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研究成果の概要（和文）：転写因子C/EBPβは、炎症などの刺激によって造血幹細胞において発現が誘導され、
造血幹・前駆細胞の増殖と骨髄球系細胞への分化を促進する。本研究では、Flt3-ITDノックインマウス造血器腫
瘍モデルの造血幹・前駆細胞において、C/EBPβの発現が亢進しており、Cebpb遺伝子の欠損によって白血病の病
態が顕著に抑制されることを見出した。また、Flt3-ITDによって造血幹・前駆細胞の自己複製能や増殖能は亢進
していたが、Cebpb欠損によって有意に抑制されていた。機序として、Flt3-ITDによる脂質代謝関連遺伝子群の
活性化が、白血病の病態形成におけるC/EBPβの作用点である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The transcription factor C/EBPβ is induced in hematopoietic stem and 
progenitor cells in response to stimuli such as inflammation and promotes the proliferation of 
hematopoietic stem and progenitor cells and their differentiation into myeloid cells. In this study,
 we found that the expression of C/EBPβ was elevated in the hematopoietic stem and progenitor cells
 of the Flt3-ITD knock-in mouse hematopoietic tumor model, and that the deficiency of the Cebpb gene
 markedly suppressed the pathology of leukemia. Additionally, while Flt3-ITD enhanced the 
self-renewal and proliferation abilities of hematopoietic stem and progenitor cells, these abilities
 were significantly abrogated by the deficiency of Cebpb. Mechanistically, it was suggested that the
 activation of lipid metabolism-related genes by Flt3-ITD could be the target of C/EBPβ in the 
formation of leukemia pathology.

研究分野： 血液学

キーワード： 転写因子　C/EBPβ　細胞分化　細胞増殖　造血器腫瘍

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、急性骨髄性白血病において認められ、腫瘍形成に寄与するFLT3-ITD変異によって、転写因子C/EBP
βの発現亢進が誘導されること、また炎症経路や脂質代謝経路の活性化を介して、C/EBPβが腫瘍幹細胞の自己
複製や増殖を制御しており、病態形成・進展に重要であることを示した。FLT3-ITD陽性白血病に対しては、FLT3
阻害剤が初発例から用いられるようになり、予後を改善したが、薬剤耐性や治療抵抗性の問題もあり、治療成績
改善は喫緊の課題である。本研究によって、C/EBPβまたC/EBPβが制御する下流経路の重要性を示したことは、
新規治療アプローチの開発に繋がる重要な知見となると考える。

※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 
 

細胞の分化・増殖の制御には、細胞内代謝のダイナミックな変化が起こる。C/EBPは、
脂肪細胞分化のマスター転写因子であり、PPARや CPT1A、SREBP1 等の脂質代謝関連分子の発現
を直接制御しており、ノックアウト（KO）マウスは脂肪組織減少や低血糖をきたす。申請者は以
前、慢性骨髄性白血病（CML）に関する研究を行い、マウスおよびヒト HSPCs において、BCR-ABL
融合蛋白が、STAT5 の活性化を介して転写因子 C/EBPの発現を誘導すること、C/EBPが BCR-ABL
発現 HSPCs のミエロイドへの分化を誘導することを報告した。興味深いことに、BCR-ABL を導入
した野生型（WT）と Cebpb KO マウス HSPCs の遺伝子発現の解析から、Cebpb KO HSPCs において
脂質代謝関連遺伝子の発現が低下していた。CML に加えて、急性骨髄性白血病（AML）の発症に
重要な FLT3 変異、また RAS 変異においても、両者シグナルが代謝リプログラミングを誘導する
ことが形質転換に寄与する可能性（Jones CL et al, Cancer Cell 2018; Gallipoli P et al, 
Blood 2018; Stuani L et al, BMC Biol 2019; Stevens BM et al, Nat Cancer 2020）、および
C/EBPが細胞増殖誘導に重要であることを示唆するデータが報告されている（Zhu S et al, 
PNAS 2002; Haas SC et al, Br J Haematol 2010; Atwood AA et al, Small GTPases 2011）。
以上から、造血器腫瘍において、C/EBPは脂質代謝亢進へと代謝リプログラミングを誘導するこ
とで、細胞の形質転換に貢献しており、この経路が治療標的となるのではないかとの仮説を立て
た。 

本研究における学術的「問い」は、（１）脂肪細胞のマスター転写因子 C/EBPが制御す
る脂質代謝経路が造血器腫瘍における形質転換のプロセスにどのように寄与しているか、（２）
C/EBP依存性の脂質代謝経路が治療標的となるか、である。形質転換における代謝リプログラミ
ングが重要であることを示唆する報告はあるが、その詳細な機序は解明されていない。また、
BCR-ABL、FLT3-ITD 陽性症例に対しては、阻害剤が臨床で用いられる一方、治療中の薬剤耐性の
出現が問題となっており、RAS 阻害剤は開発の困難さから未だ臨床で広く用いられるものは無い。
よって、C/EBP依存性の脂質代謝経路がどのように形質転換に寄与しているか、また治療標的と
なり得るか、について詳細を明らかにすることは、CML および AML 治療における現在の問題点の
解決に繋がることが期待できる。 
 
 
 
２．研究の目的  
目的 1：BCR-ABL、NRAS・FLT3 変異によって誘導される形質転換のプロセスにおいて、C/EBPが
制御する脂質代謝経路の寄与の解明 
 
 
目的 2：BCR-ABL、NRAS・FLT3 変異によって誘導される造血器腫瘍における、C/EBPが制御する
代謝リプログラミングを標的とする新規治療戦略の開発 
 
 
 
 
 
３．研究の方法 
(1) NRAS-G12D, FLT3-ITD 変異誘導性造血器腫瘍マウスモデルの構築 
当初の予定では、BCR-ABL、NRAS-G12D、FLT3-ITD いずれもレトロウイルスによるマウス骨髄細
胞への遺伝子導入と骨髄移植を組み合わせてモデルマウスを構築することとしていたが、過剰
発現ではなくより生理的な条件での各遺伝子変異の発現を試みることとした。Nras-G12D 変異は、
Creリコンビナーゼによって変異型Nrasが発現するシステムかつ、マウスNras遺伝子座にNras-
G12D 変異がノックインされたマウスを用いた。血液細胞特異的な Nras-G12D の発現を誘導する
ために、Vav1-Cre を本研究では用いた。さらに、Flt3-ITD についても、マウス Flt3 遺伝子座に
ITD 変異をノックインしたマウスを用いることにした。 
 
 
(2) NRAS-G12D, FLT3-ITD 変異誘導性造血器腫瘍マウスモデルにおける C/EBPの役割の解明 
上記のマウスモデルの病態形成における、転写因子 C/EBPの機能を明らかにするために、同じ



く Vav1-Cre 誘導性に血液細胞特異的に Cebpb 遺伝子のノックアウトを実現できる、Vav1-
Cre/Cebpb flox マウスを上記 2系統のマウスと交配して、解析に使用するマウスを樹立した。 
Cebpb 遺伝子の欠損が、それぞれの造血器腫瘍モデルにおける病態形成や進展に与える影響につ
いて、マウスの血液学的解析、腫瘍幹細胞機能解析としてメチルセルロース半固形培地での
colony assay、また骨髄移植を行った。さらに、Cebpb の欠損の影響が顕著であった Flt3-ITD ノ
ックインモデルにおいて、Flt3-ITD と Flt3-ITD/Cebpb conditional KO (cKO)の両者で、骨髄中
で最も増幅の程度が大きい MPP3、MPP4 をセルソーターにて分取し、RNA-seq を行って遺伝子発
現プロファイルの変化を調べた。これによって、Flt3-ITD シグナル下において C/EBPが制御す
る重要な遺伝子群の抽出を試みた。 
 
 
 
４．研究成果 
 
(1) Nras-G12D および Flt3-ITD ノックインマウス両方において、マウスの週齢増加に伴って、
脾腫、白血球数の増加、好中球や単球などのミエロイド系統の細胞の増加、また未分化な造血幹・
前駆細胞分画の増幅が認められた。特に Flt3-ITD では MPP3、MPP4 の増幅が顕著であり、これは
MPP4 が Flt3 を発現する幹細胞集団であることが関係するものと考えられた。また、白血球数増
加や貧血、脾腫が認められるタイミングでこれら２系統のマウスから c-Kit 陽性細胞を磁気ビ
ーズで単離後、定量 RT-PCR ならびに western blotting にて C/EBPの発現量を調べた。両者と
も 、 mRNA の 発 現 量 は 上 昇 の 傾 向 で は あ っ た が 、 有 意 差 を 認 め な か っ た 。                                                                                                                             
一方で、タンパクの発現レベルは Flt3-ITD c-Kit 陽性細胞で大幅な上昇を認めた。C/EBPは転
写レベルのみでなく、翻訳レベルでの発現制御機構の重要性が知られている分子の一つである。
また、これまでの報告からも、C/EBPは腫瘍細胞の分化や細胞増殖、またグルコースや脂質代謝
の制御を介して、腫瘍形成に寄与することが報告されている。よって、本研究では Flt3-ITD モ
デルに以降焦点を当ててさらに検証を行った。 
 
(2) Flt3-ITDとFlt3-ITD/Cebpb cKOの両者の病態比較を行ったところ、Cebpbの欠損によって、
Flt3-ITD によって誘導される末梢血中白血球数の増加、脾腫、骨髄中の造血幹・前駆細胞の増
加といった所見が顕著に抑制されていた。また、骨髄中 c-Kit 陽性細胞を用いた colony assay
による白血病幹細胞の機能評価では、Cebpb の欠損によってコロニーサイズやコロニー形成能の
有意な低下が認められ、C/EBPが白血病幹細胞の増殖ならびに自己複製能を制御する可能性が
示唆された。また、同じく骨髄中 c-Kit 陽性細胞の骨髄移植後のレシピエントの解析は、現在途
中経過ではあるが、Cebpb の欠損によって病態の進行を顕著に抑制する所見を得ている。 
また、RNA-seq の解析から、骨髄中の MPP4/MPP3 において、Flt3-ITD によって細胞増殖、細胞接
着、炎症反応、代謝に関わる伝子群の発現が上昇していたのに対して、Cebpb 欠損によってこれ
らは抑制されていた。 
以上から、本研究成果によって、Flt3-ITD による病態形成において、C/EBPβは下流の細胞増殖
や炎症、代謝経路の活性化を介して重要な役割を担うことが示唆された。今後は、C/EBPが制御
する特に重要な経路や分子を同定し、FLT3-ITD 変異によって引き起こされる白血病に対して新
たな治療標的を明らかにしたい。 
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