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研究成果の概要（和文）：In vitro培養系の検討から、賦形剤添加群に比べてIL-1β添加群でTet2欠失細胞の継
代培養能の増強はみられず、IL-1βはTet2欠失造血幹細胞の自己複製能を増強しないことが判明した。一方Tet2
欠失細胞は野生型に比べてGM-CSF刺激を加えても単球系細胞への分化やアポトーシスが誘導されにくいことが示
唆され、TET2変異陽性細胞はGM-CSF刺激に対する抵抗性を示して未分化性を維持することで結果的に骨髄単球系
前駆細胞段階での分化停止、不死化を招き、白血病発症に寄与するのではないかと考えられた。

研究成果の概要（英文）：We first cultured wild-type (WT) or Tet2-null murine BM cells with or 
without proinflammatory (IL-1β, IL-6, IFNγ) or myelomonocytic (G-CSF, M-CSF, GM-CSF) cytokines in 
methylcellulose media. In contrast to our initial hypothesis, IL-1β did not induce enhanced 
replating capacity of Tet2-null hematopoietic stem/progenitor cells (HSPCs) in vitro. On the other 
hand, GM-CSF suppressed clonogenicity of WT cells while enhanced both clonogenicity and replating 
capacity of Tet2-null HSPCs. Intriguingly, GM-CSF stimulation induced differentiation toward CD11b+ 
myelomonocytes and increased both Annexin V+ apoptotic cells and proliferative cells in S/G2/M phase
 in WT cells, whereas Tet2-null cells were resistant to these 
differentiative/apoptotic/proliferative effects induced by GM-CSF. These data suggest that Tet2 loss
 confers HSPCs with functional resistance to GM-CSF stress, leading to enhanced self-renewal and 
decreased apoptosis of Tet2-null HSCs.

研究分野：血液腫瘍内科学

キーワード： TET2　GM-CSF　クローン性造血　慢性骨髄単球性白血病
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研究成果の学術的意義や社会的意義
TET2変異陽性クローン性造血及び慢性骨髄単球性白血病の拡大・進展過程における骨髄単球系サイトカイン
GM-CSFの役割が明らかにされた。今後野生型及びTet2欠失細胞におけるGM-CSFシグナルの変化やその分子基盤に
着目することで、TET2変異陽性クローン性造血や血液腫瘍発生過程におけるGM-CSFシグナルの重要性や治療標的
としての可能性も明らかになると期待され、臨床医学的意義は大きいと考える。

※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 

2009 年に AML を始めとする広範な血液腫瘍において機能喪失型の TET2 変異が初めて同定

され 1、その後高齢者に多く白血病へ進展しやすいクローン造血においても高率に TET2変異が

同定された。これまでの我々の研究から、TET2の機能喪失は造血幹細胞または前駆細胞を増殖

させて前白血病状態であるクローン造血を直接的に引き起こすことが明らかとなったが、その

詳細な分子メカニズムは依然として不明である。 

 

 

２．研究の目的 

最近の研究により、Tet2 欠失骨髄マクロファージは炎症性サイトカインである IL-1β を産生

して炎症を惹起することが明らかとなった 2。そこで、まずは Tet2 欠失造血幹細胞の幹細胞機

能に対する IL-1β シグナルの影響を解析し正常造血幹細胞の挙動との違いを明らかにすること

を目的に研究を行った。また血球系列特異的 Tet2欠失マウスもヒトと同様に単球系細胞の増加

を伴う慢性骨髄単球性白血病様の病態を呈することから 3、TET2 の機能喪失は骨髄単球系列へ

分化を誘導すると考えられる。そこで顆粒球コロニー刺激因子（Granulocyte-colony 

stimulationg factor, G-CSF）、マクロファージコロニー刺激因子（Macrophage-colony 

stimulating factor, M-CSF）や顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（Granulocyte 

macrophage-colony stimulating factor, GM-CSF）などの骨髄単球系サイトカインに対する Tet2

欠失細胞の挙動を明らかにすることを目的に研究を行った。 

 

 

３．研究の方法 

IL-1β を含む炎症性サイトカインあるいは骨髄単球系サイトカインの Tet2 欠失造血幹細胞機

能に与える影響を明らかにするため、まず炎症性サイトカイン(IL-1β, IL-6, IFNγ)あるいは骨髄

単球系サイトカイン(G-CSF, M-CSF, GM-CSF)存在下で野生型または Tet2欠失骨髄細胞をメチ

ルセルロース軟寒天培地で継代培養し、各継代で形成されたコロニー数及び継代培養可能回数

を比較した。骨髄単球系サイトカインのうち GM-CSF については、GM-CSF 刺激による Tet2

欠失造血幹細胞の骨髄単球系列への分化、アポトーシス、細胞周期に与える影響を明らかにする

ため、GM-CSF 存在下で培養後の野生型または Tet2欠失骨髄細胞を用いて、フローサイトメト

リーによる細胞表面形質解析、Annexin V/DAPI 染色によるアポトーシス解析、および

Ki67/DAPI染色による細胞周期解析を行った。さらに、野生型または Tet2欠失骨髄球系前駆細

胞の細胞表面における GM-CSF 受容体 α鎖の発現を比較するため、抗 GM-CSFRα抗体を用い

てフローサイトメトリー解析を行った。 

 

 

４．研究成果 

賦形剤または IL-1βを 25ng/mLの濃度で添加してメチルセルロース軟寒天培地上で造血幹細

胞を含む野生型または Tet2欠失マウス骨髄細胞を連続継代培養したところ、賦形剤添加群に比

べて IL-1β 添加群で Tet2 欠失細胞の継代培養能の増強はみられなかった。一方、GM-CSF



 

 

（10ng/mL）を添加した場合では、サイトカイン非存在下に比べて野生型細胞はコロニー形成能

が減弱するのに対し、Tet2 欠失細胞はコロニー形成能・継代培養能が継代培養を重ねるごとに

増強することが確認された。GM-CSF 存在下で野生型または Tet2 欠失骨髄細胞を培養すると、

野生型では賦形剤添加群に比べて GM-CSF 添加群で CD11b 陽性単球細胞数の増加を認めたの

に対して、Tet2欠失細胞ではGM-CSFを添加してもCD11b陽性単球の増加はみられなかった。

また野生型では賦形剤添加群に比べて GM-CSF 添加群で Annexin V 陽性アポトーシス細胞数

や S/G2/M期に誘導された細胞数が増加したのに対して、Tet2欠失細胞では GM-CSF を添加し

てもこれらの細胞の増加はみられなかった。野生型に比べて Tet2 欠失細胞で GM-CSF に対す

る反応性が低下するメカニズムを明らかにするため、我々は野生型または Tet2欠失造血前駆細

胞分画における GM-CSF 受容体 α 鎖 (GM-CSFRα)の細胞表面発現レベルをフローサイトメト

リーで解析した。その結果、野生型と Tet2 欠失細胞で GM-CSFRαの発現レベルに有意差はみ

られなかった。以上より、野生型と Tet2 欠失細胞の間の GM-CSF に対する反応性の相違は受

容体の発現レベルの違いからではなく、受容体下流の GM-CSF シグナル活性が何らかのメカニ

ズムで変化していることが原因として考えられた。 
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