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研究成果の概要（和文）：　5q-症候群は染色体5q33領域の欠失を特徴とする骨髄異形成症候群（MDS）の亜型であるが
、その責任遺伝子の詳細は不明である。本研究は5q33領域に存在するATOX1という銅シャペロン遺伝子に注目し、HSCの
恒常性維持や5q-症候群発症における役割を明らかにする目的で行った。
　ATOX1ノックアウトマウスの造血幹細胞 (HSC)・各種造血前駆細胞分画を解析すると、骨髄中の各細胞の頻度は野生
型マウスと変わらず、またHSCの長期骨髄再建能・自己複製能にも異常がないことが判明した。以上から、ATOX1はHSC
機能や血球分化に必須ではなく、5q-症候群への関与も限定的であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：5q- syndrome is a subtype of myelodysplastic syndrome characterized by a deletion 
of chromosome 5q33.  To elucidate molecular pathogenesis of 5q- syndrome, we focused on ATOX1, a cupper ch
aperone located in the common deleted region of 5q33.  Frequencies of hematopoietic stem cells (HSCs), mul
tipotent hematopoietic progenitors, and lineage-committed progenitors in the bone marrow were normal in AT
OX1-/- mice, and ATOX1-/- HSCs maintained normal self-renewal and long-term repopulating capacities.  Thes
e results suggest that ATOX1 is not essential for HSC function and hematopoietic differentiation, and that
 ATOX1 has little, if any, roles in 5q- syndrome.  
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１．研究開始当初の背景 
 骨髄異形成症候群（MDS）は、造血幹細胞
（HSC）に遺伝子異常が蓄積することにより
発症するクローン性造血器腫瘍である。MDS
における遺伝子異常は HSC の自己複製能亢
進・クローン増幅と血球分化異常を誘発し、
血球減少を主体とした多彩な臨床症状を引
き起こす。５番染色体長腕（5q）は MDS で高
頻度に欠失を認める領域で、ここには造血制
御に関わる重要な遺伝子が存在すると考え
られてきた。5q-症候群は 5q33 の欠失を特徴
とする MDS の一亜型であり、大球性貧血と血
小板増多、巨核球の異形成を特徴とする。
5q33 領域には約４０個の遺伝子が存在する
が、遺伝子欠損マウスや shRNA によるノック
ダウンの解析から、それら遺伝子のうち
RPS14, miR145, miR146a が 5q-症候群の責任
遺伝子であることが明らかにされている。
RPS14 遺伝子はリボソームのプロセッシング
に重要な遺伝子であるが、これを欠失したマ
ウスは赤芽球分化異常と大球性貧血をきた
すことが報告された。また、miR145, miR146a
は5q-症候群患者のCD34陽性細胞中で発現が
低下しており、これら遺伝子のノックダウン
では血小板増多と巨核球異形成が生じる。し
かしながら、これら遺伝子の欠失は 5q-症候
群に類似した血球分化異常を再現するもの
の、もう一つの重要な表現型である自己複製
能亢進やクローン増幅を十分に説明できる
ものではない。したがって、5q33 領域に存在
する RPS14, miR145, miR146a 以外の遺伝子
が、5q-症候群のクローン増幅に関与してい
る可能性が強く示唆されている。 
 ATOX1は細胞内の銅輸送に関与する、銅シャ
ペロン蛋白質である。銅は生体機能に必須の
稀少元素であり、細胞増殖、細胞内呼吸、活
性酸素除去、組織修復、血管新生など多彩な
生命現象に関与している。ATOX1は細胞内の銅
イオンを結合し細胞外へ分泌する働きをもつ
が、近年銅結合型のATOX1は転写因子としても
機能しCyclin D1やSOD3遺伝子の転写を制御
することが報告された。このようにATOX1は単
なる銅シャペロンとしてだけでなく、様々な
分子機能をもつことが明らかにされつつある。
ヒトATOX1遺伝子は5q-症候群の共通欠失領域
である5q33に存在し、さらに5q-症候群患者の
骨髄単核球ではATOX1の発現が恒常的に低下
していることが報告されている。 
 以上のことから、ATIX1はHSC機能に重要な
役割を果たし、5q-症候群の病態形成に関わっ
ていることが示唆された。 
 

２．研究の目的 
 本研究は、ATOX1 が HSC の自己複製・多分
化能などの恒常性維持に果たしている役割
を明らかにすると同時に、ATOX1 遺伝子のヘ
テロ欠損が5q-症候群や5q欠失を伴うMDSの
病態形成、特にクローン増幅にどのように関
与しているかを解明することを目的として
行った。これにより、HSC 機能制御の分子メ
カニズムの詳細を明らかにするだけでなく、
ATOX1 やその下流因子を標的とした MDS の新
規治療薬開発へつなげることを目指し研究
を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) ATOX1 ノックアウトマウスの造血幹細胞
（HSC）・造血前駆細胞（HPC）分画と血球分
化パターンの解析 
① ATOX1 ノックアウトマウス・野生型マウ

スの骨髄単核球を採取し、HSC 分画
（CD34-Flt3-KSL, CD150+KSL）、HPC 分画
（ CD34+Flt3-KSL, CD34+Flt3+KSL ）、
common myeloid progenitor (CMP) 、
granulocyte monocyte progenitor (GMP), 
megakaryocyte-erythroid progenitor 
(MEP)分画の割合をフローサイトメトリ
ーで解析する。 

② ATOX1 ノックアウトマウス・野生型マウ
スの末梢血、脾臓細胞、胸腺細胞を採取
し、好中球・リンパ球などの成熟血球分
画の割合を、FACS により解析する。 

③ 上記の解析を、生後８，２０，４０週齢
のマウスについて行い、週齢による HSC/ 
HPC 分画および前駆細胞分画の割合、血
球分化パターンの変化を明らかにする。 

 
(2) ATOX1 ノックアウト HSC の長期骨髄再建

能・自己複製能の解析 
① ATOX1-/-, ATOX1+/-マウス,野生型マウス

から、HSC（CD34-KSL, CD150+KSL）分画
を FACS によりソーティングする。 

② ソーティングした細胞を 2 x 105個の競
合細胞（competitor; Ly5.1/5.2）と mix
し、致死量放射線照射（950rad）したレ
シピエントマウス（Ly5.1）へ経静脈的
に移植する。 

③ 移植後４，８，１２週にレシピエントマ
ウスの採血を行い、ドナー細胞のキメリ
ズムならびに３系統（好中球・B細胞・T
細胞）への分化を FACS で解析、ATOX1-/-, 
ATOX1+/-, ATOX1+/+ HSC の長期骨髄再建能
と多分化能を判定する。 

④ １次移植したマウスから骨髄細胞を採



取し、2 x 106 個の細胞を致死量放射線
照射したレシピエントマウスに２次移
植する。移植後４，８，１２週にレシピ
エントマウスの採血を行い、ドナー細胞
のキメリズムならびに３系統（好中球・
B細胞・T細胞）への分化を FACS で解析
する。 

⑤ ４と同様に２次移植したマウスから骨
髄細胞を採取し、新しいレシピエントマ
ウスに３次移植、経時的にキメリズム解
析を行う。以上より、ATOX1-/-, ATOX1+/-, 
ATOX1+/+ HSC の自己複製能を判定する。 

 
４．研究成果 
 まずATOX1ノックアウトマウスの造血幹細
胞（HSC）・造血前駆細胞（HPC）分画と血球
分化パターンの解析を行ったところ、ATOX1
ノックアウトマウス骨髄のHSC分画（CD34- 
Flt3-KSL, CD150+KSL），HPC分画（CD34+ 
Flt3-KSL, CD34+Flt3+KSL），各種前駆細胞分
画の割合は、野生型と比較して有意な差は認
められないことが明らかとなった。また同様
に、骨髄共通骨髄前駆細胞、共通リンパ系前
駆細胞分画や末梢血成熟好中球・単球・リン
パ球分画にも差がないことが明らかとなった。 
 続いてATOX1ノックアウトマウスのHSC機能
について検討を加えた。ATOX1ノックアウトマ
ウス骨髄からFACSを用いてHSC（CD34-Flt3- 
KSL, CD150+KSL細胞）を精製し競合細胞とと
もにレシピエントマウスに移植、経時的に末
梢血のドナーキメリズムを測定することで長
期骨髄再建能を検討した。また生着した骨髄
細胞を継代移植することで、HSCの自己複製能
を検討した。この結果、ATOX1ノックアウトマ
ウス由来HSCと野生型HSCでは、長期骨髄再建
能・自己複製能に差は見られないことが判明
した。 
 以上から、ATOX1 欠失により骨髄・末梢血
の各血球分画には異常を来さないこと、
ATOX1 欠失は HSC 機能に影響を与えないこと
が明らかとなった。 
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