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研究成果の概要（和文）：白血病細胞において、造血に関わる転写因子の発現を調節する複数のエンハンサーが
抑制されていることを見出した。転写因子とヒストン修飾因子LSD1との相互作用が、エンハンサー抑制に必要で
あった。この相互作用を阻害すると、白血病細胞の骨髄系細胞への分化誘導が引き起こされた。しかし、エンハ
ンサーをノックアウトすると、白血病の分化誘導は起こらなくなった。即ち、エンハンサー上での転写因子と
LSD1との相互作用が、白血病維持に重要であることが判明した。

研究成果の概要（英文）：In the current study, we found that several enhancers which regulate 
transcription factors involved in hematopoiesis are suppressed in leukemia cells. The interaction 
between transcription factors and a histone modifier LSD1 is indispensable in suppression of the 
enhancers. Disruption of the interaction caused the induction of myeloid differentiation in leukemia
 cells. However, the myeloid differentiation was impaired by knockout of the enhancers. 
Collectively, the interaction between transcription factors and LSD1 on the enhancers plays an 
important role in the sustenance of leukemia.

研究分野：血液腫瘍学

キーワード： 白血病　造血分化　エンハンサー　ヒストン修飾
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
白血病は、蛋白をコードする遺伝子の変異の積み重ねによって生じ、そうした変異を標的とした新規薬剤の開発
が近年進められている。しかし我々の研究は、エンハンサーと呼ばれる遺伝子本体の外側にあるゲノム領域が異
常に制御されると、遺伝子発現プログラムが変化し、白血病の維持に関わるらしいことを明らかにした。そし
て、エンハンサーを抑制するメカニズムが、白血病治療の新たな標的となりうることを明らかにした。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
造血とは、造血幹細胞が細胞運命決定を繰り返して分化し、前駆細胞を経て成熟血球を高効率
に産生するシステムである。この造血分化システムは、主要な転写因子によって精緻に制御さ
れるが、その破綻は白血病などの造血器腫瘍を引き起こす。これまで、転写因子は主に、その
標的遺伝子のプロモーターに作用して発現調節を担うと考えられてきた。しかし近年、遺伝子
座から離れた場所にある発現調節領域「エンハンサー」の調節にも重要であること明らかにな
った。 
エンハンサーは、エピジェネティック(特にヒストン修飾)に制御されることが明らかになって
きた。ヒストン修飾 H3K4me1, H3K4me2 によってアイドリング状態に入り、ヒストン修飾 H3K27Ac
によって活性化される。こういったヒストン修飾は、ヒストンメチル化酵素(HMTs)・脱メチル
化酵素(KDMs)およびヒストンアセチル化酵素(HATs)・脱アセチル化酵素(HDACs)によって可逆的
に調節されることが明らかになってきた。また、分化を決定づける遺伝子のエンハンサーが分
化段階特異的にヒストン修飾を受け活性化すること、その特異的エンハンサー領域には主要転
写因子の結合モチーフがエンリッチされること、ヒストン修飾制御異常による異常なエンハン
サー活性化が白血病の原因となること、などが明らかになりつつあった。 
このような国内外における研究の流れにおいて、我々はヒストン修飾因子である LSD1(KDM1A)
に着目して研究を展開してきた。LSD1 は、ヒストン修飾 H3K4me1, H3K4me2 を脱メチル化する
酵素で、CoREST を介して HDAC1, HDAC2 とも複合体を形成するため、H3K27Ac の脱アセチル化に
も関与する。従って、LSD1 はエンハンサーを負に調節する因子と想定されるが、LSD1 阻害とエ
ンハンサーに注目した報告は当初皆無であった。一方我々は、新規の LSD1 阻害剤が分化誘導を
引き起こして抗白血病効果を発揮すること、その際に造血に関わるマスター転写因子の遺伝子
座近傍にあるスーパーエンハンサー（活性型エンハンサーが密集する領域）が活性化されるこ
とを見出していた。しかしながら、LSD1 阻害による抗白血病効果と分化誘導、スーパーエンハ
ンサーの活性化といったそれぞれの現象を統合的に理解するには至っていなかった。 
 
２．研究の目的 
以上のような背景から、LSD1 を中心としたスーパーエンハンサーの制御メカニズムを明らかに
することを本研究の中心的目的とした。 
 
３． 研究の方法 
(1) 質量分析法による LSD1 結合蛋白の網羅的同定 
白血病細胞の溶解物を用いて LSD1 に対する免疫沈降を行い、その免疫沈降産物を液体クロマト
グラフ質量分析計(LC-MS/MS)にて網羅的に解析した。 
(2) クロマチン免疫沈降法による LSD1 およびその結合蛋白のスーパーエンハンサー上へのリ
クルート状況の解析 
LSD1 および①で同定した分子を対象にクロマチン免疫沈降(CHIP)を施行した。その産物を用い
て、以前に同定した転写因子遺伝子座近傍のスーパーエンハンサー領域を対象とした定量
PCR(ChIP-qPCR)を施行し、LSD1 や①で同定した分子が標的スーパーエンハンサー上にどの程度
リクルートしているのかを数値化し、LSD1 阻害剤によってどのように変化するのかを解析した。 
 
４. 研究成果 
(1) LC-MS/MS による LSD1 結合蛋白の網羅的同定 
白血病細胞株 HEL において LSD1 に対する免疫沈降産物から LC-MS を行った結果、54 個の因子
が LSD1 結合蛋白として同定された。その中には、LSD1 と複合体を形成することが知られてい
るヒストン修飾因子(HDAC1 や HDAC2 など)や補因子(CoREST, HMG20A, HMG20B など)が含まれる
一方、転写因子(GFI1B や RUNX1)も含まれていた。 
次に、LSD1 阻害剤を加えることで、これら分子と LSD1 との結合がどのように変化するのかを
LC-MS/MS で解析した。
すると、LSD1 阻害剤
によって、RUNX1 と
LSD1 との結合は弱く
解除され、 GFI1B と
LSD1 との結合は強く
解除された。一方で
LSD1 と他のヒストン
修飾因子、補因子と
の結合はほとんど影
響を受けなかった
(図 1)。これらの結果
は、免疫沈降産物に
よるウェスタンブロ
ット法でも確認された。 
 



(2) ChIP-qPCR による LSD1 およびその結合蛋白のスーパーエンハンサー上へのリクルート状況
の解析 
LSD1 阻害剤による
LSD1 と GFI1B との
結合解除が分子細
胞生物学的にどの
ような意義をもつ
のかを明らかにす
ることを試みた。
転写因子 ERG の遺
伝子座近傍のスー
パーエンハンサー
(ERG-SE)が LSD1阻
害剤によって活性
化され ERG の発現亢進に寄与することを以前我々は同定していた。そこで ERG-SE 上で LSD1, 
CoREST, GFI1B のリクルート状況が LSD1 阻害剤によってどのように変化するのかを ChIP-qPCR
で解析した。その結果、GFI1BのERG-SE上へのリクルートは阻害剤の有無で変化しない一方で、
LSD1 と CoREST の ERG-SE 上へのリクルートは阻害剤によって減少することが判明した(図２)。
同様の結果は、別の転写因子 GFI1 の遺伝子座近傍のスーパーエンハンサー(GFI1-SE)上におい
ても確認された。 
 
以上の結果から、以下のようなスキームが考えられた。すなわち、GFI1B と LSD1 は、協調して
分化に必須の転写因子のスーパーエンハンサーを抑制することで、白血病細胞の分化停止に重
要な役割を果たしていると考えられた。そして、阻害剤による選択的な結合解除は、LSD1 によ
るスーパーエンハンサー抑制の解除もたらし、分化に必須な転写因子の発現を上昇させて、分
化誘導に寄与すると考えられた（図３）。 
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