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研究成果の概要（和文）：ヒトのダウン症に伴う急性巨核芽球性白血病（DS-AMKL）では，Trib1の機能獲得型変
異R107Lが同定されており，その過剰発現はマウスAMLの発症を促進することが明らかになっている。ダウン症モ
デルマウスTs1Cjeを用いて、Trib1のダウン症での白血病発症と悪性化の影響を検討した。Ts1Cjeおよび野生型
マウスの骨髄細胞に、Trib1 WTまたはTrib1 R107Lを感染させ、骨髄移植実験を行った。その結果、Trib1 WTお
よびTrib1 R107Lを導入したTs1Cjeマウス骨髄細胞は、野生型マウス骨髄細胞と比較し、有意にAML発症を促進す
ることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Down syndrome is caused by trisomy of chromosome 21 and is the most frequent
 genetic disorder arising from chromosomal abnormality. Trib1 pseudokinase acts as a collaborator of
 Hoxa9/Meis1 in leukemogenesis, inducing enhancement of MAPK signals and degradation of C/EBPa. 
Ts1Cje, a mouse model for DS, is trisomic for approximately 70 genes of human chromosome 21. Here, 
we aimed to introduce Trib1 in Ts1Cje mice to examine whether the expression of Trib1 cooperates 
with trisomy 21 in the development of leukemia. Expression of both wild type and R107L Trib1 in 
Ts1Cje bone marrow cells significantly accelerated disease onset of AML. Additionaly, AML cell lines
 expressing wild type Trib1 were generated in Ts1Cje and B6 bone marrow cells. Gene set enrichment 
analysis showed the enrichment of the target gene sets of the posterior Hoxa cluster. These data 
strongly suggest the importance of TRIB1-associated signaling in the transformation and/or malignant
 progression of DS-related leukemia.

研究分野： 腫瘍生物学

キーワード： Trib1 　Hoxa9 　ChIP-seq　白血病　Ts1Cje　ダウン症関連白血病

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、Trib1の発現の有無で変動するエンハンサーおよびスーパーエンハンサーとエンハンサーに集積
する新規転写因子群が明らかになった。今後は、これら転写因子群が正の制御ループを形成し、Trib1によるAML
悪性化機構に関与するのかどうかを検証する。さらに、Trib1はダウン症モデルマウスのAML発症を促進し、
Trib1を発現するTs1Cje細胞は、野生型細胞と比較して、Hoxa標的遺伝子群の発現がエンリッチしていることが
明らかになった。Trib1の関連するシグナルがダウン症関連白血病の悪性化に寄与していることから、TRIB1が治
療標的になる可能性が示唆された。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
(1) 近年、転写制御を担うエンハンサーの異常活性化に伴うがん遺伝子発現上昇が、種々のがん
で報告されている（Hnisz et al. Cell, 155:4, 2013; Akhtar-Zaidi et al. Science, 336:6082, 
2012）。その発現上昇の原因の一つとして、 スーパーエンハンサーを介した機序が注目を集めて
いる。スーパーエンハンサーは通常のエンハンサーと比べてサイズが巨大であり、強力で安定し
た遺伝子発現を維持するための調節機構であると考えられている（Loven et al. Cell,153:2, 
2013)。Pseudokinase Trib1 は、好中球分化誘導能と強力な細胞周期抑制能を持つ転写因子
C/EBPαを分解し、さらにMEK/ERKシグナルを増強するアダプタータンパク質として働く。最近、
我々は、Trib1 が C/EBPαの分解を介して、Hoxa9 の DNA 結合領域やエンハンサー分布を制御す
ることを明らかにした。また、Trib1 はエンハンサーの中でも、スーパーエンハンサーを改変す
ることで AML の発症と進展をもたらすことを見出した（Yoshino et al. Blood,137:1,2021）。こ
の様に Trib1 はがん特異的なエンハンサーリプログラミングを制御することから、Hoxa9 以外の
転写因子と協調した Trib1 のエピゲノム修飾機構も存在するのではないかと考えた。さらに、本
研究で同定される Trib1 の新規協調転写因子は、新たな治療標的につながると考えた。 
 
(2)ダウン症（DS）は 21番染色体のトリソミーに起因し、染色体異常から生じる最も頻度の高い
遺伝性疾患である。DS 児の約 10％が一過性骨髄増殖症候群（TMD）を発症し、TMD 患者の 30％が
その後、急性巨核芽急性白血病（DS-AMKL）を発症する。我々はこれまでに、DS-AMKL の一例にお
いて TRIB1 の機能獲得型変異 R107L を同定しており、その過剰発現はマウス AML の発症を促進
することを明らかにしている（Yokoyama et al. Blood, 119:2608, 2012）。これらの結果から、 
Trib1 を介したシグナル伝達がトリソミー21と協調して DS 関連白血病の発生に関与している可
能性が考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
（1）本研究では、Trib1 によるエピゲノム修飾を包括的に明らかにし、エンハンサーリプログ
ラミングによる AML 悪性化機構を明らかにする。この目的のため、Trib1 の発現の有無で変動す
るスーパーエンハンサーを網羅的に調べ、重要な新規転写因子を探索する。 
（2）加えて、ヒト 21 番染色体に対応する、16 番染色体の一部を部分トリソミーとして持つダ
ウン症モデルマウス Ts1Cje を用いて、Trib1 のダウン症での白血病発症と悪性化の影響につい
ても検討する。 
 
 
３．研究の方法 
（1）細胞株の樹立と培養 
骨髄細胞は、造血幹・前駆細胞の濃縮を行うため 5-FU（150 mg/kg 体重）をマウス(8週齢・♀)
に尾静脈注射し、5日後に骨髄大腿骨・脛骨から回収したものを使用した。Trib1 の発現量の異
なる細胞を作製するため、Trib1KO マウス由来の骨髄細胞に Hoxa9 cDNA をレトロウイルスによ
り導入して不死化細胞を樹立し（Trib1 null: Trib1 KO/ Hoxa9）、さらに Trib1 cDNA を過剰発
現した白血病細胞（Trib1 hi: Trib1 過剰発現/ Hoxa9）を樹立した。また、Ts1Cje および C57Bl/6J
（野生型）マウスの骨髄細胞の性状の比較を行うため、Ts1Cje および野生型マウスの骨髄細胞
に Trib1 WT cDNA をレトロウイルスにより導入した白血病細胞を樹立した。 
（2）ダウン症モデルマウス 
Ts1Cje は代表的な DS モデルマウスの一つであり、トリソミー領域に約 70 遺伝子をコードし、
記憶学習障害をはじめ多岐にわたる特徴を示す（Sago et al. PNAS, 95:11,1998）。先行研究か
ら、Ts1Cje マウスは造血幹細胞や前駆細胞の機能不全があるが、AML を自然発症しないことが明
らかになっている（Carmichael et al. Blood, 113:9, 2009）。 
（3）遺伝子発現解析 
細胞から回収した mRNA を、Genome 430 PM Array（Affymetrix）を用いて遺伝子発現解析を行っ
た。得られたデータから、GSEA-P 2.0 software を用いて GSEA（Gene Set Enrichment Analysis）
解析を行った。 
（4）クロマチン免疫沈降シーケンス（ChIP-seq） 
Trib1 null および Trib1 hi 細胞において、FLAG（Hoxa9）、C/EBPαおよび活性化ヒストンマー
クとして知られるヒストン H3K27ac に対する ChIP を行った。MiSeq（illumina）によるシーケン
シングを行い、ChIP DNA の配列データを得た。AME（MEME-Suit version 4.11.2）を用いて、
Hoxa9 および C/EBPαのモチーフ解析を行った。さらに、ROSE program により、スーパーエンハ
ンサーの同定を行った。Gene ontology 解析には、GREAT version 4.0.4 を使用した。 
（5）マウス骨髄移植 
Ts1Cjeまたは野生型マウスの造血幹・前駆細胞を5-FU処理により濃縮し、Trib1 WT または Trib1 



R107L cDNA をレトロウイルスにより導入した。これらの細胞を、致死量下（8.5Gy）の放射線照
射した野生型マウスに尾静脈注射により移植した。骨髄移植後のマウスは、末梢血の白血球数、
ギムザ染色および GFP 陽性画分を経時的に観察した。 
 
 
４．研究成果 
(1)Trib1 の発現の有無で変動するエンハンサーおよびスーパーエンハンサーの同定とエンハン
サーに集積する転写因子および標的遺伝子を探索する目的のため、Trib1 によるスーパーエンハ
ンサーに対する影響、特に core regulatory circuitry（CRC）としてエンハンサーに集まって
いることが予測される転写因子や共役因子の同定を試みた。Trib1 hi 細胞において、スーパー
エンハンサーを有する転写因子を抽出し、ヒストン H3K27ac 結合領域のモチーフ解析から、Hoxa9
および C/EBPαを含む 6個の転写因子（C/EBPα、Elf1、Erg、Klf2、Rara、Runx1）を同定した。
今後は、これら転写因子群が正の制御ループを形成し、Trib1 による AML 悪性化機構に関与する
のかどうかを検証する。 
 
(2) Ts1Cje または野生型マウスの骨髄細胞に、Trib1 WT または Trib1 R107L を感染させ、骨髄
移植実験を行った。その結果、Trib1 WT および Trib1 R107L を導入した Ts1Cje マウス骨髄細胞
は、野生型マウス骨髄細胞と比較し、有意に AML 発症を促進することが明らかになった(図 1)。
続いて、Ts1Cje および野生型マウスの骨髄細胞に Trib1 WT を発現させた白血病細胞を樹立し、
性状の比較を行った。両細胞は未熟な骨髄形態を示し、Ts1Cje/Trib1 WT 細胞では、巨核球マー
カーである CD41 の発現が亢進していた。また、細胞増殖の比較により、Ts1Cje/Trib1 WT 細胞
は、野生型（B6）/Trib1 WT と比較し、有意な増殖の増加が見られた。さらに、両細胞について
遺伝子発現解析を行った結果、Ts1Cje/Trib1 WT 細胞では B6/Trib1 WT と比較し、Hoxa クラスタ
ー(Hoxa7/9/10)の標的遺伝子群のエンリッチが認められた。また、定量 PCR 解析により、
Ts1Cje/Trib1 WT細胞では、Trib1/Hoxa9の標的遺伝子であるErgの発現が有意に上昇しており、
GSEA 解析の結果と一致して Myb、Bcl2、Fgf2 などの Hoxa 標的遺伝子の発現が上昇していること
が明らかになった。さらに、ヒト DS-AMKL 臨床検体の発現解析から、Trib1 の過剰発現で変動す
る遺伝子群は DS-AMKL で変動する遺伝子群と有意に相関することが明らかになった。 
本研究から、Trib1 はダウン症モデルマウスの AML 発症を促進し、Trib1 を発現する Ts1Cje 細

胞は、野生型細胞と比較して、Hoxa 標的遺伝子群の発現がエンリッチしていることが明らかに
なった。Trib1 の関連するシグナルがダウン症関連白血病の悪性化に寄与していることから、
TRIB1 が治療標的になる可能性が示唆された(Yoshino et al. Leukemia,36:2,2022)。 

 

 
図 1. Trib1 は、Ts1Cje マウスの AML 発症を促進する 
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