
京都大学・医生物学研究所・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４３０１

基盤研究(C)（一般）

2023～2021

CXCL12-CXCR4軸による造血幹細胞制御に必須の細胞内分子の網羅的探索

Comprehensive exploration of intracellular factors essential for HSC regulation 
via the CXCL12-CXCR4 axis

３０６１８０２０研究者番号：

青木　一成（Aoki, Kazunari）

研究期間：

２１Ｋ０８３９３

年 月 日現在  ６   ４ ２９

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：造血幹細胞や急性白血病細胞のCXCL12応答性がどのような分子メカニズムで制御され
ているのかに関しては不明である。我々は、CRISPRスクリーニングを用いて、cBAFがヒトT-ALLの細胞株の
CXCL12応答性に必須であることを発見した。cBAFは、RUNX1結合領域のクロマチンアクセシビリティをゲノムワ
イドに制御しており、RUNX1のゲノムへの結合、CXCR4, CDK6などのRUNX1制御遺伝子の発現に必要である。その
ため、cBAFの機能抑制は、CXCL12への遊走活性の低下、細胞増殖の抑制をもたらす。これらのことは、cBAFが
T-ALLの有望な治療標的であることを示している。

研究成果の概要（英文）：It remains unclear how CXCL12 responsiveness is regulated in hematopoietic 
stem cells and acute leukemic cells. Using a CRISPR screen, we discovered that cBAF regulates the 
migratory response of human T-ALL cells to CXCL12. cBAF maintains chromatin accessibility 
genome-widely at RUNX1 binding sites, ensuring RUNX1 binding at these sites, and is required for 
expression of RUNX1-regulated genes, such as CXCR4 and CDK6; therefore, cBAF inhibition negatively 
impacts migratory response toward CXCL12 and cell proliferation. These results suggest cBAF as a 
promising therapeutic target.

研究分野： 腫瘍学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
cBAFは、T-ALL細胞のCXCL12応答性と細胞自律的増殖を制御しており、T-ALLの有望な治療標的の一つである。急
性白血病と呼ばれる血液腫瘍のうち、成人では約5%、小児では約10-15%がT-ALLに分類される。約80%の患者さん
で長期生存率が得られているが、残りの患者さんでは治療抵抗性である。今後、有効かつ安全なcBAF機能抑制薬
が開発され、T-ALL患者さんの予後の改善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 
 
 正常造血幹細胞と同様に、急性白血病や多発性骨髄腫などの血液がん細胞は骨髄で増殖して

いる。これらの血液がんのモデルマウスにおいて、骨髄微小環境特異的に Cxcl12 をノックアウ

トすると、骨髄中のがん細胞数が著明に減少し、マウスの生存は有意に延長する。これらのこと

は、骨髄に局在する血液がん細胞の増殖には骨髄微小環境が産生する CXCL12 が必須であること

を示す。しかしながら、造血幹細胞やこれら血液がん細胞の CXCL12 応答性がどのような分子メ

カニズムで制御されているのかに関しては不明である。 

 
２．研究の目的 
 造血幹細胞や血液がん細胞における CXCL12 応答性制御因子を網羅的に探索する。同定された

因子が CXCL12 応答性を制御する分子メカニズムを明らかにする。 

 
３．研究の方法 
 T 細胞性急性リンパ性白血病 (T-ALL) 

の細胞株Jurkat の Cas9安定発現クローン

を作製する。Cas9 発現 Jurkat 細胞にゲノ

ムワイド CRISPR ライブラリーを形質導入

し、薬剤セレクション後に一部細胞を回収

し、残りの細胞を用いて CXCL12 マイグレ

ーションアッセイを実施し、下層から細胞

を回収する (図 1)。回収した細胞からゲノ

ム DNA を抽出し、PCR で増幅した後に、次

世代セーケンサーで gRNA をカウントし、MAGeCK で解析する。抽出された遺伝子が、他の血液が

ん細胞株の CXCL12 応答性にも必要かどうか、個別にマイグレーションアッセイを行うことで確

認をする。 

 
４．研究成果 

 T-ALL の細胞株 Jurkat を用いて、CRISPR-Cas9 システムによりゲノムワイドノックアウト細

胞ライブラリーを作製し、CXCL12 細胞遊走アッセイを実施した (図 1)。その結果、CXCR4 や

RHOA などの CXCL12 に対する遊走に必須であることが知られている既知の遺伝子が複数抽出さ

れた。それらに加えて、SMARCA4、ARID1A、SMARCB1 などの cBAF の構成要素をコードする遺伝子

が複数ヒットした。cBAF はクロマチンリモデリングに関わる複合体で、エンハンサー領域のク

ロマチンアクセシビリティを維持することで、転写因子などがエンハンサー領域に結合するこ

とを可能にしている。マウスにおいて、Smarca4 や Arid1a は造血幹細胞の増殖に必須であるこ

とが報告されているが、T-ALL 細胞における機能は明らかされていない。また、どのような細胞

においても、cBAF と CXCL12 応答性の関連は示されていない。 

 まず、Jurkat 細胞において、SMARCA4 をノックアウトして CXCL12 応答性が大きく抑制される

ことを確認した。SMARCA2 は SMARCA4 のパラログで、SMARCA4 と機能的冗長性があると言われて

いるが、SMARCA4/2 ダブルノックアウトと SMARCA4 ノックアウトの CXCL12 応答性は同等であっ

た。ARID1A をノックアウトすると、CXCL12 応答性は中程度に抑制された。ARID1B は ARID1A の

パラログで、ARID1A と機能的冗長性があると言われている。ARID1A/B ダブルノックアウトは、



ARID1A よりも強く CXCL12 応答性が障害され、その程度は SMARCA4/2 ダブルノックアウトと同等

であった。さらに、複数の T-ALL 細胞株において、BRM014 を用いて cBAF の機能を抑制すると、

CXCL12 遊走能が有意に低下することを確認した。 

 オープンクロマチン領域を評価できる ATAC-seq を行った結果、cBAF の機能を遺伝学的に抑制

すると、転写因子 RUNX1 の結合領域特異的

にクロマチンアクセシビリティが低下す

ることがわかった。一方、転写因子 CTCF 結

合領域のクロマチンアクセシビリティに

は変化を認めなかった。RUNX1 の ChIP-seq

を行い、cBAF の機能抑制は RUNX1 のゲノム

への結合を障害することを確認した。さら

に RNA-seq を行い、cBAF の機能抑制は、

RUNX1 により正に制御されている遺伝子群

の発現を有意に低下させることを確認し

た。これらのことから、cBAF は RUNX1 結合

領域のクロマチンアクセシビリティを維

持することで、RUNX1 がゲノムに結合して

機能すること可能性にしていることが明らかになった。 

 次に、cBAF-RUNX1 軸が CXCL12 応答性を制御する分子メカニズムの解明を試みた。cBAF 或いは

RUNX1 の機能を遺伝学的に抑制すると、CXCR4 の発現が著明に低下していた。複数の T-ALL 細胞

株および Patient-derived xenograft (PDX) 細胞において、BRM014 を用いて cBAF の機能を抑

制すると、CXCR4 の発現が大きく低下することを確認した。興味深いことに、cBAF の機能を抑制

した細胞において、レンチウイルスを用いて CXCR4 cDNA を発現させることで CXCR4 の発現をレ

スキューすると、遊走活性はほぼ完全に回復した。これらのことから、cBAF-RUNX1 軸は CXCR4 の

発現を介して CXCL12 応答性を制御していることがわかった (図 2)。 

 次に、既存の H3K27ac などの ChIP-seq データを用いて、CXCR4 のエンハンサー領域の同定を

試みた。既知のスーパーエンハンサー領域 (SE) 以外に、新規のエンハンサー候補領域 (E1、

E2、E3、E4) を同定した。それぞれの領域を破壊したところ、SE および E4 の破壊により CXCR4

の発現はそれぞれ 50%、25%低下した。興味深いことに、SE と E4 を両方破壊すると、CXCR4 の発

現は 90%以上低下した。以上より、既知のスーパーエンハンサーSE と新規エンハンサーE4 が協

調して CXCR4 の発現を制御することがわかった。 

 さらに、ATAC-seq および RUNX1 の ChIP-seq データから、cBAF の機能を抑制すると、SE と E4

領域のクロマチンアクセシビリティが低下し、RUNX1 の結合が障害されることがわかった。これ

らのことから、cBAF は、CXCR4 のエンハンサー領域のクロマチンアクセシビリティを維持する

ことで、CXCR4 の発現に必須の転写因子 RUNX1 のエンハンサー領域への結合を可能にし、CXCR4

の発現を維持していることが明らかになった。 

 RUNX1 は T-ALL 細胞の細胞自律的な増殖に必須であることが知られている。cBAF は RUNX1 の

ゲノムへの結合に必須であることから、cBAF の機能抑制は T-ALL 細胞の細胞自律的増殖を障害

することが期待される。そこで、遺伝学的及び薬理学的手法を用いて、in vitro で T-ALL 細胞

における cBAF の機能を抑制したところ、T-ALL 細胞の細胞自律的増殖は有意に障害され、アポ

トーシスが誘導された。これらのことから、cBAF が T-ALL 細胞の細胞自律的な増殖に必須であ

ることがわかった。また、この表現系には CDK6 の発現低下が寄与していることを明らかにした 



(図 2)。 

 cBAF は、T-ALL 細胞の CXCL12 応答性と細胞自律的増殖を制御していることから、cBAF の機能

抑制は、in vivo において強い抗腫瘍効果をもたらすことが期待できる。そこで、T-ALL-PDX model

を用いて、BRM014 の in vivo の抗腫瘍効果を評価した。3患者由来の細胞で実験を行い、いずれ

のモデルにおいても BRM014 は骨髄中のがん細胞数を有意に低下させた。 

 本研究成果は、cBAF が T-ALL の有望な治療標的であることを示唆している。以上の研究成果

は、Blood 誌に発表した。 
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