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研究成果の概要（和文）：　本研究は、急性骨髄性白血病（AML）に近年同定されたエピジェネティック関連遺伝子変
異の生体内での機能解析を目的としたものである。これらの遺伝子変異の中で、DNMT3A変異R882Hを中心に解析を行っ
た。これをヒト造血幹細胞（CD34陽性細胞）に導入したところ、controlに比べ骨髄単球系分化マーカーの発現は抑制
され、colony assay 法では骨髄単球系コロニーは減少した。この細胞をNOGマウスに移植したが、長期に経過観察して
も白血病発症は確認できなかった。これらの結果から、DNMT3A変異は単独では白血病を発症させるのには不十分である
ことが示唆された。

研究成果の概要（英文）： This study aimed to see the in vivo function of genetic mutations that are 
related to the epigenetic alterations in acute myeloid leukemia (AML). We focused on the DNMT3A R882H 
mutation among them. Human CD34+ cells transduced with DNMT3A R882H reduced the expression of 
myelomonocytic markers such as CD14 and the formation of CFU-mix and CFU-GM in the colony formation 
assays. However, these cells could not develop AML in NOG mice when they were transplanted. Taken 
together, these findings suggest that the transduction of DNMT3A R882H was not enough for the development 
of AML in vivo.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 近年の網羅的遺伝子解析技術を用いた研
究から、急性骨髄性白血病（AML）に種々の
epigenesisに関与する遺伝子異常が新たに同
定された。同時に AML における DNA メチ
ル化やヒストンメチル化・アセチル化などの
網羅的解析が進み、epigenesisの異常がAML
発症に重要であることが示唆されてきた。経
時的な臨床検体を用いた解析から、AML は
造血幹細胞あるいは前駆細胞にこれらの遺
伝子異常がまず生じ、引き続いて細胞増殖・
不死化を促進する class I 異常や細胞分化を
抑制する class II 異常が獲得されることで発
症すると考えられている。 
 
(2) 我々はこれまでに、超重症免疫不全マウ
スである NOG（NOD/Shi-scid,IL-2RγKO）
マウスに、増殖性の低い骨髄異形成症候群
（MDS）の骨髄細胞を生着させることに成功
した（Haematologica 2011）。さらに、AML
の 1 病型で、やはり増殖性の低い急性前骨髄
球性白血病（APL）に特徴的な融合遺伝子
PML-RARA を遺伝子導入したヒト CD34 陽
性細胞を NOG マウスに移植することにより、
高率に APL を発症するマウスモデルを作製
した（PLoS One 2014）。本モデルは白血病
の発症過程を解析することを可能にするも
のである。 
 
 
２．研究の目的 
 epigenesis に関連する AML の種々の遺伝
子異常の中で、DNA メチル化に関与する遺
伝子として、 cytosine をメチル化して
5-methyl cytosine（5-mC）にする DNMT3A、
5-mC をさらに 5-OH mC にする TET2、
2-hydroxyglutarate を介して TET2 を阻害
する IDH1/2 がある。de novo AML で頻度の
高いこれらの遺伝子異常について、in vitro
における機能解析に加え、NOG マウスとヒ
ト CD34 陽性細胞を用いて in vivo での白血
病発症能の検討を目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
(1) レトロウイルスベクターの作製 
 DNMT3A 変異（R882H）、IDH1 変異
（ R132H ）、 IDH2 変 異 （ R172K ）、
TET2-shRNA 発現ベクターは、購入した遺
伝子、あるいは site-directed mutagenesis
を用いて変異を導入したものをレトロウイ
ルスベクターに挿入して作製する。比較検討
のために、正常核型で頻度が高い変異である
NPM1 変異および FLT3-ITD 変異を発現す
るベクターを同時に作製する。 
 
(2) in vitro における機能解析 
 白血病細胞株（HL-60、U937、K562）、
臍帯血由来ヒト CD34 陽性細胞あるいは
5-FU 処理したマウスより採取した骨髄細胞

に(1)で作製したレトロウイルスベクターを
感染させ、DNA メチル化阻害薬 azacitidine
存在下での細胞増殖や分化に対する影響を
検討する。 
 
(3) in vitro における機能解析 
 (2)で作製した細胞を半致死量の放射線で
処理した NOG マウス、あるいは同系マウス
に移植し、定期的に採血あるいは骨髄採取を
して白血病発症能を検討する。 
 
 
４．研究成果 
(1) in vitro における機能解析 
 DNMT3A 変異、IDH1 変異、IDH2 変異、
NPM1 変異、FLT3-ITD 変異は sequence で
確認後、293T 細胞に lipofection で発現させ、
RT-PCR および Western blot で確認した。 
 TET2-shRNA 発現ベクターについては
TET2 遺伝子の発現抑制を確認した（約
70％）。 
 NPM1 変異と FLT3-ITD 変異はしばしば
同時に認めるため、１つのベクターで発現で
きるように、 2A peptide（ J Mol Med 
2008;86:573-83）を挟んだ形の発現ベクタ
ーも作製した。しかし NPM1 変異の十分な
発現を得ることができなかった。 
 
(2) in vitro における機能解析 
 DNMT3A 変異を種々の白血病細胞株に導
入し、種々の細胞分化に伴う遺伝子発現や
azacytidine 存在下での細胞増殖能につい
て評価したが、細胞株によって異なり一定
の傾向が得られなかった。 
 DNMT3A 変異をヒト CD34 陽性細胞に導
入し FLT3 / SCF / TPO 存在下で培養したと
ころ、contorl に比し CD14 の発現低下を認
めた。この際、骨髄系転写因子の発現レベル
に変化はなかったが、リンパ系転写因子の発
現は増加した。colony assay では BFU-E は
維持されたが、CFU-GM や CFU-mix は減少
しており、骨髄細胞の分化成熟に対し抑制的
に作用することが明らかになった。 
 
(3) in vitro における機能解析 
 (2)で作製した、DNMT3A 変異ヒト CD34
細胞を移植した NOG マウスに白血病の発症
を認めなかった。この時の遺伝子導入効率は
2%以下であった。マウス骨髄細胞を用いた場
合にも白血病を発症しなかった。FLT3-ITD
と NPM1 変異を同時に遺伝子導入したヒト
CD34 細胞を移植した場合にも白血病を発症
しなかったが、この際も遺伝子導入効率は
1%以下であった。 
 これらの結果は、DNMT3A 変異単独では
白血病を発症させるのには不十分である可
能性を示す一方で、遺伝子導入効率を向上さ
せて再検討する必要性を示唆していると考
えられた。 
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