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研究成果の概要（和文）： 

 ヒストン脱メチル化酵素 LSD1は正常細胞にほとんど発現しておらず、白血病細胞では強発現

していた。特に染色体転座を有する白血病細胞ではより強発現していた。さらに、血液細胞に

おいて LSD1 は２種のアイソフォームが存在し、そのうちの一方が未分化な造血前駆細胞の自己

複製能を亢進することがわかった。このアイソフォームの量的異常が白血病化や染色体転座に

関与しており治療標的になることが推測され、造血幹細胞特異的に LSD1 を強発現するトラン

スジェニックマウスと骨髄移植マウスモデルを用いて造血器異常について解析している。 

 
研究成果の概要（英文）： 

We found that the expression of histone demethylase LSD1 is very low in normal human 

hematopoietic stem/progenitor cells (HSPC) and considerably higher in AML cells. We identified that 

only two isoforms were expressed in hematopoietic cells. The shorter isoform increased the self-renewal 

of mouse LSK cells. Therefore, we suggest that the shorter isoform of LSD1 is implicated in 

leukemogenesis and could be a therapeutic target of myeloid leukemias. We analyse hematopoietic 

abnormalities of the transgenic mouse and bone marrow transplanted mouse specifically expressed 

LSD1 isoforms in mouse HSPC. 
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１．研究開始当初の背景 

染色体転座によって生じる融合遺伝子は、慢

性骨髄性白血病をはじめ種々の造血器腫瘍

の原因として知られている。さらに最近、肺

癌や前立腺癌などの固形腫瘍でも染色体転

座が見られることがわかり、治療的意義も含

めて大きな注目を集めている。染色体転座形

成のメカニズムの解明は、より有効で安全な
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治療やがんの予防法の開発に大きく役立つ

ことが期待されるが、その詳細はほとんど明

らかにされていない。これまでの疫学的研究

などから、放射線による DNA 二重鎖切断を

修復する際に、誤って別の染色体同士を結合

してしまうことが転座形成の本態と推測さ

れるが、その際に関与する分子やそれらの働

きを明らかにすることが必要である。 

 申請者らは造血器腫瘍を中心に、発がんな

らびに腫瘍性維持の分子メカニズムについ

て、エピジェネティクスの視点から研究を続

けている。その最大の理由は、ジェネティク

な異常が不可逆的で修復が困難であるのに

対し、エピジェネティクな変化は可逆的で薬

剤等による治療的介入が可能なことである。

とくにエピジェネティクに転写を抑制する

ヒストン脱アセチル化酵素 (HDAC) に着目

し、その正常造血ならびに造血器腫瘍の発生

における役割を解析してきた。その一端とし

て、造血幹細胞においては HDAC の発現が抑

制されており、多能性の維持すなわち多様な

遺伝子の発現を確保していること、急性白血

病においては HDAC が強発現しており、分化

の停止に関与していることを見いだした（研

究業績６）。さらに多発性骨髄腫や悪性黒色

腫などの難治性悪性腫瘍でも HDAC が強発

現していることを確認した（EMBO Rep. 

13(2):142, 2012; J Biol Chem. 284(44):30673, 

2009）。このように悪性腫瘍で強発現してい

る HDAC は良い治療標的と考えられ、実際、

HDAC 活性を阻害する種々の低分子化合物

が抗がん剤として働くことが報告されてい

る。申請者らも HDAC 阻害剤が抗 CD20 抗体

リツキサンの効果増強作用や免疫療法のア

ジュバント効果を有し、新しいタイプの抗が

ん剤として期待できることを示した。一方、

最近になって HDAC が DNA 修復にも関与す

るという報告がなされ、注目を集めている。

例えば Miller らは DNA 二重鎖切断部位に

HDAC が早期にリクルートされ、損傷部位か

ら の 転 写 を 停 止 さ せ る と 同 時 に

non-homologous end-joining による DNA 修復

を促進することを示している（Nat. Struc. Mol. 

Biol. 17:1144 ,2010）。 

 LSD1 はヒストン H3 の lysine-4 を脱メチル

化する酵素で、HDAC と複合体を形成し、遺

伝子発現を抑制する。2008 年に Rosenfeld ら

は、LSD1 が染色体構造をダイナミックに改

変し、別々の染色体に位置するプロモーター

を会合させ、転写を複合的に調節しているこ

とを示した（Cell 132: 996, 2008; PNAS 105: 

19199, 2008）。また LSD1 は androgen 受容体

と結合し、その転写能を制御するが、androgen

受容体は前立腺癌における染色体転座形成に

重要な働きをしていることが報告されている

（ Cell 139:1069, 2009; Nat. Genet. 42:668, 

2010）。また申請者らは最近、LSD1 が慢性骨

髄性白血病および染色体転座を有する急性骨

髄性白血病細胞で強発現していることを見い

だした。一方、ヒト正常造血幹細胞・前駆細

胞および正常顆粒球・単球・リンパ球におい

ては発現は低レベルであった（未発表データ）。 

 以上の知見から申請者らは、放射線等によ

る DNA 二重鎖切断部位に転写を抑制するた

めにリクルートされた LSD1/HDAC 複合体が

染色体転座を誘導するという仮説を立てた。

その際に LSD1/HDAC の強発現と複合体コン

ポーネントの質的変化が必要条件と考えてい

る。本研究においては、この仮説を証明し、

転座形成のメカニズム解明の一助とする。 

 本研究は、これまで申請者らが行ってきた

発がんならびに腫瘍性維持の分子メカニズ

ムに関するエピジェネティクス研究の過程

で新たに見いだした「転座を有する白血病細

胞におけるヒストン脱メチル化酵素 LSD1 の

特異的発現亢進」を手がかりに、染色体転座



形成のメカニズムという古くて新しいテー

マにアプローチしようとするものである。そ

して最終的には、より有効で安全な治療やハ

イ・リスク群におけるがん予防法の開発の理

論的基盤を提供することを目的とする。 

 

２．研究の目的 

染色体転座は種々の悪性腫瘍の原因とな

ることが知られており、その形成の分子メカ

ニズムの解明はがんの有効な治療や予防法

の開発に役立つと考えられる。 

LSD1はヒストンH３の lysine-4を脱メチル

化する酵素で、ヒストン脱アセチル化酵素

（HDAC）と複合体を形成し、遺伝子発現を

抑制する。一方、LSD1 が染色体構造をダイ

ナミックに改変すること、前立腺癌で染色体

転座に関与している androgen 受容体と結合

することが報告されている。申請者らは最近、

転座を有する白血病細胞において LSD1 が特

異的に強発現していることを見いだした。以

上より、DNA 二重鎖切断部位に転写を抑制す

るためにリクルートされた LSD1 が染色体転

座を誘導するという仮説を立てた。本研究は

この仮説を検証し、染色体転座形成のメカニ

ズムを解明することを目的とする。 

 具体的には、①DNA 二重鎖切断部位におけ

る LSD1 の局在を確認する。②正常細胞と転

座を有する白血病細胞における LSD1 の質

的・量的異常について解析する。③LSD1 の

強発現とノックダウンシステムを用いた in 

vitro の系とトランスジェニック・マウスを用

いた in vivo の系で、LSD1 の発現変化に伴う

染色体異常の頻度、さらには白血病発症の有

無を調べる。④LSD1 阻害剤による染色体異

常出現の抑止効果を確認する。 

 

３．研究の方法 

DNA 二重鎖切断部位に転写を抑制するため

にリクルートされた LSD1 が染色体転座を誘

導するという仮説を検証し、染色体転座が形

成されるメカニズムを明らかにする。 

（１）DNA 二重鎖切断部位への LSD1 の局在

について調べる。 

LSD1がDNA二重鎖切断部位で果たしている

役割についての報告は無い。そこで、正常細

胞（線維芽細胞、T リンパ球）を用い、放射

線照射により生じた DNA 二重鎖切断部位に

LSD1 がリクルートされるかどうかを、共焦

点顕微鏡を用いて確認する。 

（２）正常細胞と転座を有する白血病細胞に

おける LSD1 の質的・量的異常について解析

する。 

①これまでの予備研究で、転座を有する白血

病細胞（K562 細胞、THP-1 細胞、MV4-11 細

胞、PL21 細胞）では、LSD1 が強発現してい

ることが分かった。そのメカニズムを明らか

にするため、LSD1 プロモーター領域の解

析・mRNA の安定性の定量などを行う。 

LSD1 は様々な癌で異なるアイソフォーム

が存在する。このアイソフォームはエキソン

2 に 20 アミノ酸、エキソン 8 に 4 アミノ酸が

挿入される為に、コファクターとの結合能力

に差があることが報告されている（The 

Journal of Neuroscience, 30:2521, 2010）。そこ

で、白血病細胞と正常造血前駆細胞で LSD1

のアイソフォームの違いにより、機能の差、

ひいては転座の形成に違いがあるかどうか

を調べる。 

②LSD1 は HDAC や CoREST など様々な因子

と結合し、複合体を形成することが知られて

いる。そこで、白血病細胞と正常造血前駆細

胞でそのコンポーネントに違いがあるかど

うかを、LSD1 抗体を用いた免疫沈降法で解

析する。 

（３）In vitro の系で、LSD1 の発現変化に伴

う染色体転座の頻度の違いを定量する。 



①白血病細胞に存在する LSD1 の中で、どの

アイソフォームが転座に関与しているのか、

またその強発現が必須なのかを解析する。正

常造血前駆細胞やリンパ球に LSD1 アイソフ

ォームを人為的に強発現し、放射線によって

誘発される染色体変異が増えるかどうかを、

FISH および gene binding を用いた染色体解析

にて調べる。 

②逆に siRNAを用いて LSD1 をノックダウン

した場合に染色体異常が減少するかどうか

を①と同様の方法で調べる。 

③LSD1 はモノアミンオキシダーゼ阻害剤で

ある pargyline や tranylcypromin によって細胞

レベルで活性を阻害できることが知られて

いる（PNAS 104:8023, 2007）。この系を用い

て同様の実験を行い、放射線誘発染色体変異

を抑制できるかどうかを確認する。 

（４）In vivo の系で、LSD1 の発現変化に伴

う染色体異常の頻度の違いを定量する。 

①Sca-1 promoter を用いて血球系に特異的に

LSD1 を強発現するトランスジェニック（Tg）

マウスを本田浩章 博士（広島大学 原爆放

射線研究所）との共同研究で作製する。この

マウスにおいて、放射線照射によって染色体

転座が高頻度に出現するか染色体解析を行

い確認する。合わせて長期間の観察で白血病

発症の有無を確認する。また、染色体転座が

生じた場合、LSD1のDNA結合配列を解析し、

転座の起こりやすい位置を解析する。 

②初年度の解析で白血病に特異的な LSD1 複

合体コンポーネントが同定されれば、LSD1

との double Tg マウスを作製して①と同様の

実験を行う。 

（５）LSD1 阻害剤による染色体異常の抑制

効果を判定する。 

放射線または薬剤による白血病治療後の

染色体転座は、臨床的に大きな問題となって

いる。そこで、１－①、②で作製した放射線

照射Tgマウスに染色体転座が見られた場合、

その転座の形成を LSD1 阻害剤（pargyline, 

tranylcypromin）の予防的投与で抑制できるか

を調べる。 

 

４．研究成果 

 DNA二重鎖切断部位におけるLSD1の局在

について γ-H2AX 抗体を用いた共焦点顕微鏡

で調べた。正常 T 細胞において LSD1 の発現

量は極めて低いが、放射線照射後に γ-H2AX

と共局在する傾向が見られた。また、DNA 二

重鎖切断による LSD1 の発現量を経時的に調

べたが、変化はみられなかった。 

 次に、正常細胞と白血病細胞におけるLSD1

の質的・量的異常について調べた。LSD1タン

パクの発現を調べると正常細胞にほとんど発

現しておらず、白血病細胞では強発現してい

た。特に染色体転座を有する白血病細胞では

より強発現していた。哺乳類に発現している

LSD1にはエキソン２とエキソン８にアミノ

酸が挿入されることで生じる４つのアイソフ

ォーム（2a-/8a-, 2a+/8a-, 2a-/8a+, 2a+/8a+）が

存在する。 RT-PCR法にて血液細胞に発現す

る LSD1を調べると、2a-/8a-と2a+/8a-の２種

が存在していた。さらに、CD34+CD38の未分

化な造血前駆細胞では2a-/8a-の発現が極めて

低く白血病細胞では強発現していた。一方、

HEK293細胞にHA-tagを付けたこの２つのア

イソフォームを強発現させ、コファクターで

あるCoRESTとの結合を比較すると、2a-/8a-

の方が強いことが分かった。また、H3K4と

H3K9のヒストン脱メチル化活性を調べると、

2a-/8a-の方が強いことが分かった。さらに、

mLSK細胞のCFCアッセイを行うと、2a-/8a-

において強い自己複製能が観察された。した
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がって、白血病化にはこの2a-/8a-の量的異常

が関与していることが推測され、現在骨髄移

植モデルを用いて造血器異常について調べて

いる。 

 

 一方、染色体異常の頻度の差をIn vivoの系

で調べるため、Sca-1プロモーターを用いて造

血幹細胞特異的に LSD1を強発現するトラン

スジェニックマウスを広島大学 原爆放射線

研究所 本田浩章教授の指導のもと作製した。

これらのマウスをコントロール群と放射線照

射群にわけ、経時的に観察し解析を進めてい

る。 
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