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研究成果の概要（和文）：　造血器腫瘍で高率に見つかるエピジェネティクス因子ASXL1変異がマウスにおいて骨髄異
形成症候群の発症を誘導することを示した。その分子機構に関して変異型ASXL1がPRC2機能を抑制することによりHoxA9
やmiR125aの発現を脱抑制することが細胞のトランスフォーメーション、細胞分化抑制に関与することを示した。さら
に、ASXL1の種々の結合分子を同定し、正常造血細胞分化におけるASXL1の働きを研究している。また、細胞分化と細胞
周期の関係を調べる目的でG0期に特異的に光るマーカーを開発した。当該マーカーを造血系細胞で発現するトランスジ
ェニックマウスを樹立し解析している。

研究成果の概要（英文）： We have demonstrated that the mutation of ASXL1 an epigenetic factor induces a 
myelodysplastic syndromes-like disease in mouse using mouse bone marrow transplant models. Concerning the 
molecular mechanisms, we have identified that suppression of PRC2 functions lead to derepression of HoxA9 
and miR125a, playing critical roles in cell transformation and suppression of cell differentiation. In 
addition, we have identified a series of ASXL1 binding proteins, and investigate the physiological roles 
of ASXL1 in normal hematopoiesis. We also developed a novel G0 marker which expresses mVenus fluorescent 
protein only in cells in the G0 phase. We have now established and started the characterization of the 
transgenic mice expressing this G0 marker in hematopoietic cells.

研究分野：血液学
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1. 研究開始当初の背景 

（１）研究代表者の北村らは、造血細胞分化

が逸脱する疾患である骨髄異系性症候群

（MDS）のマウスモデルを樹立して解析して

いた。 

（２）研究分担者の阪上は細胞周期を２分画

して細胞を発色させる Fucci 技術を樹立して

いた。 

 

2. 研究の目的 

 正常の細胞分化は造血細胞で観察される

ように不可逆的に進行する。本研究の目的は、

細胞分化の研究に適している造血細胞を利

用して、染色体修飾、転写調節、細胞周期調

節などの視点から細胞分化の分子機構を解

明することである。 

（１）MDS患者では、エピジェネティク因子

に多くの変異が見つかっている。患者由来変

異型 TET2、ASXL1、EZH2を骨髄移植によっ

てマウスに導入して MDS 様の病態が発症す

ることを見いだしたので、これらの系を解析

することによって造血細胞分化の破綻と

MDS の発症について解析する。また ASXL1

および EZH2に関しては変異型遺伝子のトラ

ンスジェニックマウスあるいはノックイン

マウスを作成して解析する。これらの研究を

通じて造血細胞の分化を 

（２）Fucci細胞では G0と G1期を見分ける

ことができない。そこで研究代表者の北村は

G0 期の細胞を特異的に染色するプローブの

開発を目指す。また、研究分担者の沢野らは

Fucci細胞を改良し、次世代型として、G1, S, 

G2 期をそれぞれ分離できるようプローブの

開発を目指す。 

 

3. 研究の方法 

（１）患者由来の変異 ASXL1 および EZH2

を発現した骨髄細胞を照射したマウスに移

植し発症した MDS 様病気を調べることによ

って造血細胞分化の分子機構とその破綻を

明らかにする。 

（２）G0期から G1期に移る際に p27は核外

に移送されユビキチン化されて分解される

ことが知られている。この p27のユビキチン

化による分解を細胞が G0 期から出るマーカ

ーとして捉え、p27の degronを同定すること

によって p27がユビキチン化されて分解され

ると同時にユビキチン化される蛍光プロー

ブを作製することによって G0 マーカーとし

て使用する。 

 

4. 研究成果 

（１）ASXL1とミエロイド系細胞分化の関係 

MDS/CMML患者で同定される典型的な C末

欠失変異型 ASXL1（ASXL1-MT）を発現させ

たマウス骨髄細胞を照射したマウスに移植

すると１−２年で汎血球減少、ミエロイド系

細胞の形態異常を伴う典型的な MDS 様疾患

を発症し、一部は白血病に移行した。これら

の MDS 細胞では予想通り、ヒストン

H3K27me3 の低下に伴い HoxA9/A10 の発現

が脱抑制していた。一方、興味深いことに

ASXL1-MT は HL60 あるいは 32D 細胞の

ATRAあるいはG-CSF刺激による好中球への

分化を著しく抑制した。分化抑制の分子機構

を 調 べ る 目 的 で 造 血 細 胞 株 32D に

ASXL1-MT を発現させ発現解析を行なった

ところ、Clec5aの発現低下が認められた。さ

らに ASXL1-MT による分化抑制は Clec5aに

よって回復すること、シグナルを送ることが

できない Clec5a では回復しないことから、

ASXL1-MT による好中球分化抑制に少なく

とも部分的には Clec5a 発現抑制が関与して

いることが明らかとなった。次に ASXL1-MT

が Clec5a 発現抑制する分子機構について調

べ 、 ASXL1-MT に よ っ て 脱 抑 制 し た

miRNA125a が Clec5a の発現を抑制すること

を明らかにした（Inoue et al. J Clin Invest, 



2013）。さらに ASXl1-MT は活性型 Ras およ

び変異 SETBP1と協調して、急性白血病の発

症を誘導することも明らかにした（Inoue et al. 

J Clin Invest, 2013; Leukemia, 2015）。また白血

病移行の分子機構として TGFbeta経路の抑制

が関与していることが示唆された。 

 ASXL1 が結合する分子を LC-MS/MS 解析

で調べたところ、BAP1、OGT、HCF1、USP7、

UBR5 などを ASXL1 結合分子として同定し

た。このうち、USP7は ASXL1を脱ユビキチ

ン化することが明らかとなった（Inoue et al. 

Leukemia in press）。ASXL1をノックダウンし

ても ASXL1-MT 同様に好中球分化が抑制さ

れることが明らかとなった。この際、

H3K27me3 に加えて H3K4me3 も低下してお

り、ASXL1が OGTおよびMLL5と共同して

ヒストンの活性化マークである H3K4me3 修

飾にも拘っていることが示唆された。 

（２）新しい G0マーカーおよび Fucciマーカ

ーの開発と解析 研究代表者の北村のグル

ープは p27 の分解を利用した G0 マーカーを

作成した。当初、p27 のうちユビキチン化さ

れる部分を同定し、その部分を蛍光蛋白質遺

伝子 mVenus と融合する予定であったが、

degronが同定できなかった。そこで p27全長

を使用することにしたが、p27 には細胞周期

抑制作用があるので、機能欠失型 p27として

サイクリンに結合できない p27K-、CDK1 に

結合できない p27C-、両方に結合できない

p27CK-と mVenusを結合した融合蛋白質を使

用した。３つの変異体のうち、p27K-mVenus

が細胞がG0期からG1期に移行する時に分解

されることが示唆されたので、詳細に調べた。

p27K-mVenusを NIH3T3細胞に導入して調べ

たところ、p27K-mVenus の発現は ki-67 の発

現と exclusiveであり、細胞周期に入っていな

い細胞で主に発現していることが明らかと

なった。細胞を time lapse ビデオで追跡して

みると、G0期と early G1期（こちらは発現量

は低い）で mVenus の蛍光が確認できた。

p27K-mVenusが発現している細胞分画をソー

ティングによって分取し、発現解析および

GSEA（gene set enrichment analysis）を行なっ

たところ、p27K-mVenusが発現している分画

は LT-HSC（long term hemopoietic stem cells）

およびQuiescent cellの発現プロファイルと相

関した。これらの結果は p27-mVenusが G0マ

ーカーとして利用できること、また幹細胞マ

ーカーとして使用できる可能性を示した

（Oki et al. Scientific Reports, 2014）。CAGプ

ロモーターを利用して p27K-mVenus のトラ

ンスジェニックマウスを樹立したところ、筋

肉細胞に主に発現が認められた。興味深いこ

とに p27K-mVenusは Sca1陽性、CD34陽性の

筋肉前駆細胞分画に発現が認められた。この

トランスジェニックマウスでは造血系細胞

での発現がほとんど認められなかったので、

Rosa26にノックインしたマウスで vav-Creで

造血系特異的に発現できるマウスを樹立し、

解析中である。 

 研究分担者の沢野らは、以前 G0/G1 期と

S/G2/M期を見分けるFucci細胞を開発したが、

今回はさらに S 期、G2 期、M 期を色分けで

きる新しい Fucci-2 を開発した。研究代表者

の G０マーカーと組み合わせることによって

細胞周期をほぼ網羅できる系となり、細胞分

化との関係など種々の研究に利用できるこ

とが期待できる。 
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[その他] 

・ アウトリーチ活動として、平成２５年６

月６日と２６年５月２２日に東大医科研

において一般向けの講演を「エピジェネ

ティクスによって決まる細胞の運命：エ

ピジェネティクスって何？」というタイ

トルで行なった。平成２７年２月２０日

には名古屋においてサイエンスカフェを

開催し、「エピジェネティクスって何？」

というタイトルで一般向けの講演を行な

った。 

・ ホームページ 

研 究 室 http://www.ims.u-tokyo.ac.jp/clinic

al_oncol/result.html 

  領 域  http://www.riken.jp/cell-fate/ 
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