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研究成果の概要（和文）：マイクロRNA (miRNA) は、ターゲットのmRNAと結合しその発現を制御する小RNA分子
である。発がん過程において、発現が変化するmiRNAの報告は多いが、その変異が直接発癌に関わるという報告
はない。miR-142は、主に造血系で発現しているmiRNAで、マウスとヒトでその配列は100％一致している。我々
は、急性骨髄性白血病患者において報告されたmiRNA-142-3pのシード領域の変異(A55G)を持つマウスを作出し、
その血液細胞がT細胞白血病を引き起こすことを発見した。さらに、Idh2変異も同時に導入することで、よりヒ
トの病態に近い、骨髄性白血病になることも明らかにした。

研究成果の概要（英文）：MicroRNAs (miRNAs) are small RNA molecules that bind to target mRNAs and 
regulate their expression. Although there have been many reports of miRNAs showing altered 
expression during carcinogenic processes, there are no reports of miRNA mutations directly causing 
carcinogenesis. miR-142 is a miRNA expressed mainly in the haematopoietic system and its sequence is
 100% identical in mice and humans. We generated mice with a point mutation (A55G) in the seed 
region of miRNA-142-3p, reported in patients with acute myeloid leukaemia, and found that the 
mutated blood cells cause T-cell leukaemia. We also found that simultaneous introduction of an Idh2 
mutation resulted in myeloid leukaemia, which is more similar to the human condition.

研究分野：実験動物学

キーワード： マイクロRNA　機能獲得型遺伝子変異　白血病

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでに様々ながん細胞においてmiRNAの一塩基変異の発生が報告されているが、それらではmiRNAの発現変動
のみを解析しており、現在までに直接がん化を誘導するmiRNAの遺伝子変異については報告がない。我々の作製
したmiR-142点変異マウスでは、野生型miR-142が減少したことによる従来の標的遺伝子の発現上昇と、変異型
miR-142によって新たに標的となった遺伝子の発現抑制の両方が起こることで、血球の分化異常をきたし白血病
を発症することが明らかになった。
本研究は、miRNAにはseed配列の一塩基変異のみでがんが誘導される機能獲得型変異が存在することを証明する
世界初の報告である。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

マイクロ RNA（miRNA）は遺伝子の発現調節に重要な役割を果たしている低分子 RNA であるが、悪

性腫瘍において miRNA の広範な発現量減少が報告されるなど、発がんや悪性化における miRNA の

関与が注目されている。一方で、発現上昇する miRNA も報告されており、発がん遺伝子としても働くの

ではないかと考えられているが、タンパクをコードする遺伝子に多く検出される、無限の細胞増殖へ導く

ような miRNA の変異は報告されていない。我々は、他の癌腫に比較して極めて少数の遺伝子変異の蓄

積で発症することが知られている急性骨髄性白血病（acute myeloid leukemia：AML）に着目した。2013

年、AML 患者 200 人中７人から miRNA の変異が報告され、その中で miRNA-142 の変異が最も高頻

度であり、４人から５個の１塩基置換が生じていた。miR-142 KO マウスは、すでに報告されており(PLOS 

ONE 10: e0136913, 2015)、ホモ接合体において各種免疫系細胞の分化異常や遺伝子の発現異常が

観察されているが、AML は全く発症しておらず、ヘテロ接合体の表現型に関する記述は皆無であること

から表現型はなかったと推測される。しかしながら、AML 患者で検出される miRNA 遺伝子の異常は、そ

のほとんどが１塩基置換であり、ヘテロ接合体の状態である。以上のような状況から、我々は、miR-142

の１塩基変異は単純な機能不全ではなく、ヘテロ接合体でも血液腫瘍を引き起こすような機能獲得型

の変異になっているのではと考え、最も報告例の多いmiRNA142のA55G変異を持つマウスをCRISPR-

Cas9 を用いて作出した。A55G 変異ヘテロ接合体の骨髄細胞を移植されたレシピエントマウスは全て白

血病を発症し、この変異は血液腫瘍を引き起こす機能を獲得していると確信するに至った。 

 
２．研究の目的 
１つの miRNA は 100 以上の遺伝子発現制御に関わると推測されており、この変異も多くの遺伝子発現

に影響を与えている可能性が高い。造血系細胞において、miRNA142 の A55G 変異によって発現に影

響をうける遺伝子群とそのネットワークは何か、miR142-A55G 変異マウスと miR142-KO マウスの表現型

の比較解析により、一塩基変異が引き起こす表現型の違いを検証し、miR142-A55G の機能獲得変異

の作用機序を明らかにすることが目的である。 

 
３．研究の方法 
miR142-KO ホモ接合体 およびヘテロ接合体と、miR42-A55G [これ以降、miR142-A55G を miR142-

mutant-Knock in (Ki)マウスとして表記する。] ホモ接合体およびヘテロ接合体のマウス個体の血液細

胞に焦点を当て、表現型の比較解析を行う。また、これらの変異マウスの骨髄をレシピエントマウスに移

植を行い, 一ヶ月ごとに末梢血での血球成分を比較した。白血球の増加が見られたマウスについて、ど

のような遺伝子発現変化が起こり白血病化を誘導するのかを明らかにするため、造血幹前駆細胞 

(HSPC)及び CD8+T細胞 (T-cell) の RNA-sequence により発現の網羅的解析を行った。 

 
４．研究成果 

(1) 変異マウスの表現型解析 

miR142-KO, miR142-Ki マウスの生存曲線を確認し

たところ、miR142-KO ホモ接合体と比べ miR142-Ki

ホモ接合体の方が早めに死亡し、生後 150 日目まで

に半数が死亡することが観察された。また、miR142-
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図１ miR142 変異マウスの生存曲線 



り、生後 150 日目あたりから死亡する個体も複数みられた (図

1)。KO よりも Ki の方が重篤な表現型を示すということは、この

変異が機能獲得型であることを強く示唆する。 

組織学的解析を行ったところ miR142-Ki ヘテロ接合体では脾

臓の白脾髄が増加経向にあり、miR142-Ki ホモ接合体では組

織崩壊していた。また、ホモ接合体では異常な細胞が肝臓に

おいて浸潤していることが観察された (図２)。 

末梢血の Flow cytometry 解析を行ったところ、miR142-Ki/+

では顆粒球が増加傾向にあり、リンパ球系では CD4+T 細胞が

減少し、CD8+T 細胞が増加傾向にあった。これらから、A55G

変異によりヘテロ接合体においても末梢血の T 細胞分化に影

響を及ぼしていることが示唆された。 

(2) 骨髄移植実験による miRNA-142 KO, Ki の表現型 

血球細胞内において miR-142-A55G 変異が白血病発症を促進させるのかを解明するため、WT (+/+)、

KO ホ モ (-/-) 、

miR142-Ki ヘ テ ロ 

(Ki/+)、miR142Ki ホ

モ (Ki/Ki) マウスか

ら採取した骨髄細胞

を致死量の放射線照

射した Ly5.1+マウス

に移植した。(図３a) 

移植２ヶ月後ではどれも白血球数 (WBC) の低下を示し、以前の報告にあった miR142-KO と同様の

表現型である造血障害を示した。その後さらに観察を続けると全て移植後 1 年以内に死亡することがわ

かった。生存期間中央値は KO: 241日, Ki/+: 238 日, Ki/Ki: 147 日であり、ここでも Ki の方が重篤な

表現型を示した(図 3b)。KO では死亡直前に白血球の増加が見られたものは２匹のみであったが、Ki/+

では半数以上の１５匹において白血球の増加が確認された。これは、AML の患者で見つかった miR142

の変異は全てヘテロ接合体であったことと合致し、この変異が機能獲得型変異であると考えられた。 

(3) miR142 A55G ヘテロ変異による白血病化の証明とそのメカニズム解明を目指した解析 

miR142-Ki ヘテロ (Ki/+)の骨髄移植レシピエントマウスで白血病発症後の骨髄を分取し他のレシピエ

ントマウスに再度移植する 2次移植実験を行い、白血病細胞の自己複製能を評価した。（以降、移植後

２ヶ月の発症前マウス骨髄細胞を Pre、発症後の細胞を Leu と区別して表記する。）2 匹のマウスから 5

匹ずつに 2次移植を行い、全てのマウスが移植後 2ヶ月程度で死亡した (図４b)。Flow cytometry解析

により、2 次移植マウスでは T 細胞性白血病細胞へ血球分化が偏ることが観察された (図４c)。組織学

的な解析においても、非リンパ器官に白血病細胞が大きく浸潤しており、miR142-A55G を持つ白血病

細胞は持続した自己増殖能をもち、2次移植先でも自己複製を繰り返すことが証明された。 

図 2 miR142 変異マウスの組織解析。上は

脾臓、下は肝臓。左が野生型、中ヘテロ接

合体、右ホモ接合体 

図 3 a)骨髄移植実験と b)移植後の生存曲線 

図４ a) Ki ヘテロマウスの骨髄 2 次移植実験と b)移植後の生存曲線、c)骨髄細胞の FACS 解析 



白血病がクローナル増殖によるものかどうか調べるため、T細胞受容体（TCR）の構成成分の発現状況

を比較する、TCRレパトア解析を行った。3匹の miR142-Ki/+ (Leu) の白血病化T細胞全てにおいて、

TCR の構成遺伝子が単一的に増殖していることがわかった。このことから、miR142-A55G Ki マウスでは

クローナル増殖による白血病を発症することが証明された。 

次に、miR142 A55G変異が血病化を

誘導する機序解明のため、WT 、移

植後 2ヶ月目発症前の Ki/+ (Pre)、白

血病発症後の Ki/+ (Leu)の HSPC と

CD8+T細胞 (T-cell) についてRNA-

sequencingを行った。 

発現が変動した遺伝子の遺伝子オ

ントロジー (GO) 解析の結果、白血

病化した T-cell で発現が上昇した遺

伝子群は細胞周期や代謝プロセスと

関わる GO タームが濃縮されていた

(図５c)。一方で Ki/+ (Leu) の HSPC, 

T-cell の両方で発現が低下した遺伝

子群は、白血球の分化や正常な T 細胞としての免疫機能に関わる GO タームが濃縮されていた (図５

d)。miR142-A55G Ki マウスでは骨髄の HSPC において T細胞としての分化に関わる転写プログラムが

抑制され、白血病細胞の増殖を促進する遺伝子群の発現が活性化することが示唆された。 

miR142 の一塩基変異が miRNA の機能にどのように関与するのか、白血病細胞においてどの遺伝子

を制御しているのかを明らかにするため、miRNA の結合予測を行う miRDBオンラインデータベースを用

いて標的遺伝子を予測した。miR-142-A55G の予測標的遺伝子は 298個、miR142-WTの予測標的遺

伝子は 374 個あったが、共通の遺伝子は 21 個しかなく、機能が大きく異なることがわかった。(図５a) 

miR142-WT の標的遺

伝子 374 個について発

現 量 を 各 WT, Ki/+ 

(Pre), Ki/+ (Leu) の

HSPC, T-cell で比較し

たところ、多くの遺伝子

が HSPC 上で高発現し

ていたが、興味深いこと

に 白 血 病 発 症 後 の

miR142-A55G Ki/+では

HSPC, T-cell 上で共に

同じ遺伝子が発現上昇

していた(図５b)。それら

の遺伝子群の GO 解析

を行ったところ、代謝のプロセスや低分子 GTPaseシグナルの GO タームが濃縮されていた (図 5c)。す

なわち、miR-142-A55G Ki/+の白血病細胞では、野生型 miR142 の発現減少により標的遺伝子抑制の

機能が減弱した結果、標的遺伝子と予測される Rhebや Rras など細胞増殖シグナル伝達を活性化させ

る遺伝子の発現が増加していた (図 5d)。実際に qRT-PCR により、Ki/+(Leu) HSPC では Rhebや Rras

図 5 a) Volcano plot b) Heatmap、c)は発現上昇した遺伝子群の GO 

analysis、d)は発現低下した遺伝子群骨髄細胞の GO analysis 

図５ 野生型 miR142 の標的遺伝子の発現解析結果 



の発現レベルが増加したこと

が確認された (図 5e)。 

次に、変異 miR142-A55G

の予測標的遺伝子を比較し

たところ、WT の HSPC や T-

cell で高発現していた遺伝子

群が Ki/+ (Leu)で発現が減

少し、２つのクラスターを形成

することが確認された (図６

b)。GO 解析の結果、クラスタ

ー#１は主に Ki/+ T-cell で発

現が低下しており、アポトー

シスや T細胞としての分化や

機能を多く含んでいた (図６

c)。一方、クラスター#２の遺

伝子は主に Ki/+ HSPC で発現が低下しており、血球の分化や代謝プロセスと多く関わることが判明した 

(図６d)。各タームの上位遺伝子群を解析したところ、変異 miR142-A55G によって、Akt-mTOR 経路を

阻害する遺伝子である Camk1d や Parp1, Zfp36l2 が直接発現阻害を受けており、その結果、血球分化

やアポトーシスの誘導が起こらず T細胞性の白血病発症を誘導することがわかった (図６e-g)。 

以上の結果をまとめると、miR142 A55G 変異が入ることで、元々の miR142 の標的遺伝子群について

は抑制が緩和される機能損失効果と、seed 配列が変わったことにより新たに獲得した標的遺伝子を抑

制する機能獲得効果の２つの現象が相乗的に働き、白血病を発症させると考えられた。 

miRNA の異常発現はがんを含む多くの疾患で観察されおり、また、変異も報告されている。しかし、

miRNA の一塩基変異は機能損失型変異であるという報告が多く、ヒトの疾患に関係する機能獲得型の

変異に関しては、骨系統疾患で認められたmiR-140のseed配列の一塩基変異のみである。最近では、

抑制対象である癌促進因子の miRNA と結合する領域に変異が入ることで発現の抑制を逃れ、がん発

症が促進される報告もあるため、miRNA の変異ががん化を起こす可能性は十分にあったものの、報告

はなかった。今回、我々は、miRNA-142 の一塩基変異によって、本来の抑制機能の減弱と新たな抑制

機能獲得の両方により、白血病が発症するという結果を初めて示すことができた。 

今回の研究目的は、AML 患者でみつかった遺伝子変異を持つマウスモデルの作製と解析であったが、

マウスにおいては、AML ではなく CD8+T 細胞性白血病を発症した。AML を含む白血病においては、

多段階の遺伝子異常が蓄積することで発症することが知られており、miR142 に変異を持つ 4 人の患者

のうち 3 人は IDH2 遺伝子の R140Q変異も併せ持っていることが報告された。そこで、miR142-A55G と

同時に Idh2-R140Q変異の挿入も行った。この変異を持つだけで、マウスの生存率は低下し、二重変異

を持つマウスを得ることは稀であった。そこで、miR142-A55G と Idh2-R140Q の二重変異 ES 細胞を樹

立した。キメラマウスにすることで生存率が上がり、安定供給ができるようになった。二重変異マウスの骨

髄移植を行ったところミエロイド系の細胞増殖が観察され、AML モデルになると期待される。 

 

 

図 6 変異 miR142 の標的遺伝子の発現解析結果 
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