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研究成果の概要（和文）：急性白血病、骨髄異形成症候群、骨髄増殖性疾患発症の分子メカ

ニズムについて主にマウス BMT モデルを利用した実験系で研究した。白血病発症に関与

する遺伝子変異は大きく分けて増殖誘導・細胞死阻害を誘導するクラス I 変異と細胞分化

を阻害するクラス II 変異に分類される。本研究においては、クラス I 変異では種々の分化

段階の細胞が増殖する MPN が、クラス II 変異では分化が阻害される MDS が発症し、ク

ラス I変異とクラス II 変異が両方存在すると分化阻害された未熟な細胞が無限増殖する急

性白血病が発症することをマウス BMT モデルによって示した。MDS に FLT3-ITD など

のクラス I 変異が加わると白血病に移行し、CML など MPN にクラス II 変異が加わると

急性転化などで急性白血病化する。このように考えると、MDS や MPN も最終的に白血

病に移行する場合はクラス I とクラス IIが関与するという意味において急性白血病と本質

的には同じであると言える。 

 

研究成果の概要（英文）：We studied the molecular mechanisms of etiology of leukemia, 

myelodysplastic syndromes (MDS) and myeloproliferative neoplasms (MPN) mainly 

through the usage of mouse bone marrow transplant (BMT) model. Mutations involved 

in leukemogenesis are classified into two major groups: class I mutations induced 

proliferation or block apoptosis while class II mutations hamper differentiation of 

hemopoietic cells. In this research project, we have shown using a mouse BMT model 

that class I mutations induce MPN, that class II mutations induce MDS and that 

combination of class I and class II mutations induce acute leukemia. We have also 

indicated that additional class I mutations such as FLT3-ITD or overexpression of Evi1 

could lead to progression of MDS to overt leukemia and that additional class mutations 

such as overexpression of Hes1 could result in progression of MPN to acute leukemia, 

blast crisis of CML. Thus, the combinations of mutations and the timing of each 

mutation will determine the disease course of MDS/overt leukemia, MPN/overt 

leukemia and acute leukemia. 
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１．研究開始当初の背景 

（１）白血病発症の原因としてさまざまな染

色体転座が知られている。最初に同定された

染色体転座は慢性骨髄性白血病（CML）にお

ける Ph1 染色体と呼ばれる転座 t(9;21)であ

り、約５０年前にフィラデルフィアで発見さ

れた。その後、転座点から融合蛋白質 Bcr-Abl

が同定された。この融合によって恒常的にチ

ロシンキナーゼ Abl が活性化されることが

CML 発症の原因である。現在ではグリベッ

クなどの Bcr-Abl 阻害剤が CML の標準的治

療法となり、CML の予後を改善するに至っ

た。Bcr-Abl は単独でマウスに CML 様病態

を誘導することが実験的に示された。しかし

ながら Bcr-Abl 以外の染色体転座だけでは白

血病発症に至らないこともマウスを利用し

た実験で明らかになった。 

（２）近年、白血病の発症にも固形がんと同

じように、複数の遺伝子変異が関与すること

が明らかとなってきた。研究代表者のグルー

プを含む、いくつかのグループが２種類の遺

伝子変異が共同して白血病発症を誘導する

ことを示した。白血病の原因となる遺伝子異

常は大きくクラスⅠとクラスⅡに分類され

る。クラス I 変異にはチロシンキナーゼや癌

遺伝子の活性型変異が含まれ、細胞増殖の誘

導あるいは細胞死の抑制を引き起こす。一方、

クラス II 変異は染色体修飾因子や転写因子

の不活型変異が多く、細胞分化を阻害すると

考えられている。 

（３）骨髄増殖性疾患（MPN）の原因として

チロシンキナーゼ JAK2の活性型変異が知ら

れている。染色体転座による PDGF レセプタ

ーや FGF レセプターの活性化も MPN の原

因として知られている。これらの結果はクラ

スⅠ変異によって MPN が発症することを示

唆している。一方、MDS に関しては疾患の

不均一性もあり発症メカニズムには不明の

点が多かったが、広島大学の原田らが転写因

子 AML-1 の点突然変異を MDS の 15-30%の

症例において、また C/EBPαの変異を MDS

の数パーセントの症例において見いだした。

これらの結果は MDS が均一の疾患ではない

こと、転写因子などクラス II 変異によって細

胞分化の阻害や異常が起こることが MDS の

本態であることを示唆している。 

 

２．研究の目的 

本研究計画の目的は白血病、骨髄増殖性疾患
（MPN）、骨髄異形成症候群（MDS）発症の
分子メカニズムを解明することである。 

 

３．研究の方法 

 研究代表者のグループは平成１０−１２年

度科学研究費補助金 基盤研究 B 展開研究

「レトロウイルスライブラリーを利用した

新しい発現クローニング法の開発とその応

用」によって開発した高効率レトロウイルス

ベクター系と発現クローニングを利用して

多くの成果を上げてきた。またその効率の良

さから研究代表者が樹立したレトロウイル

スベクター系は国内外で 3,000 以上の研究室

で使用され、iPS 細胞樹立を含む数多くの成

果が報告されている。本研究計画では主に以

下の２つの方法を利用してさまざまな角度

から研究を行った。 

（１）マウス骨髄移植実験を行い in vivo に

おいて白血病モデルの樹立とその解析。 

（２）造血器腫瘍患者の腫瘍細胞の cDNA ラ

イブラリーのスクリーニングによる、白血病

発症に関与しうる遺伝子変異の発現クロー

ニング。 

 
４．研究成果 

（１）転写因子 AML1/Runx1 の突然変異体

を利用したマウス MDS モデルの樹立と解析 

 MDS患者由来のAML1/Runx1の突然変異

体を発現させたマウス骨髄細胞を照射マウ

スに移植すると５−１２ヶ月でヒト MDS に

似 た 病 態 を 呈 す る こ と を 示 し た

（Watanabe-Okochi et al. Blood, 2008）。興

味深いことに、いくつか調べた MDS 患者由

来 AML1 変異体のうち、Runt ホモロジード

メインの変異体 D171N を発現させた骨髄細

胞を移植したマウスの半数以上で、５ヶ月以

降に白血病に進展した。このような経過をた

どったマウスでは、レトロウイルスベクター

が Evi1 という遺伝子の近傍に挿入され Evi1

の発現が亢進していた。このことは Evi1 過

剰発現がクラス I 遺伝子変異様の役割を果た

し MDS から MDS/over leukemia への進展



を誘導したことを示唆している。実際、

AML1-D171N と Evi1 を過剰発現させた骨

髄細胞を照射マウスに移植すると３−５ヶ月

で全例に急性白血病が発症した。 

 最近、MDS に対して DNA メチル化阻害剤

投与が臨床的に有効であることが報告され

注目されている。我々のマウス MDS モデル

においてプロモーター領域がメチル化され

ている遺伝子群を同定したところ、p57Kip2, 

Gata5, Myod1, Sall1 など癌で高メチル化が

報告されている遺伝子群が含まれていた

（Maegawa et al. 論文投稿中）。我々の MDS

モデルを利用すれば、DNA メチル化阻害剤に

よる治療モデルを構築し、遺伝子の脱メチル

化と治療効果の関係を解析できる。 

 

（２）CML-BC モデルの樹立と解析 

 Bcr-Abl を過剰発現させた骨髄細胞を移植

することによってマウ CML モデルを作製し

た。既報の通り、CML 発症のためには

Bcr-Abl を最も未熟な造血幹細胞（HSC）に

導入する必要があり、前駆細胞 CMP（共通

骨髄前駆細胞）や GMP（顆粒球/単球前駆細

胞）に導入した場合は CML を発症しない。

Hes1 は未熟な細胞に発現する転写因子であ

り、骨髄系細胞分化を抑制し、リンパ系細胞

の分化を促進することが知られている。我々

は HSC、CMP および GMP においてレトロ

ウイルスベクターによって Hes1 を発現させ

ると、GMP レベルで分化がブロックされ、

HSC だけではなく、CMP および GMP も自

己複製能を獲得することを見いだした。ただ

し、これらの細胞は不死化しているが IL-3

依存性であり、マウスに移植しても白血病は

誘導しない。Hes1 と Bcr-Abl を同時に発現

させると HSC だけではなく、前駆細胞 CMP

や GMP の移植でも白血病を誘導することが

明らかとなった。興味深いことに、これらの

マウスは CML ではなく、CML の急性転化

（chronic myelogenous leukemia in blast 

crisis: CML-BC）様の病態を呈した。さらに

患者サンプルにおける Hes1 発現を調べるこ

とによって、実際の CML-BC 患者でも 40%

（２０例中８例）で Hes1 の過剰発現が認め

られることを明らかにした。慢性期の CML

患者（ chronic myelogenous leukemia in 

chronic phase: CML-CP）２０例では Hes1

の過剰発現は一例もなかった（Nakahara et 

al. Blood, 2010）。これらの結果は尐なくとも

一部の CML 急性転化に Hes1 過剰発現が関

与していることを示唆している。今後は臨床

症例で Hes1 発現が上昇する原因を明らかに

する必要がある。 

 

（３）転写因子 C/EBPαの２種類の変異は協

調して働き白血病発症を誘導する 

 転写因子 C/EBPαには N 末と C 末の２種

類の変異があり、患者白血病細胞ではそれぞ

れの変異を別の遺伝子座に有する症例が多

い。我々は２つの変異体が協調して白血病発

症を誘導することを in vitro および on vivo

の実験で明らかにした（Kato et al. Blood, 

2011）。またクラス I 遺伝子変異として知ら

れている FLT3-ITD は C/EBPαの C 末変異

体と協調して２週間以内に白血病を誘導す

ること、および培養細胞においても C 末変異

体は造血細胞分化を抑制することから、C 末

変異体はクラス II 変異様の働きをすること

が示唆された。 

 

（４）AID 導入によるマウス白血病モデルの

樹立と解析 

 AID を導入すると遺伝子突然変異が誘導

される。そこで骨髄細胞に AID を過剰発現し

突然変異を誘導することによって、造血器腫

瘍発症と遺伝子変異の関係を明らかにする

ことを目的とした。AID を過剰発現した骨髄

細胞を致死量照射したマウスに移植すると

胸腺腫あるいは B 細胞腫瘍を発症した。腫瘍

における変異を調べたところ、胸腺腫では

c-myc や Notch に、一方 B細胞腫瘍では Ebf1

と Pax5 に変異が導入されており、これらの

変異がリンパ系腫瘍の発症に関与したこと

を示唆した（Komeno et al. Leukemia, 2010）。

興味深いことに AID を過剰発現させた骨髄

細胞をヌードマウスに移植した場合は、全例

B 細胞腫瘍を発症した。このことは、骨髄で

不死化した細胞が胸腺でT細胞へと教育され

る過程で分化阻害などのために胸腺腫を発

症することを示唆している。これらの実験結

果 は、共 通リン パ前駆 細胞（ common 

lymphoid progenitor: CLP）が AID の標的に

なり、そこから B 細胞性腫瘍と T 細胞性腫瘍

が発症することを示唆している。マウスによ

っては B 細胞腫瘍と T 細胞腫瘍（胸腺腫）を

同時に発症する場合もあった。ただし、共通

の CLP クローンから B 細胞腫瘍と T 細胞性

腫瘍が同時に発症した例はまだない。 



（５）クラス I 遺伝子変異の同定方法の確立 

 最近、固形がんと同じように白血病でも複
数の変異が発症に関与することが認識され
てきた。我々は以前に融合遺伝子 MLL-Sept6

をマウス骨髄細胞に導入することによって
不死化した HF6 細胞を樹立した。HF6 細胞
は分化が抑制された未分化細胞であるがそ
の増殖に IL-3を必要としている（Ono et al. J 

Clin Invest, 2005）。Ras や Raf を活性化す
ると HF6 細胞が自律増殖性を獲得すること
を見いだした（Ono et al. Leukemia, 2009）。
つまり HF6 細胞はクラス II 変異で不死化さ
れた細胞株であるが、完全なトランスフォー
メーションには Ras の活性型変異などクラ
ス I 変異が必要と考えた。そこで急性白血病
および骨髄増殖性疾患の患者サンプルから
レトロウイルスベクターを利用した発現型
ライブラリーを作製し、スクリーニングする
ことによってクラス I 変異を同定する実験を
行った。標的細胞としては HF6 以外に
Ba/F3 細胞を利用した。HF6 細胞が Ras
活性化で自律増殖を獲得するのに対して、
Ba/F3 細胞は STAT5 の活性化で自律増殖
を獲得する。７例の患者サンプル由来のラ
イブラリーをスクリーニングすることによ
って活性型変異 FLT3-ITD と RasGRP4 を
同定した。FLT3-ITD はこれまでに発表さ
れた配列とは異なる重複変異を有していた。
一方、RasGRP4 に関しては変異はなく、
過剰発現で Ras が活性化されることが
HF6 細胞に自律増殖性を付与した原因と
考えられる。このようにクラス II 変異によ
り分化がブロックされた細胞を利用すれば、
患者白血病細胞から新たなクラス I 変異を
同 定 し う る こ と が 判 明 し た
（Watanabe-Okochi et al. Int J Hematol, 
2009）。 
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