AML 細胞の増殖抑制。右：Erg ノックアウトによる Trib1/Hoxa9 AML
の発症阻害。 
さらに、我々は以前の研究で TRIB1 の機能獲得型変異をダウン症関連白血病で同定していた事

実を基に、ヒト 21番染色体相同領域がトリソミー化しているダウン症モデルマウス Ts1Cje を用

いて Trib1 の AML 発症実験を行った。Trib1 の発現により Ts1Cjeマウスでは B6マウスに比べて

AML 発症が有意に促進された。また、Ts1Cje/Trib1 AML では Hoxa9 や Erg、Spns2 など Trib1/Hoxa9
で重要な役割を担っている遺伝子が B6 マウスに比べて有意に活性化していた（図４）。この結

果は TRIB1 のダウン症関連 AML における重要な意義を改めて強調するものである。 
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図４ ダウン症モデルマウス Ts1Cje の Trib1 AML 発症刺激に対する高感受性。左：骨髄移植に

よる AML 発症の生存曲線。右：Ts1Cje/Trib1 AML における遺伝子発現解析。 
（４）Trib1/Cop1 系の解析 
上記の研究で明らかになった Trib1 の AML 発症と in vivo における促進効果での重要性を踏まえ

て、Trib1/Cop1 系の機能をさらに追究する目的で Cop1 cKOマウスを作製した。このマウスの骨

髄細胞に Trib1 を初めとする AML 原因遺伝子を導入し、タモキシフェン誘導下で Cop1 がノッ

クアウトされる AML 細胞株を作製した。Cop1 KO によって AML 細胞の強い増殖抑制と顆粒

球・単球分化が確認されたが、この作用は Trib1 依存的であった。この増殖抑制と分化誘導は

C/EBPa p42 アイソフォームの一過性の発現増加によるものであった。また、Cop1 KO により

Trib1 タンパク質の強い蓄積が生じたことから、Trib1 は標的タンパク質の分解と同時に自身も

Cop1 によって制御されていることがわかった。この結果 ERK のリン酸化の亢進も認められた

が、その影響は C/EBPaの発現増加による効果を上回るものではなかった。また、TRIB1 を高発

現するヒト AML においても COP1 のノックダウンにより増殖抑制と C/EBPa p42アイソフォー

ムの一過性の発現増加、TRIB1 タンパク質の蓄積が確認された。 
 
＜まとめ＞ 
白血病の骨髄定着と生体内進展を規定する分子機構を明らかにする目的で本研究を遂行した。

機能遺伝学的スクリーニングにより Rnf20 遺伝子が同定され、当初の目的の一部は達成された。

それ以上に、本研究では Bcl11a、Trib1 というこれまで AML においてあまり注目されなかった

分子の重要性を明らかにするとともに、解析手法として in vivo における AML 発症や AML 細胞

と間質細胞との相互作用を重視したことから、Asb2 によるフィラミン A の調節作用や Erg 遺伝

子の同定といった重要な下流遺伝子を同定し、白血病の in vivo における進展機構の理解に資す

る結果を示した。さらに、ヒトの AML 細胞を用いた解析やデータベースサーチでマウスでの実

験結果の妥当性を明らかにし、エピゲノム阻害薬である JQ1 や HDAC 阻害薬、LSD1 阻害薬の

有効性を検証し、今後の AML に対する新たな治療法の開発に繋がる成果を得た。 

tandem with the downregulation of C/EBPα target genes, given
the role of Trib1 in modulating Hoxa9-mediated transcription
program [14]. Indeed, we found that the expression of Hoxa9/
Trib1 target genes such as Erg and Spns2, was upregulated in
Ts1Cje AML cells (Fig. 2B, Supplementary Fig. S3). In addition, the
expression of Hoxa cluster genes was not upregulated in Ts1Cje
AML cells, although the expression of known Hoxa target genes
such as Myb, Bcl2, and Fgf2, was upregulated (Fig. 2B, Supple-
mentary Fig. S3); no significant increase in Cebpa mRNA
expression was observed.
We compared the expression of TRIB family genes, i.e., TRIB1-3,

between human DS-AMKL and non-DS-AMKL, using a cohort
deposited in the NCBI GEO database (GSE4119) [15]. In this cohort,

TRIB2, but not TRIB1, was significantly overexpressed in DS-AMKL
(Fig. 2C). Because Trib2 overexpression in murine bone marrow
cells induces AML via a mechanism similar to that of Trib1 [7, 13],
TRIB2 upregulation may be an important genetic feature in the
genesis of DS-AMKL. GSEA showed that the gene expression data
set of DS-AMKL positively correlated with the signature gene
expression status associated with Trib1 overexpression (Fig. 2D)
[14]. Collectively, these data strongly suggested the importance of
TRIB-associated signaling in the transformation and/or malignant
progression of DS-related leukemia. The current findings demon-
strated that the accelerated AML development in the Ts1Cje-
derived bone marrow cells was achieved in a cell-intrinsic manner;
however, further studies are warranted to clarify the roles of the

Fig. 2 Transcriptome analysis of Trib1-induced mouse leukemic cells and human DS-AMKL. A GSEA showing correlations between the
Ts1Cje genetic background and the HOXA9/MEIS1 and HOXA7 target gene sets (left two diagrams), and inverse correlations of myeloid cell
development and CEBPα target genes (right two diagrams). B Quantitative RT-PCR showing the expression of Hoxa cluster genes, Hoxa9/Trib1
target genes, Hoxa target genes, and Cebpa in Trib1-expressing AML cells (left) and untreated bone marrow cells (right) of B6 and Ts1Cje
backgrounds. Data are shown as mRNA levels relative to Actb mRNA. Relative gene expression values for AML cells to bone marrow cells are
shown in Fig. S3. C Box plots showing expression of TRIB genes in a human leukemia cohort including patients with non-DS-AMKL, DS-AMKL,
and DS-TMD patients. D GSEA analysis showing significant correlations between the same cohort as in C and a gene set of the Trib1
overexpression signature. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.
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bone marrow cells. Both AML cell types exhibited immature
myeloid morphology and expressed the myeloid surface markers
Mac1 and Gr-1 (Fig. 1C, D). Interestingly, the expression of the
megakaryocytic marker CD41 was higher in Ts1Cje/Trib1 AML cells
(Fig. 1D). A mild increase in megakaryocytic progenitors in the
Ts1Cje bone marrow was reported in a previous study [11], and
increased expression of CD41 suggested a bias toward the
megakaryocytic lineage in the Ts1Cje bone marrow cells. There
was no significant difference in expression of CD61 and CD117 (c-
kit) between B6 and Ts1Cje background (Supplementary Fig. S2).
More importantly, there was a moderate but significant increase in
proliferation in Ts1Cje/Trib1 AML cells (Fig. 1E). Trib1 is known to
degrade the p42 isoform of C/EBPα and to enhance ERK
phosphorylation [12, 13]. A decrease in p42 was confirmed in
both cell lines, and degradation was more dramatic in the Ts1Cje
background (Fig. 1F). Moreover, prolonged phosphorylation of
ERK1/2 upon IL-3 stimulation was more remarkable in Ts1Cje/Trib1
AML cells (Fig. 1G). These results suggest that the increased
growth activity of the Ts1Cje background may be attributed to
the potency of COP1-mediated ubiquitination of C/EBPα and the
increased activity of MEK/ERK signaling by Trib1. However, the

mechanisms mediating the enhanced degradation of the p42
isoform of C/EBPα and the promotion of MEK/ERK signaling are
currently unknown, and the further studies are needed to clarify
the increased activity of Trib1 in Ts1Cje bone marrow cells.
Gene expression profiles of both cell lines were compared to

clarify the possible genetic pathways involved in the increased
leukemogenic activity in Ts1Cje mice. Gene set enrichment
analysis (GSEA) showed the enrichment of target gene sets of
the posterior Hoxa cluster, including Hoxa7 and Hoxa9 (Fig. 2A).
Trib1 collaborates with Hoxa9 and Hoxa7 in AML development
and modulates the transcriptional program of Hoxa9 [14].
Therefore, these results suggested that the increased transcrip-
tional response to Hoxa9 or other posterior Hoxa cluster genes in
Ts1Cje bone marrow cells enhanced the leukemogenic activity of
Trib1. In addition, an inverse correlation was observed between
the Ts1Cje background and the expression of myeloid cell
development/differentiation-related genes or CEBPα target genes
(Fig. 2A), suggesting increased suppression of the C/EBPα down-
stream signaling in the Ts1Cje background, resulting from the
increased p42 degradation in Ts1Cje AML cells. The enhanced
transcriptional regulation by Hoxa cluster genes may act in

Fig. 1 Trib1 promoted the development of AML in Ts1Cje mice. A Reduced numbers of bone marrow cells after 5-FU treatment.
The average numbers and standard deviations of bone marrow cells obtained from C57BL/6 (B6) and Ts1Cje mice (n= 10, each) are indicated.
**P < 0.01. B Kaplan–Meier survival curves showing acceleration of leukemia development in recipients transplanted with both wild-ype Trib1
(left)- and R107L mutant (right)-expressing Ts1Cje bone marrow cells. The statistical significances examined by log-rank tests are indicated.
C Morphology of Trib1-expressing AML cell lines indicated by Giemsa staining. Scale bar: 20 µm. D FACS showing the expression of Mac1 and
Gr-1 (left) or CD41 (right) in Trib1-expressing leukemia cells. E Increased proliferation of Trib1-expressing Ts1Cje cells. *P < 0.05. F Decreased
expression of the p42 isoform of C/EBPα in Trib1-expressing leukemia cells with enhanced reduction in the Ts1Cje background. The Hoxa9-
overexpressing Trib1-null cells [14] were used as controls. G Immunoblot analysis of Trib1-expressing AML cell lines. Enhancement of ERK1/2
phosphorylation is more significant in the Ts1Cje background. Relative values of ERK1/2 phosphorylation calculated by densitometric analysis
are indicated.
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