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研究成果の概要（和文）：Trib1により分解されるC/EBPαとBcl11aによるPU.1の機能阻害が協調し、AMLの発症
や悪性化を引き起こすという新しい概念を証明することを目的として、本研究を開始した。まずAMLにおいて
Bcl11aがリクルートするコリプレッサーとして、LSD1、HDAC1/2を同定し、これらの阻害剤がBcl11a発現AML細胞
特異的な腫瘍抑制効果を有することを示した。またBcl11a新規標的遺伝子として、E3ユビキチンリガーゼAsb2を
同定し、Bcl11a-Asb2-Filamin経路を介したAML細胞の骨髄生着促進により、Bcl11aがAMLの発症・増悪を引き起
こすことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：C/EBPα and PU.1 are transcriptional factors that regulates myeloid 
differentiation in normal hematopoiesis, and these 2 factors act as tumor suppressors in AML. The 
pseudokinase Trib1 induces the degradation of C/EBPα p42 isoform, whereas transcriptional repressor
 Bcl11a suppresses the transcriptional activity of PU.1 by recruiting corepressors. We previously 
revealed that Bcl11a cooperates with Trib1 in the development of AML. In this project, we attempted 
to clarify that C/EBPα abnormality and Bcl11a-repressed PU.1 activity cooperatively induces AML 
development and progression. First, we found LSD1 and HDAC1/2 as corepressors that are recruited by 
Bcl11a in AML cells. Second, treatment of AML cells with LSD1/HDAC inhibitors resulted in the growth
 inhibition in a Bcl11a-expression dependent manners. Finally, we identified E3 ubiquitin ligase 
Asb2 as a novel Bcl11a target gene that promotes the engraftment of AML cells, subsequently induces 
AML development and progression. 

研究分野： 血液内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
C/EBPαとPU.1は顆粒球系・単球系細胞の分化において競合的に働くとされており、これらの異常が協調してAML
を誘導するという先行研究はこれまでにない。また今回、同定したBcl11a新規標的遺伝子Asb2のAMLにおける役
割については、これまでに十分な検討がされておらず、本研究成果の学術的意義は高い。
LSD1/HDAC阻害剤がAMLに有用であることが、複数の臨床試験により証明されており、Bcl11aはLSD1/HDAC阻害剤
の治療効果予測因子となりうる。またBcl11a-Asb2経路を治療標的とすることでAMLの新規治療法開発につながる
可能性があり、本研究で得られた成果は社会的意義も高い。

※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 
正常造血において転写因子は幹細胞の維持、分化方向の運命決定、そして血球の成熟に関与し

ている。一方、急性骨髄性白血病(Acute myeloid leukemia: AML)では、複数の転写因子の機能
が遺伝子変異、染色体異常、発現量低下などにより破綻しており、これが白血病化の原因となっ
ている。しかし、これらの転写因子がそれぞれどのように相互作用して、白血病を誘導している
かについては明らかになっていない。 
 私が所属する研究室はこれまでに AML 原因遺伝子である Hoxa9/Meis1 の協調遺伝子として
pseudokinase 蛋白質をコードする Trib1 を同定した (Blood. 109: 3998-4005, 2007)。さらに
Trib1 が MEK1/ERK1 経路の活性化を介して顆粒球分化に必須の転写因子である C/EBPα を分解
し、AMLを発症させることを証明した (Blood. 116: 2768-75, 2010)。また本研究開始前の予備
実験により、Trib1 の協調遺伝子として zinc-finger 蛋白質をコードする Bcl11a を同定し、
Bcl11aが顆粒球・単球細胞の分化を促す転写因子である PU.1の機能を阻害して、AMLを発症・
増悪させることを明らかにした。以上から、Trib1 と Bcl11a が下流の転写因子である C/EBPα
の分解と PU.1 の機能阻害を介して AMLを発症・増悪させていると考えた。さらに AML患者では、
C/EBPαの変異が他の遺伝子変異に比べて高頻度にみられることから、C/EBPα変異と Bcl11a に
よる PU.1 機能阻害が協調して、AML を発症・悪性化させるというモデルを着想した。これを証
明し、さらには C/EBPα変異と Bcl11aが AMLを発症させるメカニズムを明らかにすることで、
最終的には AML が発症・悪性化する分子基盤を解明できると考えた。 
 
２．研究の目的 

本研究は、C/EBPαの機能破綻と Bcl11a による PU.1の機能阻害が協調し、AML の発症や悪性
化を引き起こすという新しい概念を証明し、最終的には AML発症・悪性化の分子メカニズムを解
明することを目的としている。将来的には、本研究で得られた成果を礎とし、これらを標的とす
る新規治療法開発につなげることを目標としている。 
 
３．研究の方法 
(1) Bcl11aによる PU.1機能阻害に関わるコリプレッサーの同定  
 Bcl11a に結合することが報告されているコリプレッサーに対する shRNA を作成後、
Trib1/Bcl11a 発現マウス AML 細胞株(TB-13 細胞)内で、これらのコリプレッサーをノックダウ
ンし、Bcl11a 標的遺伝子の発現回復を指標に、Bcl11aが AML細胞においてリクルートするコリ
プレッサーを探索した。次に、同定したコリプレッサーに対する阻害剤である、LSD1 阻害剤と
HDAC 阻害剤を用いて TB-13 細胞を処理し、in vitro で Bcl11a 発現細胞株特異的な細胞増殖抑
制効果が観察されるかを検証した。さらに TB-13 細胞をマウスへ骨髄移植した in vivo モデル
においても、LSD1 阻害剤と HDAC阻害剤が AML発症を抑制するかを検討した。また LSD1/HDAC 阻
害剤により発現が回復する遺伝子を検索し、Bcl11aにより発現低下する遺伝子や ChIP-seq解析
の結果と合わせることで、Bcl11aの新規標的遺伝子の同定を試みた。 
 
(2) Bcl11a 新規標的遺伝子 Asb2の AMLにおける役割の解明  
 TB-13 細胞にレトロウイルスベクターを用いて Asb2 を過剰発現させ、この細胞をマウスに骨
髄移植した際に白血病発症が阻害されるかを調べた。次に Asb2 のエンハンサー領域で、
Bcl11a/PU.1 が結合している領域を CRISPR/Cas9 システムを用いて削除した変異体を作成し、こ
れを TB-13細胞へ導入した。そして変異体発現 TB-13細胞で Asb2発現が回復するかを検討した
後、in vitro での細胞増殖能、自己複製能、細胞遊走能、そして接着能を評価した。さらに、こ
の変異体発現 TB-13 細胞をマウスに移植した時に骨髄への生着が阻害されるかを検証した。ま
た、Trib1のみを発現する AML細胞 (Tr1 細胞)を用いて、Asb2をノックダウンした時に、Asb2
基質である filamin A の発現や、細胞遊走能・接着能が回復するかを調べた。 
最後に BCL11A が高発現しているヒト AML 細胞株 HL-60 において、BCL11A をノックダウンさせ
た時や LSD1/HDAC 阻害剤で処理した際に ASB2発現が回復するかを確認した。またデータベース
を用いた AML患者コホートの解析を行い、BCL11Aと ASB2発現の関係を探索した。 
 
４．研究成果 
(1) Bcl11aによる PU.1機能阻害に関わるコリプレッサーの同定  
これまでにzinc-finger蛋白質をコードするBcl11aが、顆粒球細胞の分化を制御する転写因子

PU.1と結合し、その転写活性を抑制することで標的遺伝子の発現を低下させ、AML発症・悪性化
を引き起こしていることを明らかにしている。またBcl11aは転写抑制因子として働き、様々なコ
リプレッサーをリクルートすることが証明されている。TB-13細胞で、Bcl11aに結合するコリプ
レッサーをノックダウンしたところ、LSD1、HDAC1/2、Ncor1/2をノックダウンした時にBcl11a標
的遺伝子の発現が回復することがわかった。この中から阻害剤が取得可能なLSD1、HDAC1/2に着



 

 

目し、LSD1阻害剤とHDAC阻害剤のTB-13細胞に対する効果を調べたところ、これらの阻害剤を併
用した時にBcl11a発現細胞株特異的な腫瘍抑制効果が観察され、さらにTB-13細胞をマウスへ移
植したAMLモデルマウスを用いた実験により、LSD1/HDAC阻害剤のAML発症抑制効果をin vivoに
おいても確認した（図1）。またLSD1/HDAC阻害剤により発現が回復する遺伝子と、マイクロアレ
イ解析やChIP-seq解析によりこれまでに得られているBcl11a新規標的遺伝子候補を重ね合わせ、
最終的にE3ユビキチンリガーゼであるAsb2をBcl11aの新規標的遺伝子として同定した。 

 
(2) Bcl11a 新規標的遺伝子 Asb2の AMLにおける役割の解明  
Bcl11a 新規標的遺伝子 Asb2 の AML における役割についての機能解析を行った。TB-13 細胞に
おいて Asb2を過剰発現させると、in vitro での細胞増殖能・自己複製能が低下し、細胞遊走能
や接着能が低下した。さらに Asb2過剰発現 TB-13細胞を用いた骨髄移植実験を行い、マウス骨
髄への生着が阻害され、白血病発症が阻害されることを明らかにした。次に、Bcl11aによる Asb2
制御が、AML 発症に重要な役割を担っていることを示す目的で、Asb2 のエンハンサー領域で、
Bcl11a/PU.1 が結合している領域を削除した変異体を作成し、TB-13 細胞へ導入した。この変異
体発現 TB-13細胞は、Asb2発現が亢進し、Asb2過剰発現 TB-13細胞と同様に、in vitroで細胞
増殖能・自己複製能が低下し、細胞遊走能や接着能が低下した。さらに、この変異体発現 TB-13
細胞をマウスに移植すると、骨髄生着が阻害された。 
Asb2は基質である filamin Aを介して、細胞接着に関わることが報告されている。そこで Trib1
のみを発現する Tr1細胞と TB-13細胞を比較し、TB-13細胞では filamin A 発現が亢進している
ことを確認した。さらに Asb2過剰発現 TB-13細胞や変異体発現 TB-13細胞では、filamin A の
発現が Tr1細胞と同程度まで低下していた。反対に、Tr1細胞を用いて、Asb2をノックダウンし
たところ、Asb2 の基質である filamin A の発現が亢進し、細胞遊走能や接着能が回復した。こ
れにより、Bcl11a-Asb2-Filamin経路を介して、Bcl11aが AML細胞の骨髄生着を促進し、AML の
発症・増悪を引き起こしていると考えられた。 
最後にヒト AML 細胞における BCL11A/ASB2 の役割を解明する目的で、BCL11Aを高発現するヒト

AML 細胞株 HL-60を用い、BCL11Aノックダウンや LSD1/HDAC阻害剤が ASB2発現を回復させるこ
とを確認した。さらに実際の AML患者での BCL11A/ASB2の役割を調べる目的で、大規模データベ
ースを用いた AML患者コホートの解析を行い、BCL11Aと ASB2の発現が逆相関関係にあることを
示した。以上より、Trib1 が C/EBPa を分解する一方で Bcl11a が PU.1 の機能を抑制し、両者の
機能により AML の悪性化を進展させていることが示唆された（図 2）。これらの研究成果は、
Blood Advances 誌で報告した(Blood Adv. 6(6): 1827–1843, 2022)。 

 

図1：HDAC阻害剤とLSD1阻害剤の併用効果
(HDAC阻害剤：Pracinostat, LSD1阻害剤：GSK2879552)
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