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研究成果の概要（和文）：本研究では難治性急性骨髄性白血病(AML)の発症に関わり、予後不良因子として知ら
れるNUP98::NSD1がマウスAMLの32DのCD123 (IL-3RA)の発現を誘導する事を明らかにした。我々の作成した
Nup98::Nsd1陽性32D細胞は、CD123の発現増加から、IL-3に対する高感受性を獲得し、化学療法抵抗性を示して
いる可能性が示された。また、CD123の高発現はNUP98::NSD1陽性の小児AML検体でも確認され、我々のデータを
支持するものであった。NUP98::NSD1陽性AMLの予後は現在も不良であり、CD123の阻害が治療につながる可能性
を示した点が本研究の研究成果である

研究成果の概要（英文）：In this study, we demonstrated that NUP98::NSD1, a known critical prognostic
 factor involved in the development of refractory acute myeloid leukemia (AML), induces the 
expression of CD123 (IL-3RA) in the mouse myeloid leukemia cell line 32D. Our NUP98::NSD1-positive 
32D cells showed increased expression of CD123, suggesting heightened sensitivity to IL-3 and 
potential resistance to chemotherapy. Additionally, the high expression of CD123 was confirmed in 
pediatric AML samples with NUP98::NSD1 positivity, supporting the data obtained from our in vitro 
studies. The prognosis for NUP98::NSD1-positive AML remains notably poor, and our research 
highlights the academic significance of the potential for CD123 inhibition to contribute to the 
treatment of this refractory leukemia.

研究分野：胎児医学および小児成育医学関連

キーワード： 急性骨髄性白血病　融合遺伝子　NUP98::NSD1　FUS::ERG
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では難治性急性骨髄性白血病の発症に関わる融合遺伝子の機能を遺伝子導入実験を行って解析した。近年
の遺伝子解析技術の進歩により、白血病の発症や予後に関わる遺伝子異常が多数同定されているが、そうした異
常がどのようにして白血病の発症や治療の効きにくさに関連しているかは十分には解析されていない。本研究で
は、そうした遺伝子異常のひとつとしてNUP98::NSD1融合遺伝子に着目し研究を行い、CD123という分子が新規の
治療標的の一つとなる可能性を示すことができた。難治性疾患の新規治療の開発につながる可能性があり、本研
究の学術的価値はここにあると考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
近年の網羅的ゲノム解析技術の進歩により、小児の急性リンパ性白血病 (ALL) および急性骨
髄性白血病（AML）の発症に深くかかわると思われる「融合遺伝子」が数多く同定されている。
こうした「融合遺伝子」は、化学療法に対する反応性に密接にかかわっており、患者の予後に大
きく影響する事が、これまでの数多くの研究で明らかとなっている。しかしながら、こうした「融
合遺伝子」が白血病発症に関わる機序や、薬剤耐性に関わるメカニズムについては、十分に解明
されているとは言えず、より有効な治療法の開発につなげるためには、「融合遺伝子」の生物学
的な機能を明らかにし、それを制御する方法を確立することが不可欠である。近年、主に Ph-like 
ALL 症例より同定されたチロシンキナーゼタイプの融合遺伝子については、機能解析が進み、
分子標的療法が開発され、治療成績の改善が期待されるが、転写因子として機能する「融合遺伝
子」の機能解析は充分には進んでいない。こうした転写因子型の融合遺伝子の中でも、特に、
AML特異的融合遺伝子である、NUP98::NSD1, FUS::ERGは、両融合遺伝子陽性 AMLの予後
が極めて不良である事から、その機能の解明と制御が有効な治療法の確立に不可欠であると考
えられる。 
 
２．研究の目的 
  
 本研究の目的はNUP98::NSD1, FUS::ERGが造血細胞に与える変化を明らかにし、その機能
を特異的に抑制する方法を明らかにし、新たな治療法の開発につなげる事を本研究の目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
① 難治性 AML の発症に関わる NUP98::NSD1 および FUS::ERG 融合遺伝子に相同性を有するマウ
ス Nup98::NSD1 および Fus::Erg 融合遺伝子を作成し、レトロウイルスベクターにクローニング
し、IL-3 依存性に増殖するマウス AML 細胞株である 32D に導入し、32D の IL-3 非依存性増殖が
誘導されるか検討する。 
② Nup98::Nsd1 および Fus::Erg 融合遺伝子をレトロウイルスベクターを用いて、マウス造血
幹細胞に導入し、各融合遺伝子を恒常的に発現するマウス造血幹細胞を作成する。作成した
Nup98::Nsd1 または Fus::Erg 発現マウス造血幹細胞を用いて、メチルセルロース中でサイトカ
イン（IL-3, IL-6, SCF）存在下で培養し、自己複製能を獲得するか観察する。 
③ Nup98::Nsd1 または Fus::Erg を発現する 32D またはマウス造血幹細胞を用いて、全トラン
スクリプトーム解析を行い、Nup98::Nsd1 や Fus::Erg が制御するシグナル伝達経路を明らかに
し、新たな治療標的を同定する。 
 
４．研究成果 
① ヒト NUP98::NSD1 および FUS::ERG 融合遺伝子と相同性を有するマウス Nup98::Nsd1（図 1）
および Fus::Erg をレトロウイルスベクターにクローニングし、パッケージング細胞から蛋白を
抽出し、その発現を確認した（図 2）。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 Nup98::Nsd1 融合蛋白模式図       図 2 Nup98::Nsd1 融合蛋白の発現の確認 
 
② Nup98::Nsd1 は 32D 細胞の Mac-1 の発現を低下させることが明らかとなった（図 3a, b）。
この結果は、Nup98::Nsd1 が 32D 細胞の分化能を阻害する事を示唆した。また、Nup98::Nsd1 が
32D 細胞に IL-3 非依存性増殖を誘導するか評価したところ、IL-3 非依存性増殖を誘導する事は
なかったが、32D 細胞の IL-3 存在下での増殖優位性を誘導する事が明らかとなった（図 4）。以
上の結果から、Nup98::Nsd1 は 32D 細胞の IL-3 依存性を高めている事が示唆された。 
 



 

図 3 a:ヒストグラム、b: MFI(mean fluorescence intensity)による MAC-1 の発現量の比較 
   *: p<0.05 
 

 
図 4 細胞増殖曲線．Nup98::Nsd1 は IL-3 存在下で増殖優位性を付与する 
 
③ Nup98::Nsd1 が 32D 細胞に IL-3 高感受性を付与するメカニズムについて、より詳細に解析
するため、細胞周期解析を行った。その結果、Nup98::Nsd1 陽性 32D 細胞は IL-3 非存在下で sub 
G1 領域が増加する事が明らかとなり（図 5）、Annexin V アッセイでも、より強くアポトーシス
が誘導される事が示された（図 6）。 

 
 
 
 

図 5 細胞周期解析               図 6 Annexin V アッセイ **, p<0.01 
 
④ Nup98::Nsd1 が 32D に IL-3 高感受性を誘導するメカニズムとして、IL-3 の受容体である
CD123（IL-3RA）の発現誘導の可能性を検討するため、Nup98::Nsd1 の発現が 32D 細胞の CD123 の
発現に与える影響をフローサイトメトリーで検討した。その結果、Nup98::Nsd1 が 32D 細胞の
CD123 の発現を増強する事が明らかとなった（図 7）。また、Nup98::Nsd1 陽性 32D 細胞のマイク



ロアレイ解析でも、Il-3ra の発現上昇が確認された（図 8） 
 

 
図 7 a, ヒストグラム, b, MFI *, P,0.05 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 8 マイクロアレイ解析によるボルケーノプロット 
   Nup98::Nsd1 の発現により Il-3RA の発現上昇がみられる 
 
⑤ 本研究で Nup98::Nsd1 が 32D 細胞の CD123(IL-3RA)の発現増加を通じて IL-3 感受性を高め
る事が明らかとなったため、臨床検体を用いて、NUP98::NSD1 陽性 AML は陰性 AML に比して CD123 
(IL-3RA)の発現が高値であるか検証した。初発の小児 AML の 140 名（NUP98::NSD1 陽性 AML7 名
を含む）の全トランスクリプトーム解析のデータをもとに、NUP98::NSD1 の有無と CD123 (IL-

3RA)の発現量の関係を検討したところ、CD123 (IL-3RA)の発現量は
NUP98::NSD1 陽性 AML 症例で有意に高く、我々の in vitro の研究
データと一致する結果であった（図 9）。 
 
 
 
 
 
 
              
 
 

 図 9 小児 AML140 例の IL-3RA の発現レベル  
     **,p<0.01 
 
⑥ 最後に、我々はマウス造血幹細胞に Nup98::Nsd1 遺伝子を導入し、サイトカイン存在下で自
己複製能を獲得するか検討したが、Nup98::Nsd1 はマウス造血幹細胞に自己複製能を付与する事
はできなかった。 
 
以上をまとめると、①我々が作成したNup98::Nsd1 陽性 32D細胞はCD123 (il-3ra)を高発現し、
IL-3 存在下で増殖優位性を示した。②こうした IL-3 高感受性が、NUP98::NSD1 陽性 AML の生体
内での増殖優位性や、これに起因する化学療法抵抗性に関わる可能性が考えられた。③以上の結
果から、IL-3RAの阻害がNUP98::NSD1陽性AMLの治療として有用である可能性が示唆されるが、
④NUP98::NSD1 陽性 AML の新規治療の評価のためには、よりヒトの NUP98::NSD1 陽性 AML を忠実
に再現したマウスモデルや patient derived xenograft model の利用が必要であると思われる。 
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