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研究成果の概要（和文）：急性骨髄性白血病（AML）の発症において重要な転写因子であるHoxa9とMeis1を中心とした
分子間ネットワークの解析を行った。Meis1は白血病細胞の骨髄ニッチへの定着に不可欠な機能を有し、網羅的なChIP
解析と遺伝子発現解析からこの機能を担う標的遺伝子としてSytl1を同定した。Sytl1は膜受容体の細胞内移動を促進す
ることによって白血病細胞と骨髄ニッチとの相互作用を修飾している可能性が考えられた。Trib1はC/EBPaの制御を介
して骨髄顆粒球の分化を調節していた。ヒト白血病においてTrib1の変異を同定した。Trib1のAML発症における新たな
協調遺伝子としてBcl11aを同定した。

研究成果の概要（英文）：We have analyzed the molecular network around Hoxa9 and Meis1 that play a importan
t role as transcription factors in development of acute myeloid leukemia (AML). Meis1 is required for engr
aftment of leukemic cells in bone marrow niche. ChIP-Seq analysis and gene expression profiling identified
 the Meis1 target gene Sytl1 that is responsible for Meis1's function. Sytl1 facilitates intracellular tra
fficking of membrane-bound receptors to modulate cell-cell interaction between leukemic cells and bone mar
row stroma. Trib1 downregulates the C/EBPa protein and regulates granulocytic differentiation.  Trib1 soma
tic mutation was identified in a case of human AML. Retroviral tagging experiments identified Bcl11a as a 
novel cooperative gene for Trib1 in leukemogenesis.
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１．研究開始当初の背景 
 急性骨髄性白血病（AML）発症の原因とし
て、数多くの分子異常が報告された。特に、
RAS-MAPK 経路に代表されるシグナル伝達
異常と、RUNX1やMLLを初めとする転写制
御系の異常は重要であり、両者ともに異常の
見られない白血病症例は事実上皆無と考え
て差し支えない。しかしながら、前白血病状
態を経て overt な白血病、さらに治療反応性
から治療抵抗性へと悪性化が進展して行く
過程は、分子レベルでの変化も複雑で、先進
的ゲノム解析を用いても容易に全貌が明ら
かにするのは困難であった。事実、non-coding 
RNAや RNA結合蛋白、プロスタグランジン
代謝経路等、従来予想されなかった分子異常
が AML において数多く発見されていた。新
しい分子異常を同定し、分子ネットワークに
おける役割を解明することで、分子標的治療
の新たな対象につながることが期待出来た。 
 申請者は、ヒト白血病症例における NUP98
キメラ遺伝子を同定するとともに、動物モデ
ルを用いてヒト白血病をよく反映する病態
を作り出し、その分子機構を明らかにして来
た。それらの中には、NUP98-HOXA9、
Hoxa9/Meis1、BCL11A、TRIB1 が含まれる。
特に Hoxa9/Meis1の研究から同定した TRIB1
は、MAPK 経路と C/EBPを結ぶ重要な分子
であることを明らかにした。また、Hox/Meis1
機能は NUP98 キメラの対象となるだけでは
なく、MLL キメラや PML-RARの異常に必
須であり、AML におけるメジャープレイヤ
ーと考えられた。 
 これらの研究から、1)白血病やがんにおけ
る分子異常は、分子間ネットワークの異常と
いうコンテクストで評価されるべきであり、
2)そのために個体を用いた研究が重要である
こと、3)これにより新たな分子異常とそれを
基盤としたパラダイムが期待出来ること、が
浮かび上がった。 
 
２．研究の目的 
 白血病発症と進展過程の分子基盤につい
て新たな体系化を行なう目的で以下の点を
明らかにする。特に、RAS/MAPKシグナルや
Hox/Meis1系については、それ自身の異常（リ
ン酸化異常・発現亢進・遺伝子融合など）は
よくわかっているものの、その先の効果につ
いては依然曖昧なままである。そこで、本研
究ではこれらの経路の標的分子の解明に焦
点を当てるとともに、協調因子を同定し、
RAS/MAPK 系と Hox/Meis1 系の経路の新た
な分子機構を探る。具体的には以下の点を解
析する。 
1. 白血病細胞におけるMeis1/Hoxa9/Pbxに
よる転写制御機構の解明 
ChIP-seq 及び遺伝子発現解析を用いたエ

ピゲノム解析によりキープレイヤーとな
る標的遺伝子を同定する。 

2. MLL キメラ白血病における Meis1 の役
割の解析： 
MLL キメラによる白血病発症にはその
標的遺伝子である HoxとMeis1の活性化
が重要であるとされているが、特にMeis1
の役割について Meis1 KO マウスを用い
て明らかにする。 

3. Trib1の解析： 
Trib1 は AML原因遺伝子であり、MEK1
との結合を介してMAPK経路を活性化す
るとともに、C/EBPを不活性化する。
Trib1 KOマウスの系に FLT3やBCR-ABL
のシグナルを導入して白血病発症に対す
る修飾作用を検討する。 

4. ヒト AML症例の解析 
最近、我々のグループはヒト AML 症例
において Trib1 の機能獲得型変異を同定
した。さらに、症例数を増やして
Trib1/Trib2 の変異を解析するとともに、
その意義についてマウスモデルを用いた
解析により調べる。 

5. 遺伝学的解析 
我々の AML モデルはレトロウィルスに
よる遺伝子導入系であるので、ゲノム内
挿入部位を解析することで、原因遺伝子
の特異的協調遺伝子を同定することが出
来る。この利点を生かして、Trib1に引き
続いて新たな協調遺伝子を同定する。 
 
３．研究の方法 
1.Hoxa9/Meis1/Pbx による白血病細胞におけ
る転写制御機構の解明と標的遺伝子の同定 
 Hoxa9を正常骨髄幹・前駆細胞に導入する
と、細胞の不死化を経て白血病を誘導する。
この際、Meis1は co-factorとして Hoxa9の白
血病誘導能を著しく促進する。Meis1とHoxa9
の相互作用には同じくホメオドメイン転写
因子の Pbxの介在があり、複雑な制御機構の
存在が示唆されている。そこで、Meis1 の存
在及び非存在下で、Hoxa9、Meis1、Pbxの ChIP
シークエンス解析を行いこれらの転写因子
の全ゲノムレベルでの DNA 結合部位を明ら
かにする。同時に遺伝子発現プロファイルの
解析を行い、Meis1及び Hoxa9の標的遺伝子
を同定して、その中から白血病発症の鍵を握
る遺伝子を明らかにする。 
 次に、ChIPシーケンス解析によって同定
された標的遺伝子の機能解析を行う。Meis1
の標的遺伝子については、Meis1 コンディ
ショナル KO マウス骨髄に導入し、Meis1
機能を代償する機能を確認する。遺伝子に
よっては、細胞生物学的・生化学的方法も
加えて白血病発症における意義を解析する。 



2. Meis1及びその標的遺伝子Sytl1の in vivo
における白血病促進機構の解析 
 Meis1 及びその標的遺伝子 Sytl1 が白血病
細胞の骨髄ニッチへの定着や in vivo での拡
大における役割を解析するために、白血病細
胞の定着能・遊走能や間質細胞との相互作用
を in vitro/in vivoの実験系で解析する。 
3. Trib1の RAS/MAPKと C/EBP経路に対
する役割の解析 
 Trib1及び Trib2は何れも AMLの原因遺伝
子として同定され、両者とも Hoxa9/Meis1と
協調することを初めとして、その機能と構造
は酷似している。発現組織も互いにオーバー
ラップしていることから、単独に遺伝子をノ
ックアウトしてもマウスに顕著な異常は認
められない。Trib1 は、MEK1 と結合し ERK
のリン酸化を亢進させるとともに C/EBPの
分解を促進する。すなわち、 Trib1 は
RAS/MAPK系と C/EBPのアダプターとして
作用することで AML 発症と造血細胞機能を
制御している可能性が高い。新たに作製した
Trib1 conditional KO 及び Trib1/Trib2 double 
KO マウスを用いて、Trib1/Trib2 の造血にお
ける機能を調べる。 
4. ヒト AML臨床検体における解析 
 連携研究者の伊藤悦朗、林泰秀両博士の協
力を得て、ヒト AMLにおける Trib1/Trib2の
変異を解析する。 
5. 遺伝学的解析 
 我々のマウスモデルでは、白血病の誘導
実験にレトロウィルスベクターを用いた原
因遺伝子の導入を行っている。この実験系
では、retroviral taggingが適用できるので、
導入した原因遺伝子に対する協調遺伝子を
特異的に同定することが出来る。本研究で
は、Trib1の Hox/Meis以外の新たな協調遺
伝子を同定することによって、RAS/MAPK
系に協調する遺伝子ネットワークを体系的
に明らかにする。同定した遺伝子の中で特
にヒト AMLで Trib1/Trib2と協調作用が示
唆される遺伝子に焦点を絞って以後の解析
を進める。 
 
４．研究成果 
1. Hoxa9/Meis1/Pbxによる白血病細胞におけ
る転写制御機構の解明と標的遺伝子の同定 
 Hoxa9/Meis1を発現するAML細胞株H9M1
において、Hoxa9, Meis1, Pbxの全ゲノムレベ
ルにおける DNA 結合部位を明らかにした。
Meis1 と Hoxa9、total Pbx の結合部位はそれ
ぞれ、6,324、770、2,892カ所であった。6,324
の Meis1 結合部位のうち、1,966 は Pbx と、
564は Hoxa9とそれぞれ共結合を示した。ま
た、Meis1のノックアウトによりHoxa9と Pbx
の結合部位は増加した。この結果から、

Meis1/Hoxa9/Pbx の in vivo における緊密な
DNA結合ネットワークの存在が示唆された。 
 H9M1細胞において Meis1発現の有無にお
ける遺伝子発現を網羅的に解析し、この結果
と ChIP Seq のデータとを照合することによ
りMeis1の標的遺伝子を探索した。この中で、
Sytl1と Smad7を Hoxa9と in vivoで協調する
責任遺伝子として同定した。 
2. Meis1及びその標的遺伝子Sytl1の in vivo
における白血病促進機構の解析 
 Meis1 は、それ自身では骨髄細胞に対する
transforming能を持たないが、Hoxa9の協調因
子として in vivo における白血病発症促進に
必須であることが知られている。本研究では、
Meis1 の発現が白血病細胞の骨髄ニッチへの
定着に不可欠であることを明らかにした。さ
らに、この機能は OP9細胞との相互作用と関
連し、サイトカインやケモカインによる遊走
能とも関係することが明らかになった。さら
に標的遺伝子 Sytl1 はこれら全てにおいて
Meis1 の機能を代替えすることが示された。
Sytl1は、Rab27蛋白と結合して細胞質から膜
への物質移動を促進することが知られてい
たが、今回その機能が膜受容体の機能に関与
していることが示された。 
3. Trib1の RAS/MAPKと C/EBP経路に対
する役割の解析 
 Trib1 KO マウスを用いた解析から、Trib1
は骨髄内で C/EBPを蛋白レベルで制御し、
Trib1のノックアウトはC/EBP蛋白の増加を
介して顆粒球分化を促進することが明らか
になった。これに対して、Trib2ノックアウト
による変化は軽微であり、このことは正常骨
髄におけるTrib1とTrib2の発現レベルの差に
よる可能性が考えられた。 
4. ヒト AML臨床検体における解析 
 小児白血病症例の解析から、ダウン症候群
における急性巨核球性白血病の症例におい
て Trib1 の体細胞変異（点突然変異）を同定
した。マウスモデルを利用した解析から、こ
の変異は Trib1 の機能獲得性変異であること
が示された。Trib1変異は GATA1変異に先だ
って骨髄幹細胞で生じていることが明らか
になった。 
 一方、成人の AML 症例の遺伝子発現プロ
ファイルから、SYTL1は HOXA9及びMEIS1
と発現の挙動がよく相関していることが示
された。 
5. 遺伝学的解析 
 Trib1誘発マウスAMLの系で協調遺伝子の
同定を行った結果、Hox遺伝子の次に頻度の
高いレトロウィルス挿入部位から Bcl11a を
同定した。遺伝子発現プロファイル解析から、
Bcl11a を発現している AML では、Notch 経
路や Bcl6 の発現に変化が生じていることが
示唆された。 
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