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研究成果の概要（和文）：急性骨髄性白血病においてMLL再構成は予後不良因子であり、白血病細胞では遺伝子
発現調節に重要なヒストンH3K4メチル化の亢進が報告されている。しかしながら異常の原因となる単一の修飾酵
素は同定されておらず、複数の酵素の関与が示唆されている。本研究では酵素活性が重複して制御している可能
性とその活性制御を担うKMT2ファミリー酵素に着目し、白血病細胞を用いて酵素活性ドメインの機能的重複性に
ついて解析を行った。本研究の結果から、二重変異体において相乗的に白血病の増殖抑制が可能となる組み合わ
せを同定し、複数の酵素活性ドメインを阻害剤の標的とすることが白血病治療に有用であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：MLL-rearrangement (MLL-r) is one of a poor prognostic factor in acute 
myeloid leukemia (AML). Histone H3K4 methylation, which is important in regulating gene expression, 
is increased in this type of leukemia cells. However, no single modifying enzyme for H3K4me has been
 identified and this suggests that the involvement of multiple enzymes. In this study, we identified
 the dependency against enzymatic domains on KMT2 family proteins in both human and mouse leukemia 
cell lines, then analyzed the possibility of overlapping regulation of enzymatic activity on KMT2 
family proteins in MLL-r AML cells. The results of this study suggest that targeting multiple 
enzymatic activity on KMT2 family proteins may produce a synergistic effect on cell growth 
suppression and will provide a new therapeutic tool for cancer therapy.

研究分野：分子生物学

キーワード： エピゲノム　白血病　重複性　酵素ドメイン　H3K4メチル化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
MLL再構成は小児性白血病で高頻度に認められる染色体転座であり、MLL再構成型急性骨髄性白血病は再発率が高
く極めて予後が悪い。そのためMLL再構成型白血病の治療薬開発は急務と言える。MLL遺伝子自体がヒストンメチ
ル化酵素であり、この白血病ではヒストンメチル化異常も報告されているが、その分子メカニズムは不明であ
る。本研究結果はその一端を説明するものであり、この分子機構を標的とする治療法開発に有用であると期待さ
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。
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１．研究開始当初の背景 
KMT2A（MLL1）の染色体転座を原因とする MLL 再構成型（MLL-r）白血病では、異常なヒストン
H3K4 メチル化が観察されることから、片アレル上の野性型 KMT2A や他の KMT2 ファミリー分子
（KMT2B-G）がエピゲノム異常の誘導に関わると予想されてきた。しかしながら、個別の遺伝子
破壊からは、H3K4 メチル化異常の明らかな原因分子の同定には至っていない（Thiel A, et al., 
Cancer Cell, 2010; Chen C, et al., Cancer Cell, 2014; Santos MA, et al., Nature, 2014）。
近年、ダブルノックアウトマウスを利用した研究やメチル化酵素ドメインの生化学的研究から、
H3K4 メチル化酵素はそれぞれ重複した機能を持つことが示唆されている（Chen Y, et al., 
Cancer Cell, 2017）。しかしながら、全ての酵素活性の重複の組み合わせを機能的に評価するに
は、より効率的なセルベースの評価系の確立が必要である。 
 
２．研究の目的 
近年、CRISPR/Cas9 技術を利用した蛋白ドメイン解析技術の開発により、蛋白内の特定のドメイ
ンの機能を簡便に解析することが可能となった（Shi J et al., Nat Biotechnol, 2015）。申請
者はこの CRISPR/Cas9 技術を活用し、KMT2F の機能ドメインと p53 の関係を解析することに成功
している（Hoshii T「申請者」et al., Cell, 2018）。KMT2F（SETD1A）欠損白血病細胞を用いた
解析から KMT2F 蛋白は非常に重要な働きを持つが、  H3K4 メチル化酵素活性は不要であるとの
興味深い結果を得た。このことから KMT2F 欠損下においては、他の KMT2 ファミリー酵素が H3K4
メチル化活性を機能的に代償している可能性が強く示唆されたが、その実態は明らかではなか
った。本研究では CRISPR/Cas9 技術により、白血病細胞の H3K4 メチル化制御を介した増殖制御
に必要となる KMT2 ファミリー分子の重複の組み合わせを機能的に評価することを目的として研
究計画を立案し、実験を行った。 
 
３．研究の方法 
 我々は安定的に Cas9 を高発現する、マウス MLL-r 白血病細胞株（MLL-AF9, MLL-AF9/NrasG12D, 
MLL-AF9/FLT3-ITD）、ヒト MLL-r 白血病細胞株（MOLM-13, MV4-11）、非 MLL-r ヒト白血病細胞株
（U937, K562）、固形腫瘍細胞株を樹立済みである。まずは個々の KMT2 ファミリー分子の機能性
領域を標的とする sgRNA ライブラリーを作製し、様々な細胞株を用いて KMT2 ファミリー分子の
役割を解析した。またスクリーニングから重複する機能が示唆されたメチル化酵素の酵素活性
ドメインを標的とする sgRNA を抽出し、それぞれを異なる標識を持つ発現ベクターに導入した
後に、二つの sgRNA を細胞内で発現させて、その組み合わせによる影響について評価した。増殖
において影響の認められた組み合わせについて、その詳細についてさらに解析を実施した。 
 
４．研究成果 
（１） 5 つの KMT2 ファミリーの既知の蛋白ドメインに加え、機能未知であるが進化的に保存
性の高いドメイン様構造を選択し、ヒト sgRNA ライブラリーを設計した。sgRNA 発現カセットは
GFP 発現ベクターに挿入した。樹立済み Cas9 発現白血病細胞株にレンチウィルスシステムで
sgRNA 発現ベクターを導入し、GFP 陽性細胞の増殖を Flow cytometer で解析した。その結果 2種
類のヒト MLL-r 白血病細胞株（MOLM-13, MV4-11）は非常に類似した結果を示し、KMT2B と KMT2D
のメチル化酵素活性ドメインに高い依存性を示した（図 1A）。一方で非 MLL-r ヒト白血病細胞株
U937 では KMT2B と KMT2D に対する依存性は観察されず、KMT2A 変異細胞特異的な KMT2B/D の機
能が明らかとなり、KMT2B と KMT2D は KMT2A と機能的重複を持つことが示唆された（図 1B）。
KMT2A と KMT2B の機能的重複については過去の報告とも矛盾のない結果であり、本研究のスクリ
ーニング系により得られる結果が正
しいものであることを支持する。さ
らに 
KMT2F の sgRNA のいくつかにおいて
高い細胞毒性が認められ、メチル化
酵素活性ドメインとは関係しないこ
とから、我々のこれまでの研究結果
とも一致した（Hoshiii T et al. 
Cell, 2018）。本ドメインの機能は異
なる型の白血病細胞株間においても
保存されていることは証明済である
が、本スクリーニングでも細胞株間
で大きな違いはなく、より一般的な
機構として白血病の生存／増殖に寄
与していることが示唆された。 

図 1. ヒト白血病細胞株を用いたKMT2ファミリーの機能性領域を
標的とする CRISPRスクリーニングの結果. (A) MLL-r型MOLM-
13細胞株の結果 (B) 非MLL-r型U937細胞株の結果 



（２）次にマウス MLL-r 白血病細胞株の KMT2 ファミリーメンバーを標的とするため、マウス
sgRNA ライブラリーを新たに設計し、ヒト白血病細胞株の実験と同様に GFP 陽性細胞の増殖を解
析した。本研究では MLL-AF9 融合遺伝子をマウス正常造血幹細胞／前駆細胞集団に遺伝子導入
し、レシピエントマウスに移植して白血病マウスモデルを樹立した後に、骨髄由来白血病細胞を
単離し、Cas9 遺伝子を再導入して Cas9 発現 MLL-r 白血病細胞株を樹立した。MLL-r 白血病患者
の約 3 割では Ras シグナル経路の恒常的な活性化変異が同定されており、悪性度が高いことが
報告されている。より臨床に近い MLL-r 白血病モデルとして、変異型 Nras（NrasG12D）を同時
に発現する RN2 細胞（MLL-AF9/NrasG12D）が研究に活用されていることから、RN2 細胞について
もスクリーニングを実施した。まず MLL-AF9 細胞でスクリーニングを実施した結果、ヒト MLL-r
白血病細胞株と同様に KMT2B、KMT2D、KMT2F への高い依存性が同定された（図 2A）。KMT2B と KMT2D
のメチル化酵素活性ドメインが機能的に重要である点も共通しており、本マウス白血病モデル
がヒト白血病細胞株と類似したKMT2ファミリー依存性を持つことが明らかとなった。一方でRN2
細胞の結果では KMT2B/KMT2F の依存
性は保持されているものの、KMT2Dへ
の依存性が大きく減少した（図 2B）。
さらに RN2 細胞に特徴的な結果とし
て、KMT2G を標的とする sgRNA への
高い感受性が明らかとなった。KMT2G
を標的とする sgRNA の中でもメチル
化酵素活性ドメイン内の異なる領域
を標的とする sgRNA の全てが高い細
胞毒性を示したことから、KMT2G に
よるヒストンメチル化は白血病細胞
の増殖に極めて重要と考えられた。
更に類縁の MLL-AF9 細胞では認めら
れない現象であることから、KMT2Gは
機能的な重複性を持つ酵素であるこ
とが強く示唆された。 
 
（３）異なる白血病細胞株を用いた個別の sgRNA によるスクリーニング結果から、類似したマウ
ス MLL-r 白血病モデルにおいても KMT2D と KMT2G の依存性が遺伝的背景などにより大きく変動
することが明らかとなった。これらのメチル化酵素と重複して機能しうるメチル化酵素を探索
するため、マルチ sgRNA ベクターを用いた機能解析を実施した。具体的にはスクリーニングの際
に使用したメチル化酵素活性ドメインを標的とする sgRNA 発現カセットを GFP 発現ベクターと
同様に RFP 発現ベクターにも導入し、2種類の異なる sgRNA を発現する MLL-AF9 細胞の増殖を観
察し、相乗的な効果について解析を行った（図 3A）。その結果、KMT2G の SET ドメインを標的と
する sgRNA と組み合わせることにより細胞毒性を示すものとして、KMT2F の SET ドメイン標的
sgRNA が同定された。MLL-AF9 細胞では KMT2F と KMT2G のメチル化酵素活性ドメインをそれぞれ
単独で sgRNA により標的とした際には明らかな
表現型は観察されなかったが、二つの sgRNA を組
み合わせた場合に高い細胞毒性効果が認められ
た。次に RAS 活性型細胞においても SET ドメイ
ン標的 sgRNA による更なる相乗効果が認められ
るかを検証した。RN2 細胞は樹立過程が異なり
MLL-AF9 細胞との遺伝的背景の違いなどによる
影響を排除出来ないため、KMT2G が元来不要な
MLL-AF9/Cas9細胞にRAS活性化を誘導するFLT3-
ITD 遺伝子を導入し、MLL-F9/FLT3-ITD 細胞を樹
立した。この MLL-AF9/FLT3-ITD 細胞をマルチベ
クターにより解析した結果、KMT2G への依存性は
認められたものの、KMT2F の SET sgRNA が KMT2G
の SET sgRNA の効果をより増強することが確認
された（図 3B）。ヒト MLL-r 型白血病細胞株 MV4-
11 を用いた検証においても、KMT2F と KMT2G の
sgRNA は協調的に細胞毒性を示すことが確認さ
れ、ヒト白血病細胞株においても KMT2F と KMT2G
の共役が示唆された（図 3C）。以上の結果から、
KMT2F と KMT2G は構造的相同性に加え、機能的に
も重複することが明らかとなり、ファミリー分子
間の機能的選択が RAS などのがん遺伝子によっ
て制御されていることが示唆された。 
 
（４）これまでのデータから KMT2F と KMT2G を同時に抑制することによって、より効果的な白血

図 2. マウス白血病細胞株を用いた KMT2ファミリーの機能性領域
を標的とする CRISPRスクリーニングの結果. (A) MLL-r発現細胞
株の結果 (B) MLL-r/変異Nras発現細胞株の結果 

図 3. マルチ sgRNAベクターを用いたKMT2Fと
KMT2G の二重変異体解析. (A) ベクターの組み
合わせ (B) MLL-AF9/FLT3-ITD 細胞の増殖 (C) 
ヒトMLL-r型白血病細胞株MV4-11の結果 



病細胞の増殖抑制が可能であることが示唆された。二つの異なる分子の下流では、共通した下流
分子が制御されているのか、それとも全く新規の下流標的が影響を受けているのかは不明であ
る。遺伝子プロファイルから標的となる分子群を探索するため、sgRNA を発現する MLL-AF9/FLT3-
ITD 細胞を用いて RNA-seq 解析を実施した。コントロール群（空ベクター発現細胞）と比較して、
KMT2F SET sgRNA 発現細胞では 9種の遺伝子が、KMT2G SET sgRNA 発現細胞では 179 の遺伝子の
発現低下が観察された。興味深いことに発現変動を示す遺伝子はほとんど重複しておらず、それ
ぞれが別の遺伝子群を制御していることが示された（図 4A）。一方で KMT2F と KMT2G を 
同時に抑制した二重変異体では、単独でそれぞれ減少した計 177 の因子を超える 292 因子の新
たな減少が見出された（図 4A）。本実験で同定された 292 因子について Gene Set Enrichment 
Analysis（GSEA）を行った結果、EGFR 経路や E2F 経路に関わる因子の発現低下が認められた（図
4B）。さらに個別の遺伝子プロファイルを用いて解析を行った結果から、KMT2F の単独抑制では
有意でないが E2F 経路の抑制傾向が認められた（図 4C）。このような E2F 経路に対する効果は
KMT2G の単独抑制では認めらなかったが、KMT2G の抑制下では MYC 経路の著しい抑制が見出され
た（図 4D）。MYC の抑制に関しては二
重変異体においても変化は認められ
なかったことから、KMT2G-MYC 経路
に KMT2F は関与しないと考えられ
る。一方で二重変異体では MYC 経路
に加え、E2F 経路に関与する遺伝子
群が有意に減少しており、その相乗
効果により著しい増殖能の低下が誘
導されたと考えられる（図 4E）。MYC
と E2F は共に細胞周期の S期進行に
必須の転写因子であり、KMT2F と
KMT2G はそれぞれが独自の下流標的
を持ちながらも、一部は重複する形
で、共役的に白血病細胞を含むがん
細胞の増殖を制御していることが明
らかとなった。また重要な知見とし
て、これらの機能がヒストンメチル
化酵素活性ドメインに依存している
ことを証明した。 
 
（５）考察：本研究では CRISPR/Cas9 技術により、白血病細胞の増殖制御に必要となる KMT2 フ
ァミリー分子の機能的重複について解析した。その結果から、KMT2F と KMT2G の SET ドメインの    
機能抑制が MLL-r 白血病細胞の増殖抑制に相乗的効果を示すことが明らかとなった。RNA-seq 法
による遺伝子発現解析から二重変異体では MYC 経路と E2F 経路の両者が抑制されており、細胞 
周期の進行が阻害されていることが示された。一方で他の KMT2 ファミリー間での重複する作用
についてはまだ解析の余地が残った。今回はKMT2FとKMT2Gの組み合わせに加えて、KMT2B-KMT2G、
KMT2D-KMT2G 間などについても解析を行ったが、明らかな二重変異体による相乗効果は観察され
なかった。マルチベクターを活用した方法は高い再現性があったもののスループット性の拡張
が困難であり、様々な細胞株を使って網羅的にスクリーニングを行うことは困難であったこと
から、今後の技術開発が課題である。CRISPR/Cas9 技術を活用した機能解析はタンパクドメイン
構造の解析に加えて、転写制御エレメントの機能解析にも重要である。我々はがん細胞で活性化
されるエンハンサー領域の機能解析にも CRISPR/Cas9 システムを応用しており、複数の標的部
位の複合的な機能解析は今後益々必要性が増加すると予想される（Okabe A et al., Nature 
Genetics, 2020）。本研究から得られた機能的重複性についてさらに詳細な解析を行い、下流標
的のエピゲノム状態の変化などについても引き続き解析を実施する予定である。KMT2F と KMT2G
は類似した蛋白構造を持っており、進化的にもよく保存された SET ドメインを持つタンパク質
である。KMT2F と KMT2G を区別することなく標的とする阻害剤はがん細胞への特異性の点では懸
念材料が残るものの、盛んに増殖するがん細胞に効果的な治療法になることが示唆されること
から、引き続き解析を実施する計画である。 
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