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研究成果の概要（和文）：ダウン症のTAMにおいてGATA1変異タイプが巨核球分化と白血病進展に及ぼす影響を調
べるために本研究を行い、以下の成果を得た。
１．ダウン症のAML細胞株CMK11-5にGATA1sタンパクの発現を誘導したところ、巨核球関連遺伝子の発現レベルの
亢進が観察され、GATA1sタンパクの高発現が巨核球系への分化を促進する可能性が示唆された。
２．CMK11-5細胞株のGATA1変異を、早期終止コドンをきたす変異からスプライシングの異常をきたす変異に改変
したところ、巨核球関連遺伝子の発現レベルは後者で高く、巨核球系への分化の促進が示唆された。GATA1sタン
パクの発現レベルは後者で高い傾向にあった。

研究成果の概要（英文）：We performed this study to evaluate the effects of GATA1 mutation types on 
megakaryocytic differentiation and development of leukemia in infants with Down syndrome and TAM and
 obtained following results.
1. We found that overexpression of GATA1s protein upregulated the expression of megakaryocytic genes
 in an AML cell line of Down syndrome, CMK11-5, suggesting that the high expression of GATA1s 
protein may promote megakaryocytic differentiation.
2. We edited the GATA1 mutation of CMK11-5 cell line from premature termination codon (PTC) type to 
splicing error (SE) type and found that expression levels of megakaryocytic genes were higher in the
 SE type, suggesting the SE type of the GATA1 mutation may induce megakaryocytic differentiation 
more efficiently than the PTC type. Expression level of GATA1s protein was slightly higher in the SE
 type than the PTC type.

研究分野： 小児科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでの研究により、ダウン症のTAMにおいて、GATA1変異のタイプにより血小板数やAMLに進展する率が異な
ることは分かっていたが、その機序は不明であった。本研究により、GATA1変異のタイプにより巨核球分化に及
ぼす影響が異なり、その影響はGATA1sタンパクの発現レベルの違いによることが示唆された。巨核球分化を促進
するGATA1変異タイプはAMLに進展する率が低いことが予想され、今回の結果は過去に行われた臨床研究の結果と
矛盾のない結果であった。GATA1変異解析により、AMLに進展する高危険群を正確に同定できるようになれば、
AMLの早期発見・早期治療や、予防に応用できる可能性がある。

※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 
（１）ダウン症候群の新生児の約 10%は一過性異常骨髄増殖症（TAM）という一過性の白血病
を発症する。ほぼ全例で血球特異的転写因子 GATA1 の遺伝子変異がみられ、変異により完全長
の GATA1 タンパクが発現せず、短縮型の GATA1 タンパク（GATA1s）のみが発現する。約 20%
の症例は肝線維症や呼吸循環不全のため早期に死亡し、寛解例の約 20~30%は 4 歳までに真の
白血病（AML）を発症することが問題になっている。 

 
（２）以前我々は、GATA1 変異のタイプにより GATA1s タンパクの発現レベルが異なること、
GATA1 変異タイプにより白血球数や芽球数、AML に進展する率が異なることを報告した
（Blood 2010）。この結果を確認するために、日本小児白血病リンパ腫研究グループ（JPLSG）
の多施設共同臨床試験 TAM-10 に参加した 167 例を解析したところ、スプライス変異（splicing 
error, SE）と 1 番目の翻訳開始コドンを失う変異（loss of first methionine, LOM）では、早期
終止コドンをきたす変異（premature termination codon, PTC）よりも有意に血小板数が高値で
あることが明らかになった。さらに、SE は他の変異よりも AML への進展が少ない傾向にあっ
た。この結果は、GATA1s タンパクの高発現群は低発現群に比べて有意に AML 進展が少ないと
いう既報の結果と矛盾しないものであった（Blood 2010）。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、TAM において GATA1 変異タイプにより血小板数や AML への進展率が異

なる仕組みを明らかにし、AML 進展の高危険群の同定や、新しい予防法・治療法の開発につな
げることである。具体的には、以下の 2 点に絞って研究を行う。 

 
（１）SE タイプと LOM タイプの GATA1 変異が TAM 芽球から巨核球への分化・増殖を促進
する仕組みを明らかにする。 
 
（２）SE タイプの GATA1 変異が AML への進展率が低い仕組みを明らかにし、予防や治療の
標的となる分子や経路を同定する。 
 
３．研究の方法 
（１）TAM 患者検体を用いた分化能、細胞増殖能、未分化性の解析 
TAM 芽球を抗 CD34 抗体を用いて分離し、通常のコロニーアッセイを行い、GATA1 変異タイプによ
り各 lineage への分化能・増殖能に違いがみられるか評価する。また、SCF、IL-6、IL-9、TPO を
含む培地で培養し、巨核球への分化能・増殖能を評価する。Flt3L、SCF、IL-3、IL-6、TPO を含
む培地で長期培養を行い、未分化な造血前駆細胞の評価を行う。また、巨核球分化や細胞増殖、
自己複製能、アポトーシスなどに関連する遺伝子群の発現を定量 RT-PCR で解析し、GATA1 変異
タイプにより発現パターンが異なる分子や経路を同定する。 
 
（２）白血病細胞株を用いた機能解析 
ダウン症候群の AML 細胞株である CMK11-5 に、ドキシサイクリンで発現誘導可能な変異 GATA1 遺
伝子をレトロウイルスを用いて導入する。ドキシサイクリンで GATA1s タンパクの発現を誘導し、
誘導前後で細胞増殖や形態、表面マーカーなどの解析を行い、GATA1s タンパクの発現量と細胞
増殖能や巨核球への分化能・増殖能との関連を解析する。また、上記の遺伝子群の発現を定量 RT-
PCR やウエスタンブロッティングで解析する。GATA1s タンパクの誘導により発現が変化する分
子や経路を同定し、AML 進展への関与が疑われるものについては阻害薬の影響も調べる。ダウン
症候群の AML の発症に MYC 経路が重要であることが解明されつつあり、この経路を重点的に解
析する予定である。 
 
（３）正常臍帯血造血幹細胞を用いた巨核球への分化・増殖能の解析 
Maroz らの方法（Leukemia 2014）に従い、臍帯血 CD34 陽性細胞の内因性 GATA1 をレンチウイル
スベクターを用いてノックダウンするとともに、様々な変異を持った GATA1 遺伝子を導入する。
上記の１と同様に、各 lineage への分化能・増殖能、巨核球への分化能・増殖能、未分化な造血
前駆細胞の評価および遺伝子発現解析を行う。 
 
（４）白血病細胞株を用いた機能解析 
GATA1 変異タイプと臨床像との関連が、GATA1s タンパクの発現量に依存しない可能性も考慮し、
以下の解析も行う。CMK-11-5 に CRISPR/Cas9 システムを用いて種々の変異 GATA1 遺伝子を導入
する。上記の 2 と同様に、細胞増殖や形態、表面マーカー、遺伝子発現などについて解析を行う。
GATA1 変異タイプにより発現パターンが異なる分子や経路を同定し、AML 進展への関与が疑われ
るものについては阻害薬の影響も調べる。 
 



４．研究成果 
 
（１）当初、患者検体を用いて分化能、細胞増殖能、未分化性の解析を行う予定であったが、芽
球割合や白血球分画などの条件が患者によって大きく異なることから、細胞株を使った実験を
優先して行った。GATA1s タンパクの発現レベルの違いが巨核球分化に及ぼす影響を調べるため
に、ダウン症候群のAML細胞株であるCMK11-5に、ドキシサイクリンで発現誘導可能な変異GATA1
遺伝子をSleeping Beautyシステムを用いて導入した。その結果、ドキシサイクリンで変異GATA1
遺伝子の発現をゆるやかに誘導できる細胞が得られた。この細胞をドキシサイクリンで処理し
GATA1s タンパクの発現を誘導したところ、巨核球関連遺伝子である ITGA2B、ITGB3、MPL の発現
レベルの亢進が観察された。一方、GP1BA、GP5、GP9 などの巨核球関連遺伝子の発現レベルに大
きな変化はみられなかった。これらの結果から、GATA1s タンパクの高発現が巨核球系への分化
を部分的に促進する可能性が示唆された。 
 
（２）GATA1 変異タイプにより巨核球系への分化能や GATA1s タンパクの発現レベルが異なるこ
とを確認するために、ダウン症候群の AML 細胞株である CMK11-5 に、CRISPR/Cas9 ゲノム編集技
術を用いて様々な GATA1 変異の導入を試みた。CMK11-5 はもともと PTC タイプの GATA1 変異
（c.5_7delinsC, p.Glu2Alafs*37）を持っているため、SE タイプの変異を導入し（もともとの
変異のあるエクソン 2 はスプライスアウトされる）、両者を比較・検討する方針とした。その結
果、異なる GATA1 変異を持つ 34 種類のクローンが得られ、32 種類は SE タイプ、2種類は PTC タ
イプ（もともとの変異）を持つクローンであった。巨核球関連遺伝子の発現レベルを解析したと
ころ、ITGA2B、ITGB3、GP5、GP9、MPL など多くの巨核球関連遺伝子の発現レベルが SE タイプで
高く、巨核球系への分化の促進が示唆された。GATA1s タンパクの発現レベルは SE タイプで高い
傾向にあり、既報と矛盾のない結果であったが、その差はわずかであった。 
 
（３）SE タイプと PTC タイプにおける GATA1s タンパクの発現レベルの差がわずかであったこと
から、クローン化の過程で GATA1s タンパクの発現レベルが変化した可能性も考え、ゲノム編集
4日後にも同様の解析を行った。その結果、GATA1s タンパクの発現レベルは SE タイプで高い傾
向にあることが確認された。また、巨核球関連遺伝子の発現レベルを解析したところ、ITGB3 の
発現レベルが SE タイプで高く、巨核球系への分化の促進も確認された。 
 
（４）これらの結果から、GATA1 変異のタイプにより巨核球分化に及ぼす影響が異なり、その影
響はGATA1sタンパクの発現レベルの違いによることが示唆された。巨核球分化を促進するGATA1
変異タイプは AML に進展する率が低いことが予想され、今回の結果は過去に行われた臨床研究
の結果と矛盾のない結果であった。GATA1 変異解析により、AML に進展する高危険群を正確に同
定できるようになれば、AML の早期発見・早期治療や、予防に応用できる可能性がある。 
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