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研究成果の概要（和文）：若年性骨髄単球性白血病（juvenile myelomonocytic leukemia; JMML）は、主に5歳
未満の小児に発症する予後不良な造血器腫瘍である。本研究では、分子学的発症メカニズムの全体像を明らかに
することを目標としてクロマチン免疫沈降シーケンス（ChIP-Seq）によるヒストン修飾の網羅的プロファイリン
グを行い、JMMLの疾患特異的なH3K27acのヒストンマークが濃縮しているエンハンサー領域の候補を抽出した。
さらに、他のゲノム解析（single-cell RNA sequencing、Error-corrected sequencing）との統合解析を行っ
た。

研究成果の概要（英文）：Juvenile myelomonocytic leukemia (JMML) is a hematopoietic tumor with poor 
prognosis that mainly affects children under the age of 5 years. In this study, we performed 
comprehensive profiling of histone modifications by chromatin immunoprecipitation sequencing 
(ChIP-Seq) to elucidate the overall molecular pathogenesis mechanism and extracted candidate 
enhancer regions enriched in the disease-specific histone mark H3K27ac in JMML. In addition, we 
performed an integrated analysis with other genomic analyses (single-cell RNA sequencing and 
error-corrected sequencing).

研究分野： 小児血液腫瘍

キーワード： 若年性骨髄単球性白血病　エピゲノム
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研究成果の学術的意義や社会的意義
若年性骨髄単球性白血病（juvenile myelomonocytic leukemia; JMML）は、主に5歳未満の小児に発症する予後
不良な造血器腫瘍である。唯一の根治療法は同種造血細胞移植であるが、満足できる治療成績は得られていな
い。今回のクロマチン免疫沈降シーケンスを含む網羅的遺伝子解析による研究成果により、JMMLの分子学的発症
メカニズムの更なる解明が進み、予後を正確に予測するバイオマーカーに基づく最適医療
（PrecisionMedicine）の実現に寄与することが期待される。

※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 
若年性骨髄単球性白血病（juvenile myelomonocytic leukemia; JMML）は、主に 5 歳未満の小

児に発症する予後不良な造血器腫瘍である。通常の化学療法のみで治癒が得られることはなく、

唯一の根治療法は同種造血細胞移植である。しかしながら、移植合併症や再発の問題があり、

JMML 患者の 5 年生存率は依然として 50%前後にとどまっており、分子標的薬等の導入による

新規治療法の開発が必須である。網羅的メチル化プロファイリングにより、DNA 高メチル化群

は有意に全生存率・無移植生存率が低く、これまでに報告されてきた予後予測因子と強く相関し

ている 1。しかしながら、DNA メチル化以外のエピジェネティクス解析は、JMML では十分に

行われていなかった。クロマチン免疫沈降法（chromatin immunoprecipitation: ChIP）は、ホ

ルマリンで DNA とヒストンなどの DNA 結合タンパク質を架橋した後、超音波処理により可溶

性のクロマチンにし、これをアセチル化ヒストンや転写因子に対する抗体で免疫沈降する実験

手法である。ヒストンがアセチル化の修飾を受けると、クロマチンと DNA の結合が緩み、転

写因子が結合しやすくなり、遺伝子発現が劇的に増加する。ヒストンのアセチル化はプロモータ

ー領域でよく認められ、ヒストン H3 K9 のアセチル化（H3K9ac）と K27 のアセチル化

（H3K27ac）は、アクティブな遺伝子のエンハンサーおよびプロモーター領域で検出される。

スーパーエンハンサーとは、複数の転写因子や転写調節因子が結合しやすい巨大なエンハンサ

ー領域で、遺伝子発現を強力に制御する役割をもつ。例えば、T 細胞性急性リンパ性白血病では，

がん遺伝子 TAL1 およびそれと協調的に働く転写因子 GATA3，RUNX1，MYB などの遺伝子が

スーパーエンハンサーによって制御されることが報告されている。このような化学修飾を受け

たヒストンに対して、特異的に結合するモノクローナル抗体による ChIP-Seq 法を用いれば、ゲ

ノム網羅的に活性化しているプロモーター領域やエンハンサー領域を同定することが可能であ

る。 
 
２．研究の目的 
腫瘍細胞と正常細胞では、活性化しているエンハンサー領域が異なっており、がん特異的エンハ

ンサーが同定されている。しかしながら、ChIP-Seq を用いた実験には比較的多量の検体が必要

であり、稀少疾患である JMML の臨床検体を用いた網羅的なヒストン修飾解析は行われてこな

かった。本研究の目的は、H3K27ac に対するモノクローナル抗体による ChIP-Seq 法を用いて、

JMML 患者由来の腫瘍細胞のゲノム全体のヒストン修飾を網羅的に評価し、特異的なスーパー

エンハンサー領域を同定し、その病態に与える影響を明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
名古屋大学小児科研究室内に保存されている

JMML 患者由来の骨髄単核球細胞を用いて、

全エクソーム解析・メチル化アレイ解析に加え

て、H3K27ac に対するモノクローナル抗体に

よる ChIP-Seq を行った。ホルマリンで DNA

とヒストンなどのDNA結合タンパク質を架橋

した後、超音波処理により可溶性のクロマチン

にし、抗 H3K27ac 抗体で免疫沈降させたのち

に、イルミナ社次世代シーケンサーで解析を
図 1. JMML 患者由来細胞における H3K27ac

を指標としたスーパーエンハンサー 



行った。得られたデータから、the R Bioconductor package DiffBind を用いて ChIP-Seq peak 

data の評価を行った。 
 
４．研究成果 
JMML 患者 21 例の臨床検体を用いて、抗 H3K27ac 抗体による ChIP-Seq を行った。図 1 に、

解析した1例の結果を示

す。本症例では、376 か

所のスーパーエンハン

サー領域が同定された。

次に、 ChIP-Seq peak 

data によるクラスタリ

ング解析を行った。2 つ

のクラスターに分類さ

れ、予後不良・DNA 高メ

チ ル 化 群 、 somatic 

PTPN11 など予後不良

因子と関連するクラス

ター１（n = 8）、DNA 低

メチル化群と関連する

クラスター2（n = 13）

に分けられた（図 2）。高

メチル化群と低メチル化群の間で統計学的に有意に異なる 4 か所のスーパーエンハンサー領域

を同定することに成功した（図 3）。 

 現在、Hi-C (High-throughput Chromosome Conformation Capture)解析を行い、これらのス

ーパーエンハンサー領域と物理的に接触している遺伝子領域を明らかにするとともに、

CRISPR/Cas9 を用いてこれらのスーパーエンハンサー領域をノックアウトした細胞を作成し、

RNA-Seq 解析による遺伝子発現への影響の評価を計画している。 
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図 2. 抗 H3K27ac 抗体 ChIP-Seq peak data によるクラスタリング解析 

図 3.高メチル化群（20 番染色体[chr20]）・低メチル化群（chr1, 4, 7）に特異的なスーパーエン

ハンサー領域 
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