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研究成果の概要（和文）：EVI1-GFPノックインMLL-ENLマウスAMLモデルで、GFP発現によりHSC様、GMP様AML細胞
を分別し比較した。難治性AMLを惹起するHSC様AML細胞の特徴として、NF-κB経路、化学療法耐性関連遺伝子群
が濃縮され表現型と合致するとともに、ケモカインの発現上昇がみられた。HSC様発現パターンを呈するEVI1高
発現AMLモデルでも、HSC様AML細胞に共通した転写プロフィールの特徴として、ケモカイン、IFN-γ経路などの
免疫関連パスウェイが含まれ、cyclin D1によって制御されていた。Cyclin D1、IFN-γ経路の制御によりAMLの
発症を抑制できることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In the EVI1-GFP knock-in retrovirally induced MLL-ENL murine AML model, 
HSC-like and GMP-like AML cells were sorted by GFP expression and compared for gene expression 
pattern. The HSC-like AML cells induce refractory AML despite low leukemia stem cell frequency. The 
HSC-like AML cells were characterized by enrichment of the NF-κB pathway, chemotherapy 
resistance-related gene cluster, and elevated chemokine expression, consistent with the phenotype of
 HSC-like AML cells. The EVI1-high AML model with HSC-like expression patterns also shared the same 
transcriptional profile as HSC-like AML cells: the immune-related pathways, including chemokines and
 IFN-γ pathway, which were regulated by cyclin D1. We also demonstrated that the genetic 
modification of Cyclin D1, chemokine and IFN-γ pathway can suppress AML development.

研究分野： 血液内科学

キーワード： 急性骨髄性白血病　白血病幹細胞

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
代表的造血器腫瘍であるAMLの難治性病態を解明するため、AML幹細胞の中でも特に難治性病態に関連するHSC様
AML細胞の性質の解析を行った。HSC様AML細胞は幹細胞活性の高さとは関係なく、既知の難治性関連遺伝子群の
発現と関連しており、さらに面白いことに、免疫関係の遺伝子発現と関連していた。複数のAMLモデルを用いる
ことにより、cyclin D1, ケモカイン、IFN-γ経路などがHSC様AML細胞を特徴づけることを明らかにした。また
これらの経路がHSC様AML細胞の脆弱性を構成し、治療標的になりうる可能性を提示した。

※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)は代表的な難治性造血器腫瘍である。主に支持療法の進歩により治療
成績が向上し、多くの患者が一時的には寛解を得られるようになったが、抗腫瘍療法の選択肢は
ほとんど増えておらず、長期生存率はあまり改善していない。化学療法抵抗性の AML 細胞によ
り高率に再発することがその原因で、白血病幹細胞(LSC)が再発の主な母地と考えられている。 
LSC はマウスに骨髄移植をした時に AML を生体内で再構築できる細胞であり、マウスにおい
て LSC が AML の病態形成に果たす重要性は繰り返し示されている。ヒトにおいても、免疫不
全マウスに対する異種移植の系で高い再構築能力を示す細胞、つまり LSC 活性の高い細胞に特
異的に高発現する LSC 遺伝子群が高発現する症例では、AML の治療が効きにくく、予後が悪
いことが示されている。LSC 遺伝子群による予後予測は遺伝子変異による予後予測とは独立し
ていることから、LSC はヒト AML の病態形成・治療反応性においても重要と考えられている
(Ng et al. Nature 2016)。 
汎用されるマウスの AML モデルにおいて LSC は HSC よりも GMP と類似した性質・遺伝子
発現パターンを示し、マウスでの多くのLSC研究はGMPとの類似性を前提に進められてきた。
しかしヒト AML 症例における LSC の性質はマウスと比較して症例ごとに極めて多様である。
この多様性の背景に関して上述のように、LSC 遺伝子群の発現は遺伝子変異とは独立している
ことから、少なくとも AML の原因となる遺伝子変異だけでは説明できない。ヒト LSC の遺伝
子発現パターンは HSC との類似性が高い場合も多いことが知られ、実際にヒトで見出された
LSC 遺伝子群には HSC と共通するものが多数含まれていることから、LSC の細胞起源、つま
り正常カウンターパートが HSC なのか GMP なのかが重要である可能性を着想した。実際、
HSC に類似した代謝活性・遺伝子発現パターンを有する細胞を多く有する AML 症例では、治
療反応性・予後が悪いことが報告されている。しかし AML において細胞起源が及ぼす影響につ
いては、ヒトはもちろん、マウスにおいてもほとんど知られていない。数少ない報告では、ヒト
AML の代表的な原因遺伝子であり、難治性の AML を起こすことが知られている融合遺伝子
MLL-AF9 をマウス HSC に発現させて発症した AML と、GMP に発現させて発症させた AML
では前者の方がより急激な経過をたどることや、HSC 特異的な遺伝子群を発現するとされてい
る(Stavropoulou et al. Cancer Cell 2016)。 
申請者の所属する研究室では、正常造血細胞の中で HSC 特異的に発現し、HSC の機能維持に
重要な転写因子である EVI1 に注目して研究を行ってきた。EVI1 はヒト AML の一部で高発現
し、EVI1 高発現 AML は治療反応性が極めて悪く、あらゆる AML の中で最も予後不良な病型
である。申請者らの所属する研究室では EVI1 のプロモーター下流に GFP をノックインしたマ
ウス(EVI1-GFP ノックインマウス)を開発し、正常 HSC および慢性骨髄性白血病の LSC が
EVI1-GFP 陽性で標識されることを示してきたが、このマウスの血液細胞を用いて作製した
AML モデルでは、GFP 陽性、陰性分画の両方に LSC 活性が認められ、その関係は不定であっ
た(未発表)。申請者が EVI1-GFP マウスの HSC、GMP を用いて MLL-AF9、あるいは同様に難
治性AMLの原因となるMLL-ENL融合遺伝子を導入してAMLモデルを作製したところ、GMP
からは GFP 陰性 AML 細胞のみが、HSC からは GFP 陽性・陰性の細胞が産生された。GFP 陽
性のAML細胞を培養あるいは別のマウスに移植したところ、GFP陰性の細胞も産生されたが、
その逆の変化は見られなかった。また GFP 陽性 AML 細胞の未分化な分画には、GMP の表現
型以外にもマウスの HSC を濃縮する LSK (Lineage-, c-kit+, Sca-1+)の表現型を示す細胞が多
く含まれ、GFP 陰性細胞には LSK 細胞は含まれなかった。これらのことから、GFP 陽性の未
分化な分画には HSC 様の AML 細胞が含まれるが、陰性細胞は GMP 様の細胞のみから成ると
考えられた。骨髄移植の系で、少数の細胞を移植することで LSC 活性を有する細胞の割合を測
定したところ、LSC の頻度は GFP 陰性細胞で高かったが、LSC の頻度の低い GFP 陽性 AML
細胞を移植したマウスにおいて、AML はより急激な進行を示し、早期に死亡した。 
重要なことに、GFP 陽性細胞、つまり HSC 様 AML 細胞を移植して発症させた AML マウス
に、ヒト AML の治療に用いるシタラビン(AraC)による治療を行ったところ、GFP 陽性細胞の
方が高頻度に残存した(図 2)。つまり HSC 様 AML 細胞は未分化で化学療法抵抗性を示すもの
の、これらの性質は必ずしも LSC 活性とは関連しないことが示唆された。これまでのマウスモ
デルを用いた AML モデルのほとんどは、GMP 様の LSC を前提としているため、ヒトにおける
難治性病態の解明、治療標的の開発のためには、GFP 陽性細胞に含まれる HSC 様 AML 細胞の
本態を明らかにすることが有用なのではないかと着想した。 
 
２．研究の目的 
本研究においては、AML の病勢の強さ、再発の原因となる化学療法抵抗性は、LSC 活性という
よりも EVI1 を代表とする HSC 関連遺伝子群によって制御されるという仮説のもと、EVI1 を
高発現する HSC 様の遺伝子プログラムを有する AML 細胞を、通常のマウスモデルで見られる
GMP 様の AML 細胞、あるいは正常 HSC と区別する分子学的な特徴を明らかにし、HSC 様
AML 特異的な治療標的を探すことを目的とする 



 
３．研究の方法 
1．HSC 様 AML 細胞の特徴を明らかにする 
MLL-AF9、MLL-ENL 融合遺伝子をレトロウィルスで EVI1-GFP ノックインマウスの HSC に導入して
作製した AML 細胞のうち、未分化な分画の GFP 陽性(HSC 様 AML 細胞を含む)、GFP 陰性(GMP 様
AML細胞)を回収し、RNA-seqにより遺伝子発現パターンを比較し、Gene Set Enrichment Analysis 
(GSEA)を用いて特異的なシグナル伝達経路を明らかにする。実際には様々な分化段階の細胞に
融合遺伝子が導入されて AML に変化すると考えられ、細胞の起源は多様になることもあり、HSC
様 AML 細胞と GMP 様細胞両者の区別は連続的なものになり、また細胞集団は不均一になると考
えられる。それぞれの分画を用いた単一細胞遺伝子発現解析を組み合わせて系統樹を作成し、
GFP 陽性 AML 細胞に含まれる HSC 様 AML 細胞に特有の遺伝子発現パターンや、関与する分子、シ
グナル経路を明らかとするとともに、HSC 様 AML 細胞を濃縮するための表面抗原を明らかにす
る。 
さらに Assay for Transposase-Accessible Chromatin (ATAC)-seq, 種々の抗ヒストン抗体を用
いたクロマチン免疫沈降(ChIP)-seq を用いて、HSC 様 AML 細胞のエピジェネティックな特徴を
明らかにする。AML においては病型ごとにスーパーエンハンサーの出現パターンが極めて特徴的
な挙動を示し、エンハンサーの異常が病態に密接に関連していることが報告されているため、特
に HSC 様 AML 細胞のスーパーエンハンサーのプロファイルに注目して解析し、治療標的の候補
を見出す。 
これらの解析によって差異を明確にできない場合、HSC 様・GMP 様の AML 細胞に対して
CIRSPR/Cas9 によるノックアウトライブラリを導入し、ノックアウト前後のバーコード配列を比
較することによって、ノックアウトにより in vitro で増殖が抑制されるような遺伝子群を探索
し、HSC 様 AML 細胞に特徴的な、生存に必須な遺伝子を探索する。 
また MLL 融合遺伝子だけでなく、MOZ-TIF2 などの別の AML モデル、あるいは難治性 AML の代表
であり、HSC 関連遺伝子群を高発現する代表的なモデルである EVI1 高発現 AML などのモデルを
用いて同様の解析を行い、複数のモデルに共通する HSC 様細胞の共通点を明らかにする。 
2．マウス AML モデルを用いて検証する 
1．の解析で得られた候補遺伝子、シグナル経路について、CRISPR を用いたノックアウト、shRNA
を用いたノックダウンを行い、in vitro, in vivo での AML 細胞の挙動を観察する。化学療法に
対する抵抗性の変化についても検証を行う。小分子化合物や中和抗体による当該分子・経路の阻
害が可能であれば、これらを用いた治療効果の検証を行い、HSC 様 AML 細胞の化学療法抵抗性を
解除するような標的を明らかにする。 
3．ヒト AML 検体を用いて検証する 
東京大学医学部附属病院で診断・治療を受けた AML 症例の凍結保存骨髄検体を用いて、1., 2.で
得られた結果を検証する。症例ごとに 1細胞レベルで、または症例間で HSC 様 AML 細胞と GMP 様
AML 細胞の遺伝子発現パターンの比較を行う。ALDH 活性や、Hoechst 33342 などの色素の排出能
など、ヒト細胞において前向きに(細胞の機能を保持したまま)HSC 類似の性質を示す細胞を区分
可能な方法を用いて HSC 様細胞と GMP 様細胞を分取し、in vitro, in vivo での挙動を観察す
る。 
1., 2.で得られた結果を、遺伝子導入・サイレンシングなどの分子遺伝学的方法を駆使して in 
vitro での培養実験, in vivo での異種移植モデルで検証し、マウスで得られた結果をヒト AML
の病態理解・治療開発に還元することを目指す。 
 
 
 
４．研究成果 
MLL-ENL 融合遺伝子をレトロウィルスで EVI1-GFP ノックインマウスの HSC に導入して作製した
マウス AML モデルで、白血病幹細胞活性の高い L-GMP 分画のうち、GFP 陽性(HSC 様 AML 細胞を
含む)、GFP 陰性(GMP 様 AML 細胞)を回収し、RNA-seq により遺伝子発現パターンを比較した。HSC
様 AML 細胞が難治性 AML を惹起する一方で幹細胞活性が低いことを示したが、RNA-seq 解析でも
既知の白血病幹細胞維持に関わる NF-κB 経路に関連した遺伝子群のほか、化学療法耐性関連、
ケモカインの発現変動が示され、表現型と合致した。しかし個体による L-GMP 分画構成の不均一
性を反映し、発現変動経路については個体差が大きく、ここから HSC 様 AML 細胞の標的経路を絞
り込むのは困難だった。そこで HSC 様の遺伝子発現パターンを呈する難治性 AML の代表的病型
である EVI1 高発現 AML のモデルを使用することにし、EVI1 高発現 AML モデルマウスの細胞を用
いて実施した、下流標的に関する ChIP-seq, RNA-seq の結果と照合した。このように複数のモデ
ルの HSC 様 AML 細胞に共通した転写プロフィールの特徴として、意外なことにケモカイン、IFN-
γ、JAK/STAT、TLR などの免疫系に含まれるパスウェイが多く含まれていた。また EVI1 高発現
AML 細胞の生存に必須な因子として同定した cyclin D1 がこれらの経路を制御していた。HSC 様
AML 細胞の特徴として制御されるパスウェイとして免疫系シグナル伝達経路に注目し、遺伝学的
方法を用いてこれらの経路を制御したところ、AML の発症を抑制することができた。 
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