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研究成果の概要（和文）：本研究は、ダウン症の白血病発症の仕組みを明らかにするために 21
番染色体上の遺伝子を解析し、ERG, RUNX1, BACH1が白血病の責任候補遺伝子であること
を明らかにした。また、JAK3活性化変異が約 10%の前白血病状態（TMD）にみられた。GATA1
遺伝子の変異はGATA1sタンパクの発現量に影響し、高発現変異をもつ TMDは、白血球は少
ないが白血病発症のリスクが有意に高いことが示された。 

 
研究成果の概要（英文）：To understand the mechanism of leukemogensis in Down syndrome, 
we investigate the genes on chromosome 21 and identified ERG, RUNX1 and BACH1 as 
the candidates of the causative genes. JAK3 activating mutations were identified in about 
10% of preleukemia （TMD） in Down syndrome. GATA1 mutations affected the expression 
levels of GATA1s protein. GATA1s low mutations in TMD were significantly associated 
with a risk of progression to acute megakaryoblastic leukemia and lower WBC counts. 
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１．研究開始当初の背景 
ヒトの悪性腫瘍は、多段階の遺伝子異常が蓄積

して発症する。21番染色体の過剰が原因である
ダウン症は、最も多い染色体異常症で、約 10％
の 症 例 に 前 白 血 病 で あ る transient 
myeloproliferative disorder (TMD)を発症し、 

その 20～30%は生後 4 年以内に急性巨核球  
性白血病 (AMKL)を発症する。このため、ダ
ウン症候群関連白血病は白血病の多段階発

症の仕組みを理解するために、たいへん良い

モデルであると考えられる。最近、我々は、

赤血球・巨核球系転写因子 GATA-1遺伝子の
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変異がダウン症のTMDとAMKLにおいて高率
に見られ、いずれの症例もN末端の転写活性化
ドメインが欠落した変異GATA-1が発現してい
ることを発見した(Blood 2003)。しかし、変異
GATA-1 因子による白血病発症の仕組みについ
ては、未解決のままであった。また、GATA-1
遺伝子は X 染色体上に存在するため、GATA-1
遺伝子の変異は白血病発症の early eventでは
あるが、first hitではないと考えられた。また、
TMDからAMKLに進展する仕組みも不明であ
った。本研究は、以上の背景をもとにダウン症

の白血病が多段階に発症する仕組みを分子レベ

ルで明らかにすることを目指して計画された。 
 
２．研究の目的 
ダウン症は、約 10％の症例に Transient 
myeloproliferative disorder（TMD）という前
白血病を発症し、その 20～30％は生後 4 年以
内に急性巨核球性白血病（AMKL）を発症する。
本研究の目的は、ダウン症の白血病発症の仕組
みを分子レベルで明らかにすることである。具
体的には、以下の 3点に焦点を絞り研究を行う。 
(1) 変異 GATA1が、正常造血細胞分化・増殖
を障害する仕組みを明らかにする。 
(2) 変異した GATA1 と共同して働く 21 番染
色体上の遺伝子を同定する。 
(3) TMD が AMKL に進展する時に加わる新
たな遺伝子の異常を見出す。 
 
３．研究の方法 
(1) 変異 GATA-1が、正常造血細胞の分化・ 
増殖を障害する仕組みの解析 
ダウン症の AMKL細胞株 CMK細胞は変異

GATA-1のみが発現している。これに正常
GATA-1遺伝子を過剰発現させた細胞株と親株
における遺伝子発現量の差をDNAマイクロア
レー法で解析する。発現量に有意差がある遺伝 
子については、northern hybridization法など 
で確認した後、GATA-1による発現調節機構を 
明らかにする。また、CMK細胞を用いて、 
RNAi法などの遺伝子機能阻害実験あるいは遺
伝子導入実験によって、白血病発症における役 
割について解析する。 
 
(2) 白血病発症の早い段階で、変異した 
GATA-1と協同して働く 21番染色体上の遺伝 
子を同定 
① ダウン症の TMD発症の責任候補遺伝
BACH1の解析  

GATA-1遺伝子の赤血球・巨核球特異的なプ
ロモーターを含む発現ベクターIE3.9 
int.polyAAを用いて、ダウン症の AMKLで検 
出された変異GATA-1遺伝子のトランスジェニ
ックマウスを作成する。GATA-1ノックダウン

マウスとかけ合わせ、変異 GATA-1遺伝子の
みが発現しているマウスを作成する。次に、

BACH1トランスジェニックマウスとかけ合
わせ、BACH1の過剰発現と GATA-1の異常
が白血病の原因となるか解析する。 
② BACH1トランスジェニックマウスにお 
ける巨核球分化障害の解析 
受精後 13.5 日のマウス胎児から肝を採取

し、トロンボポイエチン存在下に液体培養し

て巨核球を大量に得る。Mac-1, GR-1, 
TER-119 抗体、次に IgG 抗体でコートされ
た磁気ビーズ反応させた後、MACSカラムを
通して巨核球以外の細胞を除き巨核球を純

化する。BACH1 トランスジェニックマウス
とコントロールマウスの巨核球における遺

伝子の発現量の差を DNA マイクロアレー法
で解析し、BACH1の標的遺伝子を検索する。
また、新規の標的遺伝子については、ノック

アウトマウスを作成し、血小板造血における

遺伝子の機能を解析する。 
 

(3) TMDが AMKLに進展する時に加わる 
新たな遺伝子変異の解析 
① TMDのモデルマウスの作成（分担 土 
岐） 
放射線照射したNOD/SCIDマウスに TMD 
芽球を移植し、TMDのモデルマウスの作成を
作成する。ヒト血球細胞の生着の確認は、ヒ

ト CD45に対するモノクローナル抗体を用い
て細胞表面の発現を FACSで解析して行う。 
② TMDが AMKLに進展する時に加わる 
新たな遺伝子変異の解析 

TMDから AMKLが発症した症例で、両者
の細胞が保存されている検体を用いて DNA
マイクロアレー法で遺伝子発現量の変化を

解析し、両者の生物学的な差異を明らかにす

る。また、ダウン症候群の AMKL 細胞にお
けるがん遺伝子、がん抑制遺伝子の変異を解

析する。 
 
４．研究成果 
本研究では、ダウン症の白血病発症の仕組   
みを分子レベルでさらに明らかにすること

を目的に転写因子GATA-1とBACH1の解析
を進め、以下の点について明らかにした。 
(1) 変異したGATA-1と協同して働く 21番 
染色体上の遺伝子を同定するため、その候補

遺伝子 BACH1のトランスジェニックマウス
を作製した。BACH1の過剰発現は in vivoで
NF-E2転写因子の機能を抑制し、巨核球分化
を障害することを明らかにした。Microarray
解析で得られた BACH1の標的候補遺伝子の
発現をBACH1 トランスジェニックマウスか



 

 

ら巨核球を純化し、real time PCRで解析した。
その結果、BACH1によって発現が負あるいは
正に制御されている遺伝子を複数同定した。 
 
(2) 21番染色体上のTMD責任候補遺伝子の一
つである RUNX1転写因子に注目し、解析を行
った。その結果、GATA1がその zinc fingerド
メインを介して RUNX1と結合することを見出
した。患者特異的GATA1変異体はその zinc 
fingerドメインを介して RUNX1と結合し、
GATA1と RUNX1の結合配列を持つ巨核球特
異的なGP1bα プロモーターを相乗的に活性化
した。この結果より、DS-AMKLの原因は、
GATA1と RUNX1の相互作用の喪失のためで
はないことが明らかとなった。 
 
(3) TMD から AMKL に進展する時に加わる
GATA1 遺伝子以外の遺伝子変異を解析した。
Pan JAK inhibitorによって、解析した 3種類
すべての DS-AMKL 細胞株の増殖と生存率が
著しく低下した。そこで、JAKファミリーの遺
伝子（JAK1, JAK2, JAK3, TYK2）の塩基配列
を解析したところ、2つのDS-AMKL細胞株で
JAK3 遺伝子の変異が検出された。Ba/F3細胞
にレトロウイルスベクターを用いて変異 JAK3
を発現させたところ、IL-3非依存性に増殖が認
められ、活性化変異であることが明らかとなっ
た。DS-AMKLでも 12例中 1例の JAK3変異
がみられ、驚いたことに TMD でも 12 例中 1
例に JAK3の変異が認められた。DS-AMKL細
胞株MGSでは、同一のアレルの SH2ドメイン
と psuedokinase ドメインにミスセンス変異が
存在し、TMD では受容体結合ドメインにミス
センス変異が存在した。IL-3 依存性細胞株
Ba/F3にレトロウイルスベクターを用いて変異
JAK3を発現させたところ、IL-3非依存性増殖
や STAT5 の持続的リン酸化が認められ活性化
変異であることが明らかとなった。さらに
DS-AMKLでも TMDとほぼ同頻度で JAK3変
異が見出されることから、JAK3 変異は TMD
からAMKLに進展する時に起る変化ではなく、
白血病発症のごく初期に起ることが明らかにな
った。 
 
(4) TMD 細胞および SCF 依存性 DS-AMKL
細胞株を用いて、SCF/KITシグナル伝達系がダ
ウン症の白血病発症に重要な役割を果たして
いることを見出した。また、SCF/KIT の下流
の シ グ ナ ル と し て 、 DS-AMKL で は
RAS/MAPKと PI3K/AKTシグナルが重要であ
ることを見出した。 
タモキシフェンで完全長GATA1の機能的発現
が誘導可能なDS-AMKL細胞株（CMKおよび
KPAM1）を用いて、GATA1変異によって発現
が障害されている遺伝子をreal time PCR法を
用いて同定した。その結果、完全長GATA1の発

現によりKITの発現が抑制されることが明ら
かになった。以上の結果などからKITは
GATA1により正常では負に制御されている
が、DS-AMKLでは発現の抑制が障害されて
いることが示唆された。 
 

(5)  ほとんどの TMD 細胞で、恒常的   
STAT3のリン酸化が認められ、TMDの発症
に JAK/STAT 系の分子の異常が存在するこ
とが示唆された。そこで、変異遺伝子を絞り

込むために、恒常的 STAT3 のリン酸化の仕
組みの解明を進めた。STAT3のリン酸化に関
わる gp-130 のシグナル伝達系に注目し、サ
イトカインあるいはサイトカイン受容体に

対する中和抗体を用いて STAT3 のリン酸化
の解析を行った。その結果、KPAM1 細胞で
は LIF の autocrine によって恒常的 STAT3
の活性化が生じていることが明らかになっ

た。現在、臨床検体を用いて LIFや受容体の
発現の解析を進めている。  
 

(6) ダウン症の TMDとML-DSの患者の   
ほとんどにGATA1の遺伝子異常が認められ
る。遺伝子変異の結果、完全長の GATA1タ
ンパクが全く産生されなくなり、GATA1sの
みが発現している。しかし、GATA1遺伝子
変異が GATA1sの発現量に影響を与えるの
かどうかは知られていない。この問題を解く

ために、まず GATA1の転写産物によって
GATA1変異を分類した。TAM症例でみられ
た変異を導入したGATA1の cDNA発現ベク
ターおよびmini gene発現ベクターを作成し
て、培養細胞に発現させて、in vitroの系で
GATA1sタンパクの発現量を解析した。その
結果、GATA1遺伝子の変異は GATA1sタン
パクの発現量に影響し、遺伝子変異から

GATA1sタンパクの発現量が予想できること
が明らかになった。 
GATA1変異を高発現変異（GATA1s high）  
と低発現変異（GATA1s low）の二つのグル
ープに分類した。２００３年～２００８年の

間に遺伝子解析を行い、GATA1変異を認め
た 66例について解析を行った。GATA1変異
により、患者をGATA1s highと lowの 2群
に分け臨床データを比較すると、白血球数が

GATA1s highの群で有意に高値であった。さ
らに驚いたことに、GATA1s low mutation
をもつ TAMは、白血病を発症するリスクが
有意に高いことが示された。 
以上より、GATA1遺伝子の解析は TAMの確
定診断に重要であるばかりではなく、予後を

予想する貴重な情報を与えてくれると思わ

れる。 
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種類： 
番号： 
取得年月日： 
国内外の別： 

 
 
〔その他〕 
ホームページ等 
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