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研究成果の概要（和文）：臨床的に前白血病状態および白血病に反復的に出現するDNMT3A, ASXL1, RUNX1の変異
に対応する遺伝子改変マウスがそれぞれ前白血病状態を生じることを明らかにした。これらのマウスの造血細胞
にもう一つの変異がん遺伝子を強制発現すると白血病を発症することがわかったが、本研究においてはウイルス
による遺伝子導入によるノイズを避けるため、Dnmt3a変異 x Kras変異での白血病発症を新たに試みた。今後、
細胞起源を区別できる核酸バーコードと単一細胞解析を組み合わせて白血病発症までの複数の時点で経時的に解
析することで、最終的に白血病発症に至った細胞の特徴を明らかにする。

研究成果の概要（英文）：We found that genetically modified mice corresponding to mutations in 
DNMT3A, ASXL1, and RUNX1, which recurrently appear in clonal hematopoiesis and leukemia produce 
preleukemic state. Overexpression of another mutated oncogene in the hematopoietic cells of these 
mice resulted in the development of leukemia. In this study, we newly attempted to develop leukemia 
with the Dnmt3a mutation x Kras mutation to avoid noise caused by viral transduction. We will 
combine nucleic acid barcoding, which can distinguish cellular origin, with single cell analysis to 
analyze the cells over time at multiple time points up to the onset of leukemia to characterize the 
cells that ultimately led to the onset of leukemia.

研究分野： 造血器腫瘍

キーワード： 急性骨髄性白血病　クローン性造血　骨髄異形成症候群
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研究成果の学術的意義や社会的意義
急性骨髄性白血病の発症過程においては、複数の遺伝子変異が造血幹細胞や造血前駆細胞に蓄積し、前白血病状
態を経てから急性骨髄白血病になることが知られている。しかしながら前白血病状態と白血病状態を区別する機
構は未だ明らかでは無く、従って前白血病状態から白血病発症に至る鍵となる機構についても同定されていな
い。本研究では前白血病状態から白血病への進展を再現するモデルマウスを用いて、前白血病状態から白血病に
至るプロセスを同定する。本研究の継続により白血病初期段階の機構を解明し、白血病予防治療を含む先進的な
治療の確立することが可能である。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 われわれは今までに主に EVI1 高発現白血病、MLL 遺伝子変異白血病などの難治性白血病を
対象として種々のマウスモデルの樹立およびそれらを用いた治療標的の同定に成功してきた
(EMBO J 2000, Blood 2011, Blood 2013, Blood 2014, Blood 2016)。また、前白血病状態におけ
る遺伝子異常による造血細胞の機能変化についても明らかにした(Leukemia 2019)。しかしなが
ら前白血病状態と AML を直接結び付ける制御機構については未だ明らかになっていない。これ
まで前白血病状態から AML が生じる初期段階における少数の AML 細胞を用いた機能解析は困
難であったが、scRNA-seq の技術を用いて例え少数の細胞群であっても細胞内トランスクリプ
トームの変化を経時的な解析が可能になり、in vivo の生理的な条件下において AML 発症のプ
ロセスを追跡してその病態を明らかにできるようになったため、本研究の着想に至った。 
 本研究構想は、前白血病状態から AML 発症へ至る際の詳細なプロセスを明らかにし、2 つの
異なる状態を橋渡ししようという点で独創性があり、これまでブラックボックスだった領域に
踏み込むものである点で挑戦的研究としての意義がある。これまでの造血器腫瘍研究において
は、前白血病状態における遺伝子異常が前白血病細胞においてどのような役割を果たしている
か、または、AML 細胞において遺伝子異常が AML 細胞または白血病幹細胞においてどのよう
な機能を有するか、というように前白血病状態と AML で研究対象が分かたれていた。これはマ
ウスモデルにおいても前白血病状態から AML へ移行する時点の予測が難しく、前白血病状態か
ら AML への移行を予測できたとしても多数の AML 細胞が出現するまで解析対象の細胞が判然
としないといった技術的な困難があったためである。そこで本研究では、AML 発症時期を狭め
るためにテトラサイクリン依存的に 2 種類目の遺伝子異常を導入することで人為的に前白血病
状態から AML への移行を生じさせ、scRNA-seq の技術を用いて少数の初期 AML 細胞の詳細
な解析を行うことで技術的な障壁をクリアしようと試みるものである。 
 また、本研究の手法は他の癌腫においても目新しいものである一方で、同様の多段階遺伝子異
常によるがん発症マウスモデルを構築することで前がん状態からがん化へのプロセスを高い時
間的解像度で追跡することが可能になり、更なる新規治療標的の同定に結び付くことが期待さ
れる。 
 
２．研究の目的 
 急性骨髄性白血病(AML)では、複数の遺伝子変異(ドライバー変異)が造血幹細胞や前駆細胞に
蓄積し、前白血病状態を経て白血病に進行する。実際には個々のドライバー変異は、多くの副次
的な細胞内異常を生じることで白血病を発症させる。こうしたドライバー変異は数多く同定さ
れてきたが、それらを標的とした治療の多くは根治療法となっていない。完成した白血病では病
因とは無関係の異常も多く蓄積していて、前白血病状態から AML への進展の最終過程におい
て、既知のドライバー変異にもとづくどのような異常が原因となるかが特定されていないから
である。本研究では、前白血病状態から AML への進展を再現するマウスモデルにおいて、経時
的に病的細胞の単一細胞トランスクリプトーム解析を行うことで前白血病状態から AML へ移
行するプロセスを動的に捕捉し、前白血病状態にある細胞が AML へ進展する際に決定的な役割
を果たす細胞内過程を明らかにし、革新的な治療の基盤確立を行う。 
 
３．研究の方法 
 本研究では 2 種類のドライバー遺伝子変異を組み合わせることで、初めて AML を発症するマ
ウスモデルを用いる。第一の遺伝子変異を有する造血細胞に、in vivo においてテトラサイクリ
ン誘導的に第二の変異遺伝子を発現させて AML に導く。また、2種類の遺伝子異常を持つ細胞の
一部が病態を進展させることで AML を発症すると考えられる。そこでテトラサイクリン投与直
後の前白血病状態から AML 発症後まで、経時的にマウス骨髄液の採取を行い、得られた造血細胞
のシングルセルトランスクリプトーム解析（scRNA-seq）を行う。これにより、『最初は微小なク
ローンであったが最終的に AML を発症した細胞群』を特定し、この細胞群の経時的な遺伝子発現
プロファイルの変化を捉え、AML の発症プロセスを明らかにする。多段階の AML 発症過程の最終
段階に決定的な因子を同定し、新たな治療標的を確立する。 
 
（１）前白血病状態から AML 発症までの経時的な scRNA-seq 
 申請者らは、AML で高頻度に見られるクロマチンリモデリング因子 Asxl1G643fs 変異、DNA メ
チルトランスフェラーゼ Dnmt3aR878C 変異のノックインマウスをそれぞれ樹立した（Leukemia 
2019, Exp Hematol 2022）。これらの変異は前白血病状態において高頻度に認められるドライバ
ー変異である。Runx1 遺伝子異常はヒトで高頻度に AML を発症することが知られており、造血細
胞特異的に Runx1 を欠失させたマウス(Runx1Δ/Δ)も前白血病状態のモデルとなる(Nat Med 
2004)。これらの 1つ目の遺伝子異常を有するマウスの造血幹細胞において、協調して AML を発
症する 2 種類目の遺伝子異常をテトラサイクリン誘導性に発現するようにトランスジェニック
マウスまたはレンチウイルスを用いて導入する。この造血幹細胞を同系マウスに移植し、1つ目



のドライバー変異による前白血病状態を作り出した後で、テトラサイクリンを投与して 2 つ目
のドライバー変異の発現を誘導して AML を発症させる。①Runx1Δ/ΔxNrasG12V、②
Asxl1G643fsxIDH1R132H、③Dnmt3aR878CxKrasG12D をドライバー変異のペアとして用いる。 
 テトラサイクリン投与開始後から AML 発症まで、同一個体のマウスから経時的に骨髄液を採
取し、骨髄中の造血幹細胞および前駆細胞について scRNA-seq を行う。この結果の解析により、
最終的に AML を発症したクローンが前白血病状態からどのように拡大したかを追跡し、そのク
ローンにおいて経時的に変化したシグナル経路、細胞内代謝経路をもとに AML 発症において鍵
となる因子を同定する。in silico の解析により絞り込みを行う。3系統の AML 発症モデルに共
通する因子を同定することができれば、広く AML に応用可能な治療標的が得られる。 
（２）同定された因子の阻害効果の解析および機能解析 
 特定された AML 発症の鍵となる因子に対して、その阻害により得られる治療効果を検証する。
もし共通の因子が抽出されれば、他の白血病マウスモデルでも検証を行う。また、in silico の
解析で推定される機能について、実際に変化が生じているかを解析する。具体的には、エピジェ
ネティック異常（ヒストン修飾や DNA メチル化）、代謝異常（メタボローム、酸化ストレス、ミ
トコンドリア機能）、骨髄微小環境との相互作用（骨髄間葉系幹細胞への影響、骨髄中サイトカ
イン濃度）を解析する。 
 
４．研究成果 
 前白血病状態を再現する DNMT3A 変異マウス、ASXL1 変異マウス、RUNX1 ノックアウトマウスに
加えて、急性骨髄性白血病患者の RNA-seq 解析から同定した HMGA1 高発現を同系移植で再現し
たモデルマウスも前白血病状態を呈することを見出した。また、Dnmt3a 変異マウスの造血幹細
胞分画に変異 Nras を高発現させ同系移植を行う系および Asxl1 変異マウスの造血幹細胞分画に
変異 IDH1 を高発現させ同系移植を行う系において、それぞれ白血病への進展が認められた。 
 本研究の白血病発症初期の病態解明においては遺伝子導入によるノイズを除くためトランス
ジェニックマウスでの解析が望ましいと考えられ、Dnmt3a 変異 x Kras 変異マウスでの白血病
発症を新たに試みた。今後、この白血病マウスモデルの白血病発症前の造血幹・前駆細胞にウイ
ルスにより細胞起源を区別できる核酸バーコードを導入し、単一細胞解析を組み合わせて、白血
病発症までの複数の時点で経時的に解析することで、最終的に白血病発症に至った細胞の特徴
を明らかにする。 
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