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研究成果の概要（和文）：　本研究では、白血病発症と密接に関連するエピゲノム異常に着目し、その制御分子の一つ
について、条件的遺伝子欠損マウスを作製し、白血病発症マウスモデルと組み合わせた異常造血の解析や正常造血系の
解析を行った。その結果、標的分子の条件的欠損を誘導したところ、白血病発症に関する決定的影響は見出されていな
いものの、造血幹細胞の自己複製や分化に関する興味深い知見が見出され、現在、詳細な分子生物学的解析を進めてい
る

研究成果の概要（英文）： In this study, to focus on epigenetic alterations closely associated with 
leukemogenesis, I have generated conditional knockout mice of an epigenome regulator, analyzed malignant 
hematopoiesis of these mice combined with my leukemogenic mouse model, and characterized normal 
hematopoiesis of the mice. Conditional ablation of the target molecule induced no critical phenotypic 
changes in leukemogenesis, but led to interesting findings concerning self-renewal and differentiation of 
hematopoietic stem cells. I am further investigating the molecular mechanisms at the moment.

研究分野： 血液内科学

キーワード： 白血病
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）白血病など造血器腫瘍の発症の分子メ
カニズムにおいて、染色体転座、特定遺伝子
の変異などのゲノム DNA における塩基配列
自体の変異に加え、近年、DNA のメチル化
やヒストンのメチル化及びアセチル化など
と関連する様々なエピゲノムにおける異常
も、同様に重要な役割を果たしていることが
明らかとなってきた(Rodríguez-Paredes M, 
Esteller M, Nat. Med., 17:330-339, 2011)。
実際に、ある種の造血器腫瘍において、機能
変異が見出されているエピゲノム制御分子
として、DNA 脱メチル化に関与する TET2
などは、その変異を再現した遺伝子改変マウ
スモデルで、腫瘍の発症が生じ、発症におけ
る 様 々な分 子 機構が 解 析され て い る
(Moran-Crusio K et al., Cancer Cell, 
20:11-24, 2011;他 3 報)。一方で、そうした変
異のないエピゲノム制御分子として、ヒスト
ン脱メチル化酵素活性を有するLSD1などで
は、その機能を喪失させるノックアウトマウ
スモデルと別の白血病マウスモデルを組み
合わせて、白血病発症に重要な役割を果たす
ことなど、重要な知見が得られてきている
(Harris WJ, et al., Cancer Cell, 21:473-487, 
2012)。さらに、エピゲノムの異常に起因す
る分子経路を標的とした分子標的療法の可
能性も、創薬の観点から注目されている。 
（２）基礎研究における、エピゲノム制御の
分子機構も、近年急速に進行している。そう
した中でも、DNA メチル化の制御における
分子機構の解明は大幅に進展し、その制御に
関わる分子群として、TET2 や DNMT3a の
ような疾患と直接関連する分子群が同定さ
れ、その分子生物学的性状の解析も精力的に
進められている。しかしながら、こうした分
子群は多彩で有り、詳細な機能解析もなされ
ていないものも少なくなく、疾患との関連性
にも未解明な点がまだ多く残されている。 
（３）しばしば、腫瘍における癌幹細胞は、
異常な形質をもたらす上で、ES 細胞に類似
した stemness に関連する分子機構を利用し
ていることが知られている。ES 細胞は、近
年、エピゲノム制御分子が重要な役割を果た
していることが次々に報告されているが、そ
うした分子の一つで、我々の先行研究におけ
る幹細胞由来の白血病で異常高発現を来す
（未発表データ）分子に着目した。この白血
病 関 連 エ ピ ゲ ノ ム 制 御 分 子 ( 以 下
Leukemia-related epigenetic regulator; 
Ler)は、機能的には、DNA メチル化制御に
関わる分子群の類縁分子に分類されるとさ
れてはいるが、それ以外の分子機序を介して
エピジェネティックな働きも示唆されるな
ど未解明な点が少なくない上、白血病と関連
した詳細な分子生物学的検討も、ほとんどな
されていなかったため、以下のような研究に
着手した。 
 
 

２．研究の目的 
（１）こうした研究当初開始の背景を踏まえ、
本研究では、まず、これまで報告のない LER
の条件的ノックアウトマウスを新規に作製
し、これまでに確立し報告してきた白血病モ
デルマウスや白血病幹細胞の実験系(Ono et 
al., J Clin Invest, 115:919-929, 2005; Ono et 
al., Leukemia, 23:2197-2209, 2009; Ono et al., 
Blood, 122:1271-1283, 2013)と組み合わせて、
白血病発症において LER が果たす分子生物
学的な役割を明らかにする。 
（２）正常造血における LER の役割につい
ても、上記異常造血における役割の解明の対
照として、分子生物学的な解析を行う。 
 
 
３．研究の方法 
（１）定法に基づき、以下のようにして、
Lerflox/floxマウスを制作する。まず、Ler の機
能に重要なドメインをコードする遺伝子配
列領域に loxP 配列が順方向に２箇所挿入さ
れるように、PCR 法で増幅してサブクローニ
ングしたLerのゲノム塩基配列断片を用いて、
targeting vector を構築し、ES 細胞に遺伝
子導入を行う。適宜薬剤選択を行い、得られ
た各クローンについて、PCR 法や Southern 
blot 法にて、正確に導入されたクローンを選
抜する。さらに、核型の異常がないことを確
認した後、blast cyst injection 法で、キメ
ラマウスを得る。キメラマウスは、ES 細胞と
同系統のマウスと交配し、(以下も同様
に )PCR 法等にて解析して、 Germ line 
transmission が判明した F1 マウスを得る。
F1マウスは Flp deleter マウスと交配し、frt
配列で挟まれた targeting vector 由来の ES
細胞の選択薬剤耐性遺伝子カセットの除去
が判明した F2 マウスを得る。F2 マウス同士
を交配し、Flpを有さず、loxP 配列を両アレ
ルに有することが判明した F3 マウスを
Lerflox/flox マウスとする。なお、F1 で純系に
戻り、以下全て同一系統のマウスとの交配と
なるため、戻し交配は行わない。 
（２）（３）以下に先行して、Lerflox/flox マウ
スの造血幹・前駆細胞を採取して、レトロウ
イルスを用いて CreER を遺伝子導入して、タ
モキシフェンで Cre 活性を誘導し、in vitro
のコロニー活性における影響を検討する。ま
た、Cre の誘導前後に、レトロウイルスにて
白血病関連遺伝子を導入して、Ler の機能欠
損に伴う影響を、in vitro のコロニーアッセ
イを用いた不死化能に対する影響や、in vivo
の骨髄移植における病型に対する影響につ
いて、解析する。 
（３）一方で、生体により近い知見が得られ
るLerの個体レベルでの条件的ノックアウト
を実現するために、薬剤で Cre 活性を誘導可
能な MX-Cre トランスジェニックマウスや
Rosa26-CreERT2 ノ ッ ク イ ン マ ウ ス と
Lerflox/flox マ ウ ス を 交 配 し 、 Lerflox/flox 
conditional knockout (MX-cKO; 



CreERT2-cKO)マウスを完成させる。それぞ
れ poly (I:C)やタモキシフェンを投与し、血
球系細胞における loxP 配列間の相同組み換
えを確認する。 
（４）（２）同様に、Cre の活性を誘導した後
に、cKO マウスの骨髄細胞を採取して、レト
ロウイルスにて白血病関連遺伝子を導入し、
Ler の機能欠損に伴う影響を、in vitro のコ
ロニーアッセイを用いた不死化能に対する
影響や、in vivo の白血病発症モデルにおけ
る病型に対する影響について、解析する。 
（５）cKO マウスで、Cre の活性を誘導した
後に、経時的に末梢血、骨髄、脾臓、胸腺な
ど造血系における表現型を解析する。元々、
幹細胞で高発現していることから、cKO 由来
造血幹細胞を骨髄移植して、正常造血に関し
ての自己複製能や分化能も検討する。 
 
 
４．研究成果 
（１）ES 細胞に targeting vector を遺伝子
導入して、適宜薬剤選択を行い、96 クローン
を得た。まず、PCR 法を用いて、短腕側に関
し、スクリーニングして、35 クローンを獲得
し、これらに関して遠位 loxP 配列の保持を
検討し、23クローンを得た(図１)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 各 ESクローンのスクリーニングの代表
的な結果(上段：短腕、下段：loxP 配列)。上
段ではバンドの検出できたものが陽性であ
る。下段では、一番右が targeting vector
そのもの、右から二番目が野生型ゲノム DNA
で、ヘテロに遺伝子導入された結果、2 本バ
ンドを検出できたものが遠位 loxP 配列を保
持している。 
 
次に 23 クローンに関して、長腕側も PCR 法
で予備的に検討して、16 クローンが判明し、
その内の 12 クローンについて、細胞の増殖
に影響のない 6 クローンを選抜した。この 6
クローンは全て核型に関する顕著な異常は
認められず、Southern blot 法にて遺伝子再
構成を検討した(図２)。 
 
 
 
 
 
 
 

図２ 最終選抜 ES クローンにおける遺伝子
再構成の検出。6クローン中、クローン 20 以
外の 5クローンで、想定通りの再構成を検出
した。(なお、この図に示したのは 5’側プロ
ーブによる結果であるが、3’側や選択薬剤
のプローブを用いても、想定通りの結果を確
認できている。) 
 
クローン 57,60,65,71 について、blast cyst 
injection を行った結果、いずれからもキメ
ラマウスが得られた。ES 細胞と同系統のマウ
スと交配し、クローン 57、71の F1に関して、
Germ line transmission が確認された。Flpe
マウスとの交配で選択薬剤耐性遺伝子カセ
ットを除去したマウス同士を交配して、Flp
は有さず、loxP 配列を両アレルに有すること
が判明した Lerflox/floxマウスを 2 line ほど樹
立し、以下の検討に用いた。 
 
（２）樹立した flox マウスから、造血幹・
前駆細胞を採取し、レトロウイルスを用いて
Cre 活性による相同組み換えを確認した。こ
の細胞は、colony replating assay にて不死
化には至らなかった。次に、MLL-ENL 融合遺
伝 子 を 同 様 に 遺 伝 子 導 入 し 、 colony 
replating assay にて不死化をはかる過程で
Cre 遺伝子も導入して検討した(図３)。造血
前駆細胞のそれと比較して、造血幹細胞を含
む細胞分画では、不死化後に Cre 活性誘導に
おいて、コロニー形成能が低下する傾向があ
った(図４)。さらに、骨髄移植実験による in 
vivo の検討を行う予定であったが、以下に述
べる相反する結果が得られたため、行わなか
った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ Creによるflox/flox領域の相同組み換
え。上段に示す各 genotype について MLL-ENL
による不死化細胞(ME)に、下段に示す遺伝子
を導入して得られた細胞のゲノムDNAを定法
に従って 3 プライマーPCR で解析した結果を
示す。 
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図４ ノックアウトによるコロニー形成能の
変化。各 genotype について MLL-ENL による
不死化細胞(ME)に、GFP または Cre を導入し
細胞のコロニー形成能の結果を示す。 
 
（３）MX-Cre トランスジェニックマウスとの
交配による、Mx-cKO マウスの樹立は困難であ
ったが、最終的に樹立した。一方、CreERT2
ノックインマウスの入手自体に予想外の時
間を要したが、予定通り、CreERT2-cKO マウ
スも樹立した。どちらの cKO マウスも Cre 活
性誘導により、想定通りの再構成を認めた。
なお、こうした経緯のため、主に Mx-cKO マ
ウスを以下の解析に用いた。 
 
（４）あらかじめ Cre 活性を誘導した Mx-cKO
マウスから、造血幹・前駆細胞を採取し、（２）
同様にレトロウイルスを用いて、MLL-ENL 融
合遺伝子など白血病関連遺伝子を遺伝子導
入して不死化する過程における影響を検討
した。（２）の結果に反して、全く影響が認
められなかった。（２）では Cre の細胞毒性
が否定しきれないこともあり、第三の系とし
て、現在 CreERT2-cKO マウスにおける検討で
最終的な結論を得る予定である。さらに、既
報の MLL-ENL 白血病発症モデルマウス(Ono 
et al., 2013)との交配実験でも、現在まで
の観察期間及び匹数において、白血病発症能
を減弱させるデータは得られていない。 
 
（５）造血系全般に関しても、主に MX-cKO
マウスを用いて、in vivo における影響を検
討した。これまで解析した範囲では、生理的
条件下において、明らかな末梢血球、骨髄造
血幹・前駆細胞、脾臓及び胸腺細胞における
明らかな影響は検出できなかった。ただし、
観察期間が十分ではない可能性も有り、引き
続き、さらなる経時的追跡を行っていく予定
である。一方、骨髄細胞移植モデルにおいて
は、自己複製能や多分化能に影響を及ぼして
いることを示唆する予備的データも得られ
ており、今後、詳細な解析を行う予定である。 
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