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研究成果の概要（和文）：本研究では、多能性前駆細胞において、ミエロイド遺伝子を抑制するBACH2のAMLでの
機能を明らかにすることを目的とした。まず、マウスで発見された前述のBACH2の機構がヒトでも存在すること
を臍帯血から採取したヒト造血幹細胞と免疫不全マウスを使った分化実験で明らかにした。その後、患者から採
取したAML細胞でBACH2の発現を低下させることにより増殖能が低下するAML検体があることを見出した。タンパ
ク質マルチパラメーター解析で、BACH2とミエロイド系転写因子との発現相関が高い検体と低い検体があること
がわかった。この相関とBACH2によるAMLの増殖・生存の機能制御との関連性を検討している。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to clarify the function of myeloid repressor BACH2 in AML. 
First, we demonstrated that the BACH2 mechanism discovered in mice also exists in humans by 
differentiation experiments using human hematopoietic stem cells collected from umbilical cord blood
 and immunodeficient mice. Subsequently, we found that downregulation of BACH2 expression in some 
AML cell clones from patients reduced proliferative capacity. Protein multiparameter analysis by 
CyTOF revealed that AML cells with high and low expression correlation between BACH2 and myeloid 
transcription factors. We are investigating its relationship to the functional regulation of AML 
proliferation and survival.

研究分野： 免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
血液細胞のがんであるAMLは、複数の要因で発症することが知られており、その発症と増殖維持機構の解明は個
別の発症機序によるAMLの治療戦略につながる可能性がある。AMLは遺伝子の発現を調節する転写因子の機能の異
常でも発症する。本来は寿命の短い単球や顆粒球に分化するはずの未熟な細胞が転写因子の異常で分化できずに
増殖し続ける。本研究では、リンパ球で発現し、ミエロイド分化を抑制する転写因子BACH2のAMLでの働きを解析
した。BACH2の発現を低下させると増殖が弱まるAMLが存在することがわかり、BACH2の異所性の機能亢進がAMLの
維持に関与している可能性が示された。

※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 (AML)の転写因子異常による発症機序と問題点：血液細胞のがんである

AMLは、複数の要因で発症することが知られており、その発症と増殖維持機構の解明は個別の
発症機序による AMLの治療戦略につながる可能性がある。AMLは、染色体転座により、細胞
増殖促進因子やサイトカインシグナル伝達因子の遺伝子が高発現することなどで発症するが、
分化を調節する転写因子の遺伝子変異によっても引き起こされる。顆粒球分化のマスターレギ
ュレーターである C/EBPaは、ロイシンジッパー構造を有する転写調節因子で、CEBPA遺伝子
にコードされる。CEBPA 遺伝子の変異は、AML 患者の 10%に見られ、そのうちの半数は、
CEBPA 遺伝子の単独変異である。CEBPA 遺伝子の変異により、Trans activation domein1 
(TAD1)が欠失した 30kDaのC/EBPap30が産生され、AML発症の原因となる(Avellino, R., and 
Delwel, R. Blood 2017)。C/EBPap30 は、DNA 結合能を保存していることから、正常な
C/EBPap42 と二量体を形成し、C/EBPaの機能を阻害すると考えられている。一方で、Cebpa
欠損マウスでは白血病を発症しないことから、C/EBPap30 による AML の発症は、C/EBPaの
機能欠失ではなく、機能変化が原因であると予想されるが、その詳細は明らかではない。 
ミエロイド抑制転写因子 Bach2と C/EBP ファミリーの拮抗と AMLの関係と問題点：C/EBPa
と同じくロイシンジッパー構造を有する転写抑制因子である Bach2は、B細胞の最終分化過程
であるクラススイッチと体細胞突然変異に必須の転写因子である。申請者は、Bach2が、多能性
前駆細胞及びリンパ球前駆細胞において、ミエロイド遺伝子を抑制することで、リンパ球分化を
促進する事を見出した (Itoh-Nakadai A., et al. Nat. Immunol. 2014, Itoh-Nakadai A., et al. 
Cell Reports 2017)。その過程で、Bach2は、C/EBPaや C/EBPaと同一の標的遺伝子の発現調
節を行い、両者は機能的に拮抗していた (Itoh-Nakadai A., et al. Cell Reports 2017, Kato, H., 
Itoh-Nakadai A., et al. Nat. Immunol. 2018)。さらに、申請者は、マウスの造血幹細胞、前駆
細胞分画 (HSPCs)に Bach2遺伝子を導入し、マウスに移植すると、ミエロイド分化が抑えられ
ること、c-Kit 陽性の未熟な細胞がコントロール細胞の 7 倍に増加すること (未発表)を発見し
た。これらの結果から、強力なミエロイド分化能を持つ HSPCs やミエロイド前駆細胞では
Bach2の発現は低く保たれているが、Bach2が過剰に働いてしまうと、AML様の症状を呈する
可能性が示唆された。しかし、これらの解析はすべてマウスで行われており、ヒトでもこの機構
が存在するか不明である。 
 
２．研究の目的 
急性骨髄性白血病 (AML)は、主に顆粒球やマクロファージなどのミエロイド系の前駆細胞が分
化できずに増殖し続ける病気で、細胞の分化や増殖を調節する転写因子の機能変化によっても
引き起こされる。C/EBPaは、顆粒球分化に必須の転写因子で、その変異は、AML の発症の一
因である。Bach2 は、ミエロイド分化を抑制することでリンパ球分化を促進する転写抑制因子
である。C/EBPファミリーと Bach2は、同一の標的遺伝子の発現を逆方向に調節し、ミエロイ
ド系とリンパ球系の分化を調節している。申請者は、マウスの多能性前駆細胞で、Bach2が過剰
に働くと c-kit陽性の未熟な細胞分画の増殖促進と、ミエロイド分化を抑制することを見出した 
(未発表)。そこで、本研究では、BACH2が AMLの発症と維持に関わる可能性を、臍帯血や Patient 
derived xenograft (PDX) を用いた実験系で解析することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
・BACH2 遺伝子及び他の転写因子の欠損には、gRNA と Cas9 タンパク質複合体(RNP) をエレ
クトロポレーション法により導入する CRISPR 法を用いた。臍帯血や PDXはその時の細胞の状
態で KO 効率が変化する。そこで、実験ごとに CD45遺伝子の RNPを導入した細胞を準備し、
実験の遺伝子欠損効率を予測した。BACH2遺伝子の発現には、pHR_SFFV (Addgene)に in fusion
を用いて Bach2 遺伝子を導入した発現ベクターを使用した。コントロールとして、pHR_SFFV-
GFPを作成した。遺伝子発現ベクターは 293T細胞にヘルパーベクターと主にリン酸カルシウム
法で導入し、ウイルスを作製した。 
・患者から採取された AML は、生後二日の NOD/SCID/IL2rgnullマウスに移植された。移植後 6
週以降に解剖し、骨髄及び脾臓の細胞をサンプルとした。 
・タンパク質マルチ発現解析は、CyTOF (Helios)を用いて 30 種類前後のタンパク質を金属ラベ
ルした抗体で検出した。 
 
 
 
 
 



 

 

４．研究成果 
 ヒト細胞で BACH2 の機能を検証するた
め、ヒト臍帯血由来の造血幹細胞、及び
Patient derived xenograft (PDX) マウスの体内
から採取した AML 細胞においての遺伝子
増減の手法を確立した(研究の方法に示し
た ) 。 ヒ ト 造 血 幹 細 胞 分 画  (HSC: 
CD34+CD38–CD45RA–) は、ヒト造血前駆細
胞分画 (CD34+CD38+CD45RA–)とエレクト
ロポレーションの至適条件が異なることを
見出した。患者から単離した AMLは、株化
されている AML 細胞に比べて増殖能が弱
く、in vitro で長期に培養することができな
い。我々は、PDX マウスの骨髄もしくは脾
臓から採取した AML 細胞を速やかにエレ
クトロポレーションすることで、70%前後の
AML細胞で CRISPRによる遺伝子欠損が可
能となることを発見した。BACH2を欠損し

た HSCを免疫不全マウス (NSGマウス) に移植し、分化能を調べた。ヒト CD45 中の CD19の
割合は減少傾向、CD33の割合は増加傾向にあった (図１)。これらの結果は、マウスで観察され
ている BACH2 の機能と類似していた。次に、レンチウイルスを用いて、BACH2 遺伝子を過剰
発現した HSCを、NSGマウスに移植した。その結果、ヒト CD45を発現した幼弱な赤血球の割
合の有意な減少とミエロイド細胞の増加傾向が見られたが、CD19については変化が見られなか
った。造血幹細胞及び、多能性前駆細胞、B 細胞で BACH2 タンパク質の発現を調べたところ、
有意な差が見られなかった (図２) ことから、これらの細胞ではすでに十分量の BACH2タンパ
ク質が存在し、過剰発現系でミエロイドと B 細胞の分化の変化が見られなかったのではないか
と考えられた。 
遺伝子欠損実験より、BACH2がヒトでもマウスと同様にミエロイド分化を抑制すると考えられ
たことから、BACH2の AMLでの機能を検証した。AMLでの BACH2の発現は、正常の CD34+
細胞より低かった (図 1)。CEBPAの変異のある２つの検体CEBPA p1及びCEBPA  p2 でBACH2
の発現を調査したところ、変異のない WT p2 と比べて高い検体 (CEBPA  p1) と低い検体
(CEBPA  p2) があった (図 1)。このことから、AMLでの BACH2の発現は、CEBPAの変異の有
無だけでは説明されないことがわかった。また、BACH2 の発現は、全ての AML 検体で、脾臓
で最も高く、次に骨髄、末梢血の順であった (P<0.0001)。次に、BACH2 の有無による AML へ
の影響を評価した。C/EBPaをコードする遺伝子である CEBPAの変異を有する 1 検体 (C/EBPa 
p1)と、変異を持たない 4 検体の AML細胞に対し、BACH2、C/EBPa、及びその類縁因子である、
BACH1 と C/EBPbの遺伝子を CRISPR 法で欠損させた (表１)。このとき同時に CD45 遺伝子の
欠損を行い、AML の遺伝子欠損の割合を
予測した。BACH2欠損を行ったところ、
C/EBPa p1では、non targeting gRNAに対
し、90%程度の細胞数であり、大きな影響
は見られなかった (表 1)。 
BACH2 と機能の一部を補完できる

BACH1 との同時欠損では、74%に減少し

た。WT p3では、BACH2単独欠損で生細
胞数は 35％にまで減少し、BACH2が単独
で増殖もしくは生存を支持している AML
も存在することが示唆された。この検体で

はむしろ 2 重欠損をすると生細胞数は

69%と BACH2単独欠損より傷害は少なか

った。アポトーシス抑制因子であるMCL1
の欠損で最も死細胞が増加したこと、

FLT3-ITD変異がある検体で、FLT3の欠損
での影響を最も受けることを、観察するこ

とができ、実験系の有効性を確かめること

ができた。 
最後に、BACH2の AMLでの発現量の比

較と C/EBPaを含む、転写因子群との関連

をタンパク質マルチ発現解析 (CyTOF)で
調査した。正常 CD34＋細胞では、C/EBPa、

 
図 1: BACH2 欠損により、ミエロイド細胞

(CD33) の分化促進と B 細胞 (CD19) 分化

の抑制が見られた。n=2 

 
図 2: CyTOF によるタンパク質発現解析。
BACH2は造血幹細胞 (CD34+ CD38–)、造血前駆
細胞(CD34+CD38+)、B細胞 (CD34– CD38+)で発
現している。有意差は CD34+分画同士、AML 
BM 同士で検討した。 C/EBPa p1 および
p2 :CEBPA変異有りWT p2は CEBPAの変異な
し。ns: not significant, ****: P<0.0001 
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IRF4，CD19、で高く、IRF8、GATA2では低かった。AMLでは C/EBPa p1では、Bach2と他の転

写因子の発現に相関が全く見られなかったのに対し、C/EBPa p2、C/EBPa p3、WT p2では、IRF4、
TCF1、C/EBPaの間で強い相関が見られた。C/EBPaと PU.1、IRF4 の相関は、正常 CD34+でも
AMLでも非常に高かった。これらのことから、AMLでは、ミエロイド系の転写因子の強固なネ

ットワークが存在し、BACH2はこれと同調して発現するときと、関係しない時があると考えら

れた。 
 
5．まとめ 
BACH2は多くの AMLで発現するが、その量は多能性前駆細胞よりも低いことがわかった。ま

た、BACH2 欠損で細胞数が減少する AML のタイプが存在する可能性が示唆された。ヒトでは

正常 CD34+細胞でも AML 細胞でも C/EBPaと BACH2 の排他的機能を確認することができなか

った。今後は BACH2の欠損で増殖の障害を受ける AMLについて調査し、AMLでのリンパ球転
写因子の働きを探索する。 

表 1: AMLに対して各遺伝子の欠損を行い、３から 5 日間培養後、1wellあたりの細胞数を
測定した。Non targeting gRNAをエレクトロポレーションしたものを 100%として各 well
の割合を算出した。n.a. (no analysis) 

 

FLT3-ITD C/EBPa ID CD45 FLT3 MCL1 BACH1 BACH2
BACH1&
BACH2

CEBPA CEBPB
CEBPA&
CEBPB

ITD monoallelic C/EBPa p1 17 n.a. n.a. n.a. 89 74 74 n.a. 56
WT WT WT p1 23 94 43 63 101 84 50 53 46
ITD WT WT p2-1 32 74 22 90 92 67 70 80 n.a.
ITD WT WT p2-2 n.a. n.a. n.a. n.a. 92 n.a. n.a. n.a. n.a.
ITD WT WT p3 49 27 7 66 35 69 80 n.a. 70
ITD WT WT p4 37 61 19 78 81 62 83 69 n.a.
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