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研究成果の概要（和文）：本研究では、Evi-1、BAALCといったAMLの予後不良関連因子の下流パスウェイと特異的な治
療標的、Evi-1による急性白血病発症における重要な協調因子、治療抵抗性を示す白血病幹細胞分画の維持機構を明ら
かにした。またEvi-1の発現を可視化したマウスにおいて、Evi-1陽性細胞が白血病幹細胞をマークし、治療抵抗性と関
連することを示した。さらに白血病の進展機序、周囲環境と白血病細胞の相互作用、エピゲノム異常が難治性白血病発
症に果たす役割から、白血病の病態を統合的に明らかにした。これらは、難治性造血器腫瘍の治療耐性を克服し、根治
に向けた新たな分子標的療法を開発する上で貴重な成果である。

研究成果の概要（英文）：In this study, we elucidated the down-stream pathway and specific therapeutic 
target of molecules associated with poor prognosis in acute myeloid leukemia, such as Evi-1 and BAALC, as 
well as a collaborative factor for Evi-1 induced leukemogenesis and a maintenance mechanism of resistant 
leukemia initiating cells. By using Evi-1-IRES-GFP knock-in mice, we also showed that Evi-1 marks 
leukemia initiating cells and Evi-1 is associated with chemoresistance in chronic myeloid leukemia. In 
addition, we revealed pathogenesis of myeloid malignancies in an integrated manner by demonstrating a 
mechanisms of leukemia progression, interaction between leukemia cells and surrounding cells and an 
essential role epigenetic abnormalities play in leukemogenesis. These results provide a foundation to 
develop novel molecular targeted therapies for refractory hematological malignancies.

研究分野：血液内科学

キーワード： Refractory leukemia　Signaling pathway　EVI-1　BAALC　DNMT3A　NF-kB　JAK2V617F
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１．研究開始当初の背景 
現在、白血病の 5年生存率は 30%程度で
あり、難治性白血病に対する新しい効果的
な治療法が切望されている。難治性白血病
の多くを占める急性骨髄性白血病(AML)で
は、染色体転座が予後を決める重要な指標
であるが、実際には急性白血病の約半数は
明らかな染色体異常を持たない。しかもこ
のタイプの白血病は多くの難治性白血病を
含んでいる。最近になって、AML1, NPM1, 
C/EBPα, TET2, ASXL1, IDH1/2, 
DNMT3A 遺伝子の変異、Evi-1, MN1, 
BAALC, ERG の活性化など、難治性白血
病と関連する新たな遺伝子異常が明らかと
なってきた。一つの白血病変異遺伝子が引
き起こす細胞内外の病態パスウェイは多岐
にわたり、治療標的としての重要性もさま
ざまである。また多くの急性白血病は、複
数の遺伝子異常が協調することにより発症
する。したがってその全容解明には、単な
る遺伝子異常の同定だけでは不十分であり、
複数のシグナルパスウェイや遺伝子異常が
絡み合う複雑系の病態解析が必要である。
本研究では、遺伝子機能を自由自在にオ
ン・オフできる疾患モデル動物、ゲノムワ
イドの遺伝子・蛋白質・シグナル解析、臨
床情報とリンクしたヒト症例検体解析を、
一つの拠点で統合して駆使することにより、
複雑系の病態解明に取り組み、治療標的と
なる病態鍵分子の同定をめざす。 

 
２．研究の目的 
本研究では、重要な白血病遺伝子につい
て注目しながら、白血病を遺伝子異常、細
胞内病態パスウェイ、細胞間相互作用、個
体の各レベルで捉えることにより、その発
症・難治化のメカニズムを解明し、そこか
ら治療標的化可能な病態鍵分子を同定する。
具体的には（1）難治性遺伝子による分子
病態・シグナル異常、(2) 前白血病から白
血病への進展の機序、（3）細胞間シグナル
による造血と白血病制御、（4）白血病にお
けるエピゲノム異常に重点を置き、これら
を統合しながら白血病病態の全容解明をめ
ざし、得られた知見を制御化合物の創出へ
と展開することにより、新規治療の基盤を
確立する。 
 
３．研究の方法 
(1)難治性遺伝子による分子病態・シグナル
異常 

Evi-1 は難治性白血病で高発現する転写
因子である。レトロウィルスを用いて
Evi-1 マウス造血幹細胞に発現させ、同系
マウスに移植することで Evi-1高発現白血
病マウスモデルを作製し、レトロウィルス
の挿入部位解析を行うことで、白血病発症
において Evi-1と協調する因子を探索し、
C/EBPbetaを同定した。さらにC/EBPbeta
の Evi-1の白血病発症における協調作用に
ついて、遺伝学的方法を用いてマウスで検
証した。 

Evi-1 高発現白血病の治療標的を発見す
るために、網羅的遺伝子発現解析を用いて

マウス Evi-1高発現白血病細胞に特異的に
高発現する細胞膜タンパク質を検索し、
integrin α2b CD41を同定した。CD41の
Evi-1 高発現白血病における機能・下流シ
グナルを解析するとともに、CD41 および
下流シグナル分子の阻害が Evi-1高発現白
血病に治療効果をもたらすかどうかをマウ
スモデルを用いて検証した。 
我々は Evi-1 遺伝子座に GFP をノック
インしたマウス(Evi-1/GFP マウス)を作製
したが、このマウスを用いてリアルタイム
で Evi-1を発現する細胞をトレースするこ
とが可能である。チロシンキナーゼ阻害薬
中止後の再発、急性転化後の治療抵抗性が
問題となる、慢性骨髄性白血病(CML)の慢
性期(CML-CP)、急性転化期(CML-BC)それ
ぞれのモデルマウスを Evi-1/GFP バック
グラウンドで作製することで、Evi-1 発現
細胞の、leukemia initiating cell (LIC)とし
ての機能およびチロシンキナーゼ治療抵抗
性に与える影響を解析した。さらに Evi-1
ノックアウトマウス、レトロウィルスによ
る Evi-1 の発現により、Evi-1 が Bcr-Abl
による白血病発症に与える影響を解析した。 

AML の予後不良因子として知られる
BAALC 高発現が白血病の病態に与える影
響を解析するため、ヒト白血病細胞に
BAALC を発現させ、あるいはノックダウ
ンし、下流のパスウェイを網羅的に解析し、
MEK-ERK 経路が特異的に活性化されて
いることを明らかにした。さらに
MEK-ERK 経路を抑制することで、
BAALC 高発現白血病細胞に対して治療効
果を有するかどうかを、in vitro あるいは
免疫不全マウスを用いて作製したヒト白血
病異種移植モデルを用いて検証した。 
予後不良であることが知られている

MLL 融合遺伝子陽性白血病(MLL 白血病)
のマウスモデルを用いて、その治療抵抗性
に関わる LICの維持機構を解析した。遺伝
子網羅的解析を用いて、MLL 白血病 LIC
において NF-κB シグナルが活性化されて
いることを明らかにし、その NF-κB を含
むパスウェイがMLL白血病 LICの維持に
果たす役割を明らかにし、そのパスウェイ
を阻害することが MLL 白血病に対して治
療効果を持ちうるかどうかを in vitroある
いはマウスモデルを用いて検証した。 

 
(2) 前白血病から白血病への進展の機序 
  真性多血症は JAK2の活性化型変異を
もつ骨髄増殖性腫瘍の一病型であり、白血
病への進展が主要な死因のひとつである。
我々は JAK2活性化型変異と p53の不活性
化を共存させることでマウス白血病モデル
を作製することが可能であるか検討した。 
 
(3)細胞間シグナルによる造血と白血病制
御 
 白血病の成立・進展を助長する要素の一つ



にゲノム不安定性がある。このメカニズム
の一端を解明するため、骨髄増殖性腫瘍
(MPN)の代表的なモデルであるレトロウ
ィルス JAK2V617F発現マウスモデルを用
いて、腫瘍細胞が周囲の正常細胞の DNA
傷害を惹起することを証明し、網羅的遺伝
子発現解析を用いて腫瘍細胞から分泌され
DNA 傷害を誘導する分子 Lcn2 を同定し、
MPN におけるゲノム不安定性の分子基盤
を明らかにした。 
 骨髄においては脂肪細胞が正常造血細
胞・白血病細胞に何らかの影響を与えるこ
とが示唆されているが、その詳細は明らか
になっていない。我々は脂肪細胞特異的に
発現する重要な液性因子 adiponectin に注
目し、ノックアウトマウスを用いて正常造
血細胞・白血病細胞における作用を解析し
た。 
 
(4)白血病におけるエピゲノム異常 

AML 患者の約 20%で de novo DNA 
methylation に 関 わ る 遺 伝 子 で あ る
DNMT3A の変異が認められ、この変異を伴
っている症例は予後不良であることが報告
されているが、その機能的意義は明らかでな
い。そこで我々は DNMT3A 遺伝子変異が
DNA メチル基転移酵素としての機能やヒス
トンメチル基転移酵素との結合、それに伴う
ヒストン修飾や転写制御等における機能に
どのような影響を与えるかを検討し、AML
の発症・維持において DNMT3A変異がきた
すエピゲノム異常について検討した。 
 
４．研究成果 
(1)難治性遺伝子による分子病態・シグナル
異常 

Evi-1 白血病の協調因子として、骨髄球系
細胞の分化に関わるC/EBPbetaを同定した。
C/EBPbeta の short isoform である LIP を
Evi-1 と同時にマウス造血幹細胞に発現させ
ることで、LIPが Evi-1の白血病発症を促進
することを明らかにした(Watanabe-Okochi 
et al. Blood 2011)。 

Evi-1 高 発 現 白 血 病 細 胞 で は
thrombopoietin(THPO)シグナルが重要な役
割を果たしていることを示した。Evi-1 高発
現白血病細胞の中でも THPO の受容体であ
るMPLを発現している分画には LICが多く
含まれており、THPO-MPL を遮断すること
により Evi-1高発現白血病の発症が抑制され
た。MPL 高発現分画はフィーダー細胞との
共培養において THPO 依存性に抗アポトー
シス分子である BCL-xL の過剰発現を示し、
高い生存・増殖活性を示した。このことから
THPO-MPLシグナル経路が Evi-1 高発現白
血病の治療抵抗性の一因を担っていること
を明らかにした (Nishikawa et al. Blood 
2014.)。 

CML-CP、CML-BCいずれのモデルにおい
ても、LIC活性を持つ細胞は Evi-1陽性分画

に濃縮されていた。チロシンキナーゼ阻害剤
治療により Evi-1 陽性細胞が残存し、Evi-1
高発現は治療抵抗性とも関連していること
が明らかになった。さらに Evi-1を共発現す
ることでBcr-Ablによる白血病発症が促進し、
Evi-1の heterozygosityにより白血病発症が
遅延したことから、Evi-1 は CML の発症に
関与していることが示唆された(Sato et al. 
Oncogene 2014.)。 

BAALC高発現 AML細胞ではMEK-ERK
細胞が特異的に活性化されていることを明
らかにしたが、分子レベルでは BAALC が
MEK-ERK 経路に必須の足場タンパク質で
あるMEKK1(MAP3K1)と結合して、ERK脱
リン酸化酵素であるMKP3とERKとの結合
を競合的に阻害することを示した。さらに
BAALC が単球系細胞の分化成熟に重要な転
写因子であるKLF4と結合して細胞質に隔離
することでその作用を阻害することを明ら
かにした。MEK-ERK経路の阻害、KLF4の
作用回復が、BAALC 高発現白血病の治療と
して有望であることを、in vitro およびマウ
スモデルを用いた in vivo の系で証明した
(Morita et al. Leukemia. In Press)。 

MLL 白血病マウスモデルにおいて、白血
病細胞の中でも LIC を多く含む分画におい
て NF-κB が活性化していることを示し、そ
の他のマウス AML モデル、あるいはヒト
AML においても同様に、LIC を多く含む分
画では NF-κB が活性化されていることを示
した。さらにこの機構の重要性を、マウス in 
vivo 白血病モデルにおいて、bortezomib の
投与、あるいは構成要素のノックアウトによ
って NF-κB パスウェイを阻害することで、
AML の発症が抑制されることによって証明
した。さらにこのシグナルの活性化には、自
身の産生する TNFalpha によるポジティブ
フィードバックが重要であることを示した
(Kagoya et al. J Clin Invest 2014.) 

 
(2) 前白血病から白血病への進展の機序 
JAK2活性化型変異と p53の不活性化を共
存させることでマウス赤白血病モデルを作
製することに成功し、真性多血症が白血病
へ進展するメカニズムとしてp53の不活性
化が関与していることを突き止めた。また
白血病細胞の中でも、CD71 陽性細胞およ
び c-kit陽性、Sca1陽性、Lineageマーカ
ー陰性の細胞に白血病幹細胞が多く存在す
ることを明らかにした。(Kishino et al. 投
稿中) 
 
(3)細胞間シグナルによる造血と白血病制
御 
 JAK2V617F MPNモデルにおいて、腫瘍
細胞の産生する液性因子 Lcn2 によって隣
接する正常造血細胞の活性酸素が増加し、
ゲノム DNA の損傷が亢進することを見出
した。細胞内の活性酸素増加には、細胞内
への鉄の蓄積が関与していていた(Kagoya 



et al. Blood 2014)。 
 Adiponectin を欠く造血環境では骨髄マ
クロファージからの炎症性サイトカインの
分泌が慢性的に亢進し、造血幹・前駆細胞
分画において増殖シグナルの細胞内抑制因
子である Socs3 が異常に高発現する結果、
サイトカインや感染など顆粒球増殖刺激に
対する増殖応答が減弱することを明らかに
した(Masamoto et al. 投稿中)。 
 
(4)白血病におけるエピゲノム異常 
変異型 DNMT3A を過剰発現した造血幹
細胞において網羅的に遺伝子発現プロファ
イリングを行ったところ、Hoxb 群の遺伝
子発現が亢進し、また骨髄球系分化関連遺
伝子(PU.1、Cebpa)の遺伝子発現が低下し
ていることが明らかとなった。Hoxb 群で
はプロモーター領域において低メチル化状
態を認め、発現の変化と相関を認めた。一
方分化関連遺伝子ではプロモーター領域の
メチル化に変化を認めなかった。また
DNMT3A がポリコーム抑制複合体 1 
(PRC1)と結合すること、および変異により
その結合能が亢進することを見出し、
DNMT3A の変異によって分化関連遺伝子
の制御領域にPRC1複合体構成蛋白がより
多くリクルートされることを明らかにした。
(Koya et al. 投稿中) 
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