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研究成果の概要（和文）：造血細胞におけるUTXの脱メチル化活性依存性、非依存性の役割を解明する目的で、
定常状態では正常UTXを発現し、誘導可能に脱メチル化活性を欠失したUTX変異体（DD）または蛋白質結合部位を
欠失したUTX変異体（ΔTPR）を発現するマウス作製を試みた。誘導後の造血細胞のWBでは明らかなDD、ΔTPRの
発現は認められず、この結果から１）欠失誘導効率が悪い、または２）DD、ΔTPR発現造血細胞の生存率が悪い
可能性が考えられ、今後検討を行う予定である。
またUTXはX染色体に存在するので、Y染色体のUTX相補体UTY欠失マウスの作製も試みた。UTY欠失マウスは正常に
生まれ、UTY蛋白質の欠失を確認した。

研究成果の概要（英文）：To analyze demethylase-dependent and -independent roles of UTX, a histone 
modifier, in hematopoiesis, we generated mice which express wild-type UTX at steady-state and 
inducibly express a UTX mutant lacking its demethylase activity (DD) or a UTX mutant lacking its 
protein-binding domain (ΔTPR). We analyzed the expression of DD or ΔTPR in hematopoietic cells 
after induction, but we could not detect obvious expression of both proteins. This suggests the 
possibilities that 1) induction efficiency is not high enough or 2) hematopoietic cells expressing 
DD or ΔTPR can hardly survive, and we are currently analyzing both possibilities. 
In addition, since UTX exists on the X chromosome, we also generated mice lacking UTY, the Y 
chromosome homologue of UTX. Mice lacking UTY were normally born and we confirmed the absence of UTY
 protein.

研究分野： 血液内科学

キーワード： UTX　ヒストン修飾因子　脱メチル化活性　造血幹細胞　造血器腫瘍　UTY
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒストン修飾因子UTXは白血病を含む悪性腫瘍で変異を認めるが、脱メチル化活性依存性、非依存性のどちらが
重要であるかは不明である。この問題を解決する目的で、我々は誘導可能に脱メチル化活性を欠失したUTX変異
体（DD）または蛋白質結合部位を欠失したUTX変異体（ΔTPR）を発現するマウスを作製した。しかし、造血細胞
を用いた解析ではDD、ΔTPRの発現は認められず、造血細胞機能や造血器腫瘍発症における脱メチル化活性の役
割は今後の課題と考えられる。また、UTXはX染色体に存在するためY染色体における相補体UTYの欠失マウスも作
製した。このUTY欠損マウスは、UTYの機能解析に有用なモデルと期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 
造血系、特に造血幹細胞の制御や機能維持には DNA メチル化やヒストンの化学修飾など、

いわゆるエピジェネティックな調節機構が重要な役割を果たしていることが知られている。造
血幹細胞においては、転写促進に働くヒストン H3 の 4 番目のリジン残基のトリメチル化
(H3K4me3)と転写抑制に働くヒストン H3の 27番目のリジン残基のトリメチル化(H3K27me3)が
共存する bivalent な状態にあり、細胞内シグナルに応じてどちらかのトリメチル化が解除され、
下流の遺伝子発現が促進または抑制の状態になり、細胞分化が促されると考えられている。造血
器腫瘍においてはこれらの調節因子の様々な変異が見出されており、エピジェネシスの脱制御
が腫瘍発症に密接に関連していることも報告されている。 

UTX（ ubiquitously transcribed tetratricopeptide  repeat, X 
chromosome, KDM6A)は、C末端にある Jmjcと呼ばれるド
メインを介して、ヒストン H3 の 27 番目のリジン残基
（H3K27）を脱メチル化する酵素として同定された。その
後、UTX は TPR (tetratricopeptide repeat)と呼ばれる蛋白質
相互作用を司るドメインで Compass-like complex や
SWI/SNF complexの構成蛋白質としてヒストン H3の 4番
目のリジン残基（H3K4）のメチル化等に関与することが明
らかとなった。すなわち、UTX は i）脱メチル化酵素活性
依存的に H3K27を脱メチル化すると共に、ii） 脱メチル化
酵素活性非依存的に H3K4をメチル化する、という複数の
機能により、細胞機能を制御していると考えられた（左図）。 

 
２．研究の目的 

UTX は、骨髄異形成症候群、急性骨髄球性およびリンパ球性白血病、骨髄腫など様々な造
血器腫瘍でその機能欠失変異が報告されており(van Haaften et al. Nat Genet 2009, Mar et al. 
Leukemia 2012, Ezponda et al. Cell Rep 2017)、また慢性骨髄単球性白血病の急性転化にも関与す
るとされる(Jankowska et al. Blood 2011)。 

我々は、造血系における UTX の機能を解析する目的で UTX を後天性に欠失するマウス
(UTX cKO)を独自に作製し、解析を行なった。その結果、UTX cKOマウスでは、血球形態異常、

髄外造血による脾
臓腫大、造血幹細胞
移植での骨髄再構
築能低下（左図）と
いう所見に加えて、
白血病発症感受性
亢進を認めた。これ
らは、造血幹細胞老

化に特徴的な所見と考えられる。さらに、UTX 欠失造血幹細胞における遺伝子発現プロファイ
ルを解析し、既に報告された生理的な造血幹細胞老化に伴い発現上昇する上位 200遺伝子”Aging 
up top200”および発現低下する下位 200遺伝子”Aging down top200” (Sun et al. Cell Stem Cell 2014)
と比較したところ、UTX 欠失造血幹細胞で発現が上昇している遺伝子群は”Aging up top200”と

有 意 な 正 の 相 関 を (NES=1.87, 
FDR=0.000) 、”Aging down top200”と有
意 な 負 の 相 関 を (NES= -1.47, 
FDR=0.008)示した（左図）。これらの結
果は、「UTX は造血幹細胞機能に関わ
る遺伝子を包括的に制御し、その脱制
御が造血器腫瘍発症および幹細胞老
化に寄与すること」を示している。し

かし、UTX は上記の様に１）脱メチル化酵素依存性、２）脱メチル化酵素非依存性の 2 つの異
なる機能を有しており、これらがどの様に造血幹細胞機能を制御しているか、また造血器腫瘍発
症に関与しているかについては未だに不明である。この問題を解決することは、造血系のエピジ
ェネティック制御機構やその逸脱による造血器腫瘍発症および老化を解明する上で必須の課題
と考えられる。この問題を解決する目的で、定常時には正常 UTX (UTXWT)を発現し、生後誘導
可能に脱メチル化活性を失った変異体 UTX (demethylase dead UTX, UTXDD)またはMLLと複合体
を形成する TPRドメインを欠失した変異体 UTX (delta TPR UTX, UTXΔTPR)を発現するマウスを
作製し、造血系における UTXの脱メチル化酵素依存的および酵素非依存的な役割を明らかにす
ることを研究目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) ゲノム編集による UTXWT/UTXDDマウスおよび UTXWT/UTXΔTPRマウスの作製 
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定常状態では UTXWT を発現し、誘導可能に UTXDD または UTXΔTPR を発現するマウス
（UTXWT/UTXDD, UTXWT/UTXΔTPR）を作製する。この目的で、UTXWT cDNAを exon 5と in-frame 
fusionし pAを付け loxPで挟んだものと、その下流にUTXDDまたは UTXΔTPR cDNAを exon 5と
in-frame fusionし pAを付けたコンストラクトを作製し、マウス UTX遺伝子座の intron 4にノッ
クインする。このマウスは定常状態では UTXWT を発現するが、ERT2Cre マウスを掛け合わせ
tamoxifenを投与することにより loxPで挟まれた UTXWT部分が切り出され、その下流の UTXDD

または UTXΔTPR を発現する
事になる（左図）。この tandem 
cDNA KI の手法は我々が開
発し、慢性骨髄単球性白血病
で単離された変異型 CBL を
後天性に発現し病態の再現
に成功しており、in vivoで機
能することは確認されてい
る (Nakata et al. Blood 2017)。
CBL変異マウス作製では ES
細胞を用いたが、時間を短縮
する目的でゲノム編集によ
る CRISPR/Cas9 の系を用い

てゲノムを切断し KIを行う（上図）。Intron 4に gRNAを設定し、gRNA、Cas9に UTXWT/UTXDD

または UTXWT/UTXΔTPRの DNAコンストラクトを加えた mixtureを作製し、マイクロインジェク
ション法によりマウス受精卵前核に注入する。目的マウスが得られたかどうかについては、様々
な領域に対する PCR法により検討する。ERT2Creマウスと tamoxifenによる UTXWT遺伝子から
UTXDDまたは UTXΔTPR遺伝子の組換えについては、造血細胞を用いた PCRシークエンスおよび
ウエスタンブロットにより確認する。UTXDDには酵素活性部位に変異が入っておりまたUTXΔTPR

は短いので UTXWTと区別可能である。 
(2) ゲノム編集による Uty KOマウスの作製 

Utyは欠失しても対立 alleleの Utxが発現していれば生存可能と考えられるので、cKOマウ
スでは無く simple KOマウスの作製を行う。 

Utyの exon 7に対する gRNAを設定し、Cas9
と共にマウス受精卵前核に注入する。目的マ
ウスが得られたかどうかについては、exon 9
を挟む領域についてPCRとシークエンスを行
い、造血細胞を用いた PCRシークエンスおよ
びウエスタンブロットにより確認する。 

 
４．研究成果 
(1) UTXWT/UTXDD、UTXWT/UTXΔTPRマウスラインの樹立と UTXDD、UTXΔTPRの発現解析 

Utx intron 4に対する gRNA、Cas9と UTXWT/UTXDDまたは UTXWT/UTXΔTPRの DNAコンス
トラクトを加えた mixture をマウス受精卵にインジェクションし、UTXWT/UTXDD, 
UTXWT/UTXΔTPRマウスの作製を試みた。マウス産仔の tail cutを行い、まず 3′ insert と 1st loxPの
PCR による screening を行った。UTXWT/UTXDDについての PCR screening のプライマー部位と
PCR産物についての例を下記に示す（1st loxPのみWTと KIが大きさ的に区別可能となる。PC, 
positive control）。 

この結果、#1~#12の 12匹のマウスのうち、#4のマ
ウスが 3′ insert と 1st loxPの両方が陽性であった。
この#4 のマウスについて、さらに下記に示す 5′ 
insert、2nd loxP、 UTXDD pA、および UTXDD insertの
部位について PCR を行った。その結果を下記に示
すが、全ての PCRについて陽性であり、全ての部位
について目的 DNA fragment が挿入されていること
が明らかとなった。 
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 これらのマウスについて、loxP で挟まれた
UTXWT 部分を誘導可能に欠失させる目的で、
ERT2Creマウスとの掛け合わせを行い、さら
にメスマウスについては目的 KI 部分をホモ
とするためにヘテロ同士の掛け合わせを行っ

た。ヘテロ同士の掛け合わせによる産仔の genotypingの結果を下図に示す。KI 部分がホモにな
っていれば、loxP1 の PCRが KI 単独になると予想される。この結果から#2、#3、#5、#6が KI
部分がホモになっていると考えられた。これらのマウスについて、5′ insert、2nd loxP、 UTXDD pA、

UTXDD insertの PCR について陽性を認し
た。また ERT2Creの PCRを行ったところ、
#2、#3 が ERT2Cre (+)の産仔、#5、#6 が
ERT2Cre(−)の産仔であることが判明した。 

これらのマウスについて、tamoxifenを投与し、造血細胞を単離して genome PCRにより loxP
で挟まれた UTXWTの欠失の確認を行った。その結果、血液細胞の一部で UTXWTの欠失が確認さ

れたが（上図ΔUTXWT）、欠失の頻度はそれほど高くないものと考えられた。また、UTXWTの欠
失により発現するはずの下流のUTXDDおよびUTXΔTPR蛋白質について造血細胞を用いてWestern 
blotを行なった。UTXDDはUTXWTと同じ大きさなので、Western blotで区別は出来ないが、UTXΔTPR

は UTXWT, UTXDDよりも小さいので、泳動で区別が可能であ
る。泳動結果を示すが、UTXΔTPRの明らかな発現は認められ
ていない（左図。UTXΔTPR蛋白質が発現すれば UTXΔTPR Cre(+)
の場所に矢印頭のバンドが出ると予想される）。これらの結
果は、tamoxifen による欠失誘導が不十分な可能性、または
UTXΔTPRを発現する造血細胞が apoptosis等により存在出来な
い可能性を示唆している。現在、これらの可能性について検
討を行っている。 

(2) Uty KOマウスラインの樹立と UTY欠失の確認 
マウス受精卵に Uty exon 7に対する gRNAと Cas9をマイクロインジェクションし、Uty KO

マウスの作製を試みた。
マウス産仔の tail cutを行
い、exon 7を挟む PCRに
よる screening を行った。
結果を左図左に示すが、

#1は非常にバンドサイズが大きく、#5はバンドサイズが明らかに小さく、大きな insertionおよ
び deletionが起こっていると考えられた。それ以外のマウスのバンドについて切り出してシーク
エンスを行ったところ、上図右に示す様に、KO-1（1 base insertion）と KO-2（8 base deletion）の
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2 つのマウスラインが得られた。これらのマウスの造血細胞を単離し、我々
が作製したマウス UTYに対する抗体でWestern blotを行なったところ、左図
の様に KO マウスで UTY 蛋白質の欠失が確認された。このマウスは、生体
での UTY 機能を解明する上で重要なマウスになると考えられ、現在表現型
の解析を行っている。 
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