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研究成果の概要（和文）：急性骨髄性白血病 (AML)の長期生存率は30%未満であり、新規治療法の開発が急務で
ある。我々は、CRISPR/Cas9遺伝子改変技術を用いて、タンパクをコードするすべての遺伝子、約20,000遺伝子
を標的として、AML細胞の生存に必要な遺伝子の同定を行った。この結果、DCPS (decapping enzyme scavenger)
分子を同定し、DCPS阻害剤RG3039が、抗白血病効果を示すことを報告した (Yamauchi et al. Cancer Cell, 
2018)。さらに、スクリーニングからは他の分子も同定しており (山内ら2019 米国血液学会)、現在論文投稿準
備中である。

研究成果の概要（英文）：Acute Myeloid leukemia (AML) is a devastating disease with a long-term 
survival rate of less than 30%. To identify novel targets for AML therapy, we performed genome-wide 
CRISPR/Cas9 screens using mouse AML lines that we generated. We identified DCPS (recapping enzyme 
scavenger) as a novel target for AML therapy. RG3039, a DCPS inhibitor, exhibited anti-AML activity 
both in vitro (AML cell lines) and in vivo (patient-derived mouse AML models) (Yamauchi et al. 
Cancer Cell, 2018). We also identified other targets for AML therapy from those screens. We 
presented a part of our findings at the 2019 ASH annual meeting, and a paper related to this project
 is currently under review.

研究分野：血液内科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年のがんゲノム解析技術の進歩により、急性骨髄性白血病（AML)の発症に関わる遺伝子異常はほぼ解明された
が、どの遺伝子が実際に治療標的になるかは不明な点が多い。我々の研究の特徴および新規性は、AML細胞の分
化、細胞死といった表現型を指標に、ヒトの全遺伝子の一つ一つを標的に、盲目的、かつ網羅的にAML細胞の生
存に必要な遺伝子の同定を探索したことである。結果として、DCPS分子をはじめとした、過去のの手法では発見
し得なかった新たな治療標的を複数同定したことに、本研究の意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
成人 AML の治療成績は多剤併用化学療法が導入されて以
降、ごく一部の病型を除いて、過去 30 年以上にわたって
大きな進歩を遂げていない。最近の大規模臨床研究によれ
ば、60 歳以下の AML 患者の５年生存率は 40%以下であ
り、長期生存率は 30%に満たない (Burnett: J Clin Oncol. 
2011)。AML は若年者に比較的多く見られる悪性腫瘍であ
り、さらに人口の高齢化に伴う高齢者 AML 症例の増加も
見込まれ、新規治療薬、治療法の確立が急務である。この
問題は研究開始当初から現在に至るまで、継続的な課題で
ある。CRISPR/Cas9 システムによる遺伝子改変技術の進
歩により、タンパクをコードする全ゲノムをターゲットと
した、細胞の表現系（増殖、分化など）に基づいた責任遺
伝子のスクリーニングが可能となった (Shalem: Science 
2014)。我々は CRISPR/Cas9 スクリニーニング法を用い
て、タンパクをコードするマウス全遺伝子を個別に欠損さ
せ、130 の急性骨髄性白血病 (AML) 増殖必須遺伝子を同
定した（図 1）。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の当初の目的は AEG の中から、DCPS、PAICS、
UBA6、RIOK2 の 4 遺伝子を、阻害剤が既に存在する標的分子としてまず着目し、その抗白血
病効果を明らかにすることであった。特に DCPS 阻害剤(RG3039)は、脊髄性筋萎縮症の治療薬
として第 1 相臨床試験を通過しており、AML 治療薬としての早期臨床応用が期待されており、
最初の研究対象とした。一方で、4 分子以外の AEG に関しては、その阻害剤が存在せず、将来
の薬剤開発を念頭に、タンパクコード領域をターゲットに CRISPR saturation mutagenesis
を行い、AML の治療標的となる新たな AML 増殖必須タンパクドメインを同定することを目指
した。 
 
３．研究の方法 
 
１）DCPS阻害剤の in vivo
での抗白血病効果をマウ
ス白血病モデルを用いて
評価する。また、スプライ
シング分子に変異を持つ
AML細胞の DCPS阻害剤へ
の感受性、および他のス
プライシング阻害剤との
併用効果を AML 細胞株で
検討する。  
２）３種の AEG(PAICS, 
RIOK2, UBA6)に対する阻
害剤の in vitro、in vivo
での抗白血病効果を、AML
細胞株、マウスモデルを
用いて検討し、さらにそ
の薬効の分子メカニズム
を解明する。 
３ ） CRISPR/Cas9 
saturation mutagenesis
法を駆使して、AEGがコー
ドするタンパクの AML 細
胞の増殖に特に重要なド
メインを同定する。 
 
４．研究成果 
 
１）DCPSをあらたな AMLの治療標的分子として同定 (Yamauchi et al. Cancer Cell, 2018) 
DCPS(De-capping Scavenger Enzyme)は mRNAの 5’末端キャップ構造に結合し、その構造を破壊
する事で mRNAの分解に関与していると考えられている。DCPS阻害剤 (RG3039) が米国で脊髄性



筋萎縮症 (SMA)の治療薬として第 1 相臨床試験を終え、健常被験者において明らかな副作用を
認めなかったことから、我々は AEGのうち、まず DCPS遺伝子に注目し、その欠損が AML細胞に
与える影響を検討した。予想通り、DCPSに対する shRNAは AML細胞の増殖を抑制し、RG3039は
抗白血病細胞効果を示した（図 2A）。細胞内での RG3039 と DCPS タンパクの結合は、cellular 
thermal shift assay (CETSA)で確認した。RG3039を腹腔内投与したところ、濃度依存性に DCPS
と RG3039の細胞内での結合が確認され、赤血球数、血小板数に変化は認めなかったものの、白
血球数の有意な減少を認めた。次に、DCPSの分子機能を探るため、抗 DCPS抗体を用いた IP-mass 
spec を行ったところ、DCPSタンパクがスプライシング複合体や NuRD 複合体と結合することが
判明した（図 2B）。さらに、RNA-Seqの結果から、RG3039 刺激後に、白血病細胞では特異的なス
プライシング異常が誘発され、NMD (nonsense-mediated decay) を介した mRNA発現の低下が起
こることが判明した。なお、このような異常スプライシングは正常骨髄前駆細胞ではみとめられ
なかった。我々はさらに、ヨルダンの共同研究者より先天性の DCPS欠損症の１家系のデータを
集積し、ヒトにおいては DCPSの欠損が正常造血に明らかな影響を及ぼさないことを示した（図
2C）。この結果は、DCPS阻害剤がヒト正常造血に影響を及ぼさない可能性を示唆し、先述の米国
における臨床試験の結果を裏付けるものであった。最後に、in vivoでの DCPS阻害剤の効果を
評価するため、患者白血病細胞をヒト化マウスに移植した PDX モデルを用いて DCPS阻害剤の抗
白血病効果を検討した。DCPS阻害剤で治療した群は、DMSO治療群に比べて骨髄中の白血病細胞
比率の減少を認め、有意に生存期間を延長した（図 2D）。これらの結果から、DCPSが AMLの新
たな治療標的になりうることを証明した。本研究成果は Cancer Cell 誌に報告した (Yamauchi 
et al. Cancer Cell, 2018)。なお、DCPS阻害剤（RG3039）の抗白血病効果は CRSIPRによる DCPS
ノックアウトに比べて弱い印象があり、実際、CRISPR saturation mutagenesis (SM)の結果から
は、DCPSの 5’cap 構造部位（RG3039の結合部位）よりも、さらに白血病細胞の生存に必要な部
位が存在することが明らかとなった（図 2E）。この結果は、RG3039による DCPSの 5’cap 結合
を介した機能阻害に加えて、その結合とは独立した DCPSの機能を阻害することで、より強い抗
白血病効果が望めることを示唆した。以上の結果から、現在 RG3039 をベースとした PROTAC 
(proteolysis targeting chimera)の作製とその評価を行っている。 
 
 
２）PAICSをあらたな AMLの治療標的分子として同定 (Yamauchi et al. under revision) 
PAICS (phosphoribosylaminoimidazole carboxylase and SAICR synthase)はプリン代謝の de 

novo pathwayに関わる酵素の一つである。申請者らは、前述の CRISPR/Cas9スクリーニングよ

り、PAICSを AML細胞の生存に必須の遺伝子として同定し、英国の LifeARC 社と共同研究で PAICS

阻害剤 (MRT252040)を開発し、PAICS阻害剤の抗白血病効果を初めてみいだした。shRNAおよび



sgRNAを介した PAICSノックダウン・ノックアウトにより、各種の AML細胞は G1 arrestをきた

し、結果としてアポトーシスが誘導された。PAICS は de novo purine synthesis pathwayのう

ち AIR(aminoimidazole ribonucleotide)から CAIR (carboxyaminoimidazole ribonucleotide) 

と CAIRから SAICAR (Phosphoribosylaminoimidazolesuccinocarboxamide)の２つの変換ステッ

プに必須の酵素である。MRT252040は、PAICSの酵素活性のうち、CAIRから SAICARの変換に必

須な synthetase 活性を阻害する薬剤である。in vitroにおける酵素活性測定系により、実際に

MRT252040が PAICSの synthetase 活性を阻害すること（図 3A）、さらに CETSAにより MRT252040

と PAICS が細胞内で結合していることをみいだし、MRT252040 が標的（PAICS）に作用している

ことを確認した。予想通り、MRT252040は AML細胞株の増殖を抑制し（図 3B）、細胞周期を停止

させ、アポトーシスを誘導した（図 3C）。次に、MRT252040の分子作用機序をさらに解明するた

めに、MRT252040存在下で全ゲノム CRISPR/Cas9スクリーニングを行ったところ、MRT252040の

耐性機序として、TP53 遺伝子の欠損、XBP1 遺伝子の欠損を同定した。一方で、MRT252040 と

synthetic lethalな関係として、HPRT遺伝子欠損、SLC43A3遺伝子を同定した（図 4A, B, C）。

HPRTは Guanineから GMP(guanosine monophosphate)、Hypoxanthineから IMP (inosinic acid)

を触媒し、SLC43A3は Adenineのトランスポーターであり、 adenosine monophosphate (AMP)合

成に必須である。これらの経路はいずれも、プリン合成のサルベージ経路に作用するものであり、

MRT252040による de novo 経路の遮断とサルベージ経路の阻害が AML細胞の synthetic lethal

（合成致死）につながることが示唆された（図 4D）。さらに、細胞培養液に Adenine、Hypoxanthine

を添加することで、MRT252040の抗白血病効果が減弱したことから、MRT252040による PAICSの

酵素活性阻害により、AIRより上流の中間代謝物が蓄積することで細胞死を誘導するのではなく、

あくまでプリンヌクレオチドの枯渇が抗白血病効果の原因であることが判明した（図 4E）。本研

究は現在論文投稿中である。 

 
3）その他 
本研究では、上記以外に他の研究者との共同研究により、CRISPRスクリーニング、CRISPR/Cas9 

mutagenesisの解析パイプラインの開発 (Schoonenberg et al. Genome Biology; Canver et al. 

Bioinformatics, 2019, Sher et al. Nat Genet. 2019)や、他の白血病治療標的の同定 (Kotani 

et al. Leukemia, 2019)を行った。さらに、PAICS, DCPS以外の治療標的の評価も現在継続して

行っている。 
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