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研究成果の概要（和文）：次世代シーケンサーを用いた検討から、転写因子STAT5が、BCR-ABLシグナル依存性に結合す
る領域をC/EBPβ遺伝子の下流遠位領域において新たに同定し、C/EBPβのエンハンサーである可能性が考えられた。
また、CMLにおいて治療薬として用いられてきインターフェロンα（IFNα）が、STAT5を介してC/EBPβの発現を誘導す
ること、またIFNα刺激誘導性に前述のエンハンサー候補領域にSTAT5が動員されることを明らかにした。さらに、CML
マウスモデルにおける検討からも、IFNαはC/EBPβを介してCML幹細胞の分化と枯渇を誘導することを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：By analysis using a next-generation sequencer, we identified a novel 3’ distal 
enhancer region of Cebpb, where STAT5 are recruited in a BCR-ABL signaling-dependent manner.
We also found that IFNα, which has been used for the treatment of CML, can efficiently upregulate 
C/EBPβ expression, and promote exhaustion and differentiation of CML stem cells through C/EBPβ. 
Interestingly, IFNα phosphorylate STAT5 including STAT1 and STAT3, and recruited STAT5 to a Cebpb 
enhancer region, which we identified in this study. IFNα also decreased CML stem cells in a mouse model, 
and this effect is abolished in C/EBPβ-deficient CML stem cells, indicating that the in vivo effect of 
IFNα is mediated by C/EBPβ.

研究分野：腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
 	 転写因子 C/EBPβは、感染やストレス刺激
下におけるミエロイド優位の造血亢進に必
須の転写因子であり、造血幹細胞・前駆細胞
レベルからの増殖亢進とミエロイドへの分
化を強力に誘導することで、緊急時の速やか
な顆粒球産生を担うことを我々は報告して
いる（Hirai H et al, Nat Immunol 2006; Satake S 
and Hirai H et al, J Immunol 2012）。 
	 さらに、慢性期の慢性骨髄性白血病（CML）
で見られる成熟好中球の増加の病態にも、
BCR-ABL シグナル依存性に発現誘導される
C/EBPβ が関与することを明らかにしてきた
（Hayashi Y and Hirai H et al, Leukemia 2013）。 
	  
２．研究の目的 
	 今回の研究の目的は、 
（1）BCR-ABLシグナルで活性化される様々
な下流分子のうち、どの分子が C/EBPβ の発
現誘導に重要であるかを明らかにすること、 
（2）C/EBPβ の機能として、「ミエロイドへ
の分化誘導」に着目し、未分化かつ静止期に
維持されるCML幹細胞においてC/EBPβの発
現や機能を増強することで、CML幹細胞の分
化と枯渇を誘導し、C/EBPβを介した CML幹
細胞を標的とする新規治療戦略を開発する
こと、の 2点である。 
 
３．研究の方法 
（ 1 ） C/EBPβ の 発 現 制 御 に 関 わ る
BCR-ABLシグナル下流分子の同定  
	 これまでの C/EBPβ の発現制御に関しては、
プロモーター領域への STAT3 や CREB とい
った転写因子の結合が報告されているため、
C/EBPβ遺伝子上流に STAT5が結合し、転写
活性化に関与する領域が存在するかどうか、
reporter assayで検討を行う。また、遠位エン
ハンサーを介した制御の可能性も考慮し、
reporter assayでの検討が難しい場合には、ク
ロマチン免疫沈降産物の次世代シーケンス
解析（ChIP-seq）を行い、C/EBPβ遺伝子の上
流・下流の領域を網羅的に探索する。 
 
（2）C/EBPβを介した CML幹細胞を標的
とした新規治療法の開発  
	 BCR-ABL シグナル非依存性に生存してい
る CML幹細胞において、BCR-ABLとは独立
した経路で C/EBPβ の発現や機能を上昇し得
る手法として、サイトカイン刺激を検討する。
どのサイトカインが最も効果的に C/EBPβ の
発現や機能を上昇し得るか、マウス造血幹細
胞株を用いて検討する。また、野生型及び
C/EBPβ ノックアウトマウスの骨髄細胞に、
レトロウイルスを用いて BCR-ABL を導入し、
これをレシピエントマウスに移植すること
で CML モデルを作製し、同定したサイトカ
インを投与することで、CML幹細胞を枯渇さ
せることが可能であるか、検討を行う。 
 
４．研究成果	

（ 1 ） C/EBPβ の 発 現 制 御 に 関 わ る
BCR-ABLシグナル下流分子の同定  
	 C/EBPβ の約 4kb 上流の領域の探索では、
STAT5 の結合部位、また STAT5 による転写
活性化に関与する領域を同定できなかった
ため、京都府立医科大学ゲノム医科学教室と
の共同研究により ChIP-seq を行い、C/EBPβ
遺伝子の上流・下流の領域を網羅的に探索し
た。 
	 マウス造血幹細胞株である EML 細胞にレ
トロウイルスを用いて BCR-ABL を導入し、
抗 STAT5抗体を用いて ChIPを行い、得られ
たゲノム DNA 断片について次世代シーケン
サーを用いて解析を行った。その結果、
C/EBPβの 3’遠位領域に、BCR-ABLシグナル
依存性に STAT5が結合する領域を同定した。
この領域は、ヒトを含めて種間で保存されて
いることを明らかにした。一方、C/EBPβ の
プロモーター領域には、BCR-ABL シグナル
依存性の STAT5の動員は認められなかった。 
	 本研究成果を受けて、今後、CRISPR/Cas9
システムを用いてエンハンサー候補領域の
欠失変異細胞株を作製し、BCR-ABL による
C/EBPβ 発現誘導へのエンハンサー候補領域
の関与について解明する予定である。 
	
（2）C/EBPβを介した CML幹細胞を標的
とした新規治療法の開発  
	 これまで臨床で用いられているサイトカ
インであることから、G-CSF、GM-CSF、IFNα、
TPOによる刺激後の C/EBPβの発現レベルに
ついて検討を行ったところ、最も効率良く
C/EBPβの発現を誘導し得たものが IFNαであ
ったため、以降の実験は IFNα のみについて
検討を行った。 
	 EML細胞に上述と同様にBCR-ABLを導入
し、IFNα また ABL キナーゼ阻害剤 imatinib
を添加した条件で、C/EBPβ の発現と STAT5
のリン酸化を調べたところ、 IFNα は
BCR-ABL 存在下においても、速やかに
STAT5 のリン酸化を誘導し、C/EBPβ の発現
を上昇させた。また、imatinib との併用によ
って IFNαはC/EBPβの発現をより強力に上昇
しえた。また、IFNα刺激によっても、STAT5
は前述のエンハンサー候補領域に速やかに
動員されることが明らかとなり、BCR-ABL
シグナルのみならず、IFNα、また他のサイト
カインによる C/EBPβ の発現誘導においても、
本研究で同定したエンハンサー候補領域が
重要である可能性が考えられた。 
	 さらに、WT または C/EBPβ ノックアウト
（KO）マウス骨髄細胞に BCR-ABLを導入し、
IFNα を添加した条件において serial replating 
assayを行い、白血病幹細胞としての活性を評
価した。IFNα は colony 形成能を低下させ、
細胞表面抗原また細胞形態の評価からもミ
エロイドへの分化を誘導したが、これらは
C/EBPβ を一部介したものであることが明ら
かとなった。 
	 また、CMLモデルマウスに IFNαを投与し、



 

 

CML幹細胞への影響を検討したところ、IFNα
は CML 幹細胞を有意に減少させ、その効果
についても C/EBPβを介したものであった。 
	 以上から、本研究によって、BCR-ABL は
STAT5を活性化し、新たに同定したエンハン
サーを介して C/EBPβ の発現を誘導している
可能性が示唆された。また、CMLの治療にこ
れまで用いられてきた IFNαも、同じく STAT
分子のエンハンサーへの結合を介して
C/EBPβを発現上昇させ、CML幹細胞の分化
と枯渇を誘導することが考えられた。 
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