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研究成果の概要（和文）：本研究は、GATA1の質的・量的異常による白血病発症の仕組を解明するために、以下の研究
を進めた。
1. TAMに生じている内部欠変異GATA1の機能解析から、巨核球の異常増殖と白血病発症を抑制しているGATA1の領域を決
定した。2. DS-AMKLの全エクソン解析により、TAMからAMKLの発症過程でGATA1変異に続いて生じ白血病進展に関わると
考えられるコヒーシン/CTCF、EZH2およびRAS/チロシンキナーゼなどの遺伝子異常を高頻度に見出した。

研究成果の概要（英文）：We performed this study to understand the mechanisms of leukemogenesis caused by  
qualitative and quantitative abnormalities of GATA1, and found the following results.
1. We found the internally deleted regions of GATA1 found in TAM play important roles in megakaryocytic   
proliferation and perturbation of leukemogenesis. 2. The whole-exome sequencing of DS-AMKL revealed the   
frequent mutations in the genes coding cohesin components, CTCF, epigenetic regulators, and  tyrosine     
kinases/RAS pathway, which occurred subsequent to GATA1 mutations and might cause malignant transformation
 from TAM to AMKL. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 21番染色体の過剰が原因である Down症
は、最も多い染色体異常症で、約 10％の症例
に TAM という一過性白血病を発症する。
TAM は自然寛解するが、約 20%の症例は生
後 4 年 以 内 に 急 性 巨 核 球 性 白 血 病 
(DS-AMKL)を発症する。我々は、ほとんどの
TAMに転写因子 GATA1の遺伝子変異が生じ
ることを世界に先駆けて発見した (Xu et al. 
Blood 2003, Shimada et al. Blood 2004)。変異の
結果、TAMや DS-AMKL細胞では、N末端の
83 アミノ酸が欠けた変異 GATA1(GATA1s)の
みが発現する。最近、我々は、GATA1遺伝子
の変異は GATA1sの発現量に影響し、遺伝子
変異から GATA1sの発現量が推定できること
を見出した (Kanezaki, et al. Blood 2010)。驚い
たことに、GATA1s low (L) 変異をもつ TAM
は、GATA1s high (H)の群に比べて白血病を発
症するリスクが有意に高いことが明らかに
なった。しかし、その分子機構の解明は、ま
だ、未解決のまま残されている。 
(2) 一方、我々は、N 末端内の 13 あるいは
43 アミノ酸が欠けた新たな 2 種類の新規
GATA1変異 (GATA1 ID)を 5例の TAM症例
で見出した。これらの症例はいずれも末梢血
白血球数が多く、重症例であった（未発表）。
この発見は、GATA1sで欠けている 83個のア
ミノ酸の中でさらに重要な領域が codon 77〜
83 であることを強く示唆している。しかし、
その分子機構は不明である。 
(3) GATA1遺伝子の変異は、Down症の TAM
と ML-DS に特異的である。我々は、白血病
発症の過程で、変異 GATA1と共同で働く 21
番染色体の遺伝子を解析し、ERG, BACH1, 
AML1遺伝子が候補であることを明らかにし
た (Toki et al. Blood 2005, Rainis et al. Cancer 
Res 2005, Xu et al. Leukemia 2006)。 
 以上の学術的背景から、GATA1の量的・質
的異常による白血病の発症機構を分子レベ
ルで解明する本研究の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、申請期間の 3 年以内に
GATA1の質的・量的異常による白血病発症の
仕組みを明らかにすることである。具体的に
は以下の３点に焦点を絞って研究を行なう。 
(1) GATA1 の質的異常が正常造血を障害する
仕組みを解明する。 

GATA1 ノックダウン（KD）マウスの巨核
球を用いて GATA1 ID などの変異 GATA1
蛋白の機能解析を行う。GATA1 KDマウス
の胎児肝由来巨核球は異常増殖するが、
GATA1 を導入すると異常増殖が抑制され
る。レトロウイルスベクターを用いて変異
GATA1を強制発現させ、異常増殖を抑制す
る GATA1 の最小領域とその領域に結合す

る分子を同定する。 
(2) GATA1sの発現量が、白血病発症にどのよ
うな仕組みで影響するかを明らかにする。 

 TAM細胞や DS-AMKL細胞株の GATA1s発
現量を shRNA発現ベクターやGATA1s発現
ベクターを用いて修飾し、GATA1sの発現量
が増殖能や細胞分化に及ぼす影響とその分
子機構を解明する。 

(3) GATA1と共同して、白血病発症の過程で
働く 21番染色体上の遺伝子を同定する。 
マウスの胎児肝幹細胞や OP9細胞を用いて、
TAMやDS-AMKL細胞の長期培養系を確立
する。この培養系を用いて、TAM 細胞や
DS-AMKL細胞で発現している 21番染色体
上の遺伝子を誘導可能な shRNA発現ベクタ
ーでノックダウンする。TAMや DS-AMKL
細胞を特異的に増殖抑制する遺伝子を同定
し、GATA1 と共同して働く 21 番染色体上
の遺伝子を同定する。 

 
３．研究の方法 
(1) GATA1 の質的異常が正常造血を障害す
る仕組みを解明する。 

GATA1 ノックダウン（KD）マウスの巨核
球を用いて GATA1 ID などの変異 GATA1
蛋白の機能解析を行う。GATA1を欠損した
胎児肝由来巨核球は異常増殖するが、レト
ロウイルスベクターを用いて変異 GATA1
を強制発現させ、異常増殖を抑制する最小
領域を同定する。また、異常増殖の抑制に
関わる GATA1 の領域に結合する分子を同
定する。 

(2) GATA1sの発現量が、白血病発症にどのよ
うな仕組みで影響するかを明らかにする。 
 TAM細胞や DS-AMKL細胞株の GATA1sの
発現量を遺伝子導入により修飾し、増殖能
や白血病幹細胞に及ぼす量的影響を明らか
にする。 

(3) GATA1と共同して、白血病発症の過程で
働く 21番染色体上の遺伝子を同定する。 
マウスの胎児肝幹細胞やOP9細胞を用いて、
TAMやDS-AMKL細胞の長期培養系を確立
する。この培養系を用いて、TAM 細胞や
ML-DS 細胞で発現している 21 番染色体上
の遺伝子を誘導可能な shRNA 発現ベクタ
ーでノックダウンする。TAMや DS-AMKL
細胞を特異的に増殖抑制する遺伝子を同定
し、GATA1 と共同して働く 21 番染色体上
の遺伝子を同定する。 

 
４．研究成果 
(1) GATA1の質的異常が正常造血を障害する
仕組みの解明 
 2003年から 2010年までに 106例の TAMの
臨床検体を収集し、GATA1 遺伝子の解析を行
った。GATA1 変異はそのうち 99 例に検出され
た。GATA1 cDNAの解析では、ほとんどが N末



端の 83 アミノ酸を欠いた GATA1 蛋白
（GATA1s）のみが発現する変異であった。し
かし、６例の TAM患者で、129塩基あるいは 45
塩基が in frameで欠失し、84番目のメチオニン
を含む 43 (GATA1 ID type-1)あるいは 15アミノ
酸の内部欠損 (GATA1 ID type-2)蛋白が発現
していると推定された。Western blot解析により、
GATA1 ID type 1変異をもつ 2例の TAM細胞
で、GATA1 ID蛋白の発現を確認することができ
た。 次に、genomic DNA の解析から、これらの
症例では、2から 21塩基の挿入あるいは欠失が
第３エクソンに存在することが明らかになった。
GATA1 遺伝子の mini-gene を用いた遺伝子導
入実験を用いて、これらの症例では変異のため
に alternative splicing が生じていることが証明さ
れた。 
 GATA1 ID の機能解析を解析するめに、一過
性の遺伝子導入実験を試行した。その結果、
GATA1s は、転写活性化能が正常の GATA1 に
比べ約 60％に低下していたが、GATA1 IDは活
性低下は認めらなかった。さらに、GATA1 ID を
ML-DS細胞株やGATA1の発現を欠いたマウス
の胎児巨核球前駆細胞にレトロウイルス・ベクタ
ーを用いて発現させた。GATA1 を発現させると、
巨核球の増殖は著しく抑制されたが、ID を発現
させても巨核球の異常増殖を抑制することはで
きなかった。 
 GATA1 IDは、第三エクソンに生じた遺伝
子変異により、GATA1 遺伝子に alternative 
splicing が生じ発現していた。GATA1s と
GATA1 ID は Rb 蛋白との結合領域を欠き、
巨核球の異常増殖を抑制できなかった。以上
の結果は、GATA1 変異のために GATA1 と
Rbの結合が障害されることが、TAMの発症
に重要であることを示唆している。 
 
(2) TAM から AMKL を発症する過程で起る
遺伝子変異の同定 
① 全エクソンシークエンス. 
 次世代シークエンサーを用いて、15例の TAM
症例と 14例のDS-AMKL症例について、ゲノム
のうちタンパク質をコードする領域 (エクソン) の
全塩基配列を徹底的に解読することにより (全
エクソンシーケンス)、その遺伝子変異の網羅的
解析を行った。全てのサンプルで確認された
GATA1 変異を含め、全エクソームシーケンスで
同定された１症例あたりの体細胞遺伝子変異数
は、TAMでは 1.7個と少なく、これは他の様々な
腫瘍と比較して、はるかに少数であった。一方、
DS-AMKL では 5.8個と、より有意に多く変異が
認められた。 
② ダウン症候群児に発症する AMKL におい
て新たに発見された遺伝子変異 

DS-AMKL では GATA1 以外の 8 個の遺伝子
(RAD21, STAG2, NRAS, CTCF, DCAF7, EZH2, 
KANSL1 と TP53) に繰り返し(高頻度の)変異が
認められた。 

 この結果を受けて、41 例の TAM、49 例の
DS-AMKL、19例のnon-DS-AMKL (非ダウン症
児に合併する AMKL) について、これらの遺伝
子や白血病で高頻度に変異がみられる他の遺
伝子群を詳細に検索した。その結果、TAMでは
GATA1 以外の遺伝子変異はきわめて稀である
が、DS-AMKL ではコヒーシン複合体(RAD21, 
STAG2, NIPBL, SMC1A, SMC3) (53％)、CTCF 
(20％)、EZH2 などのエピゲノム注 3 の制御因子 
(45％)、および RAS/チロシンキナーゼ (以下
TK) などのシグナル伝達系分子 (47％) をコー
ドする遺伝子群に高頻度に変異が存在すること
が明らかになった。特に、コヒーシン複合体にみ
られた遺伝子変異は変異がみられた症例では
遺伝子変異は完全に相互排他的であり、
DS-AMKL の発症に重要な役割を果たしている
ことが推定された。  
 一方、non-DS-AMKL では、コヒーシン、
EZH2、GATA1などの変異はDS-AMKLより少な
く 、逆に non-DS-AMK でよ く認められる
CBFA2T3/GLIS2 や OTT/MAL キメラ遺伝子は、
TAM と DS-AMKL には１例も検出されなかった。
この結果より、DS-AMKLと non-DS-AMKLは遺
伝学的に異なった疾患群であることが改めて確
認された。 
 
③ TAM から AMKL への進行のメカニズムを
解明. 
 次世代シークエンサーを用いて、変異部分の
遺伝子配列を何千回も読みこむことで、
DS-AMKLの症例で、既に知られていた GATA1
遺伝子変異と他の経路の遺伝子変異 (コヒーシ
ン、CTCF、EZH2、TKおよびRAS) の遺伝子変
異を持っている腫瘍細胞の割合を計算・比較し
た。その結果、GATA1 変異を有する腫瘍細胞の
割合はコヒーシン/CTCF あるいは EZH2 変異を
有する腫瘍細胞の割合と同程度であったが、
TK/RAS変異を有する腫瘍細胞の割合は低いこ
とがわかった。これは、コヒーシン/CTCF および
EZH2 の変異は、DS-AMKL 発症早期に獲得さ
れた、DS-AMKL 発症に関わる重要な遺伝子で
あり、TK/RAS 変異はその後の腫瘍の進展に関
与していることを示唆している。 
 TAM では GATA1 変異以外に繰り返し (高頻
度に) 認められる遺伝子変異は検出されず、
TAMはダウン症候群の特徴である21トリソミーと
GATA1 遺伝子の変異によって起こっている疾患
であることが示唆された。 
 DS-AMKL は、TAM にコヒーシン/CTCF およ
び EZH2 の変異が生じて発症し、TK/RAS 変異
はその後の腫瘍の進展に関与していると示唆さ
れる。 
 今回の成果によって、TAM および DS-AMKL
の発症メカニズムの解明が大きく前進した。新規
の遺伝子異常が判明したことで、これらの遺伝
子を標的にした新たな治療法の開発が期待でき



る。また、さらに多くの DS-AMKL の解析をする
ことにより、再発する可能性の高いハイリスクの
患者を予測できるようになることが期待される。さ
らに、この研究成果は、ダウン症に限らず、全て
の白血病の発症機構の解明と治療法の開発に
役立つことが期待される。 
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