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研究成果の概要（和文）：本研究は、DS-AMKL特異的遺伝子変異の機能解析を行い、白血病の多段階発症の分子
機構を解明するために、以下の研究を進めた。
1）DS-AMKL検体を用いてエクソーム解析を行い、多くの新規原因遺伝子を見出し、その機能解析を進めた。　
2）CRSPR/Cas9ゲノム編集で、GATA1sのみが発現するK562細胞亜株を樹立した。GATA1s亜株では、KIT遺伝子の発
現が上昇していた。enChIP法や3C-based proximity ligation法で、KIT遺伝子の-87 kb に存在するGATA1結合領
域がGATA1s変異亜株では親株に比べて転写開始領域に近接していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We performed functional study of Down syndrome associated acute 
megakaryocytic leukemia (DS-AMKL)-specific mutations to understand the mechanisms of multistep 
leukemogenesis in DS, and found the following results.
1）We found many novel recurrent mutations in DS-AMKL samples using whole exome sequencing, and 
performed functional study for these mutations.　2）We established the K562 subclones expressing 
GATA1s exclusively (GATA1s subclones) using CRISPR/Cas9 gene editing. GATA1s subclones expressed KIT
 at higher levels compared to the wild type K562. Engineered DNA-binding molecule-mediated ChIP 
(enChIP) sequencing and 3C-based proximity ligation assays revealed that in the GATA1s subclone, 
GATA1-binding region at -87 kb with respect to the transcription start site was more proximate to 
the KIT transcriptional start site compared to the wild type, suggesting that the N-terminal domain 
of GATA1 is essential for proper genomic conformation and gene expression regulation of KIT.

研究分野： 小児血液学

キーワード： 白血病　ダウン症候群
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１．研究開始当初の背景 
ダウン症では、前白血病状態 TAM から真の

白血病 (DS-AMKL) へ進展するまでの過程を
経過観察できる。このため、白血病発症機構
を解明する上で貴重なモデルである。これま
でに、申請者らは、赤血球・巨核球系転写因
子 GATA1 のほぼ完全な遺伝子構造を決定し 
(Ito et al. Nature 1993)、DS-AMKL に加え、
大部分のTAMにその遺伝子変異が生じている
ことを発見した (Xu et al. Blood 2003)。
また、GATA1 遺伝子変異のタイプは GATA1s の
発現量に影響し、GATA1s の発現量は TAM の
表現型に影響を与えることを見出した 
(Kanezaki et al. Blood 2010)。さらに、巨
核球や DS-AMKL 細胞の異常増殖を抑制する
GATA1 の最小領域を同定した（Toki et al, 
Blood 2013）。しかし、TAM および DS-AMKL 発
症の分子機構については、GATA1 変異以外は
不明であった。 
申請者らは、最近、次世代シーケンサーを

用いて 25 例の TAM/DS-AMKL 症例の全エクソ
ン解析を行い、DS-AMKL では、GATA1 以外に
繰り返し変異の見られる遺伝子を発見した 
(Yoshida, Toki et al, Nature Genetics 
2013)。この結果を受けて、これらの遺伝子
や白血病で高頻度に変異のみられる他の遺
伝子群について、さらに多くの症例（TAM 41
例、DS-AMKL 49 例）で解析を行った。その結
果、TAM では GATA1 以外の遺伝子変異は極め
て稀であるが、DS-AMKL ではコヒーシン複合
体  (RAD21, STAG2, NIPBL, SMC1A, SMC3)
（53%）、CTCF  (20%)、EZH2 などのエピジェ
ネテック制御因子（45%）、および RAS/チロシ
ンキナーゼなどのシグナル伝達系分子（47%）
をコードする遺伝子群に高頻度に変異がみ
られることが明らかになった。特に、コヒー
シン複合体にみられた遺伝子変異は完全に
相互排除的であり、コヒーシンと共に遺伝子
発現制御に関わっている CTCF の変異を含め
ると DS-AMKL の 65%に変異が検出された。以
上の結果より、TAM は 21 トリソミーと GATA1
変異のみで発症している可能性が高く、TAM
のサブクローンにコヒーシン/CTCF などの付
加的な遺伝子異常が加わりDS-AMKLに進展す
ると推定される。 
申請者らが発見した遺伝子変異の中には、

KANSL1やDCAF7などこれまで白血病を含めた
悪性腫瘍で変異が報告されていない遺伝子
も含まれていた。しかし、コヒーシン/CTCF
を含め、機能解析はまだ手付かずのまま残さ
れている。このため、「これらの遺伝子変異
がどのような仕組みで白血病を引き起こす
か？」、「なぜ、これらの遺伝子異常がダウン
症に併発する白血病で極めて高頻度に生じ
るのか？」などの多くの問題が全く未解決の
まま残されている。以上の学術的背景から、
本研究の着想に至った。 
 

２．研究の目的 
本研究の目的は、申請者らが発見した

DS-AMKL の新規遺伝子変異の機能解析を行い、
白血病の多段階発症の仕組みを解明し新規
治療法を開発することである。具体的には以

下の 2 点の目的に焦点を絞って研究を行う。 
1) 新規遺伝子変異がどのような仕組みで

TAM から DS-AMKL を引き起こすかを解明
する。 

2) 新規原因遺伝子を標的とした革新的な
分子標的療法を開発する。 
 

３．研究の方法 
1) 新規遺伝子変異がTAMからDS-AMKLを引

き起こす仕組みの解明 
利点の異なる 3つのシステム（ヒト化マウ

ス移植モデル、TAM 由来 iPS 細胞、DS-AMKL
細胞株）を用いて DS-AMKL で同定された遺伝
子変異の機能解析を行う。 
① 機能欠損変異の解析  
コヒーシン複合体/CTCF、エピジェネテッ

ク制御因子の遺伝子変異は、フレームシフト
やナンセンス変異であり、機能欠損変異であ
ると推定される。これらの機能損失変異が、
TAM から DS-AMKL への進展にどのように働い
ているかを解析するために、TAM 細胞にこれ
らの遺伝子に対すshRNA発現ベクターを発現
させ、特異的に遺伝子発現を抑制する。上記
の方法が確立するのに予想以上の時間を要
することも想定して、DS-AMKL 細胞株を用い
た機能解析を平行して進める。既に我々は、
MGS 細胞株に STAG2と EZH2変異、KPAM1 細胞
には CTCF の変異を同定した。レンチウイル
ス Tet 発現誘導システムを用いて、これらの
遺伝子を発現させ、細胞増殖能、遺伝子発現
やエピジェネテック解析を行う。 
② 機能獲得型変異の解析  
シグナル伝達系分子の遺伝子変異は活性

化変異と推定されるが、多くのミスセンス変
異は機能解析が行われていない。そこで、SCF
依存性 DS-AMKL 細胞株（KPAM1）および IL-3
依存性 Ba/F3細胞株にこれらの分子をレトロ
ウイルスベクターで発現させ、サイトカイン
非依存性の増殖を観察することにより、活性
化変異かどうかを解析する。 
③ 多段階発症の仕組みの解析  
TAM から DS-AMKL への進展には、GATA1 変

異に加え、コヒーシン複合体/CTCF とエピジ
ェネテック制御因子の機能損失変異が必要
であり、シグナル伝達系分子の変異が生じて
さらに悪性度の高い白血病に進行すると推
定される。申請者らは、この目的のために、
TAM 細胞から iPS 細胞の樹立を行う。 
2) 新規原因遺伝子を標的とした革新的な

分子標的療法の開発 
HDAC8 阻害剤、JAK 阻害剤、RAS 阻害剤の効

果について、DS-AMKL 細胞株および DS-AMKL
ヒト化マウス移植モデルを用いて解析する。 
 
４．研究成果 
1) 新規遺伝子変異がTAMからDS-AMKLを引

き起こす仕組みの解明 
Down 症新生児の約 10%に前白血病 TAMが発症
し、その 20%は骨髄性白血病(DS-AMKL) を発
症する。我々は最近、DS-AMKL では GATA1 に
加え、コヒーシン複合体/CTCF、EZH2 などの
エピゲノムの制御因子、およびシグナル伝達
系分子をコードする遺伝子群に高頻度に変



異が生じていることを発見した。しかし、全
エクソーム解析は 14 例の DS-AMKL で行った
のみであり、付加的な遺伝子異常の全体像を
把握するためには十分な数ではないと考え
られた。そこで、さらに 40 例の DS-AMKL の
全エクソーム解析を行い、DS-AMKL で繰り返
し変異が認められる新規遺伝子を同定した。
この結果を受けて、頻回に変異がみられた遺
伝子については、160 例の DS-AMKL の検体を
用いてターゲットシークエンスを行った。発
見した遺伝子変異の中には、これまで白血病
を含めた悪性腫瘍で変異の報告のない遺伝
子が多数含まれていた。また、その多くが、
赤血球・巨核球分化に関わると考えられる遺
伝子であった。これらの未発表の新規原因遺
伝子の詳細な機能解析をすることにより、ダ
ウン症関連白血病のみならず、骨髄球系白血
病発症機構が明らかになると考えられる。
DS-AMKL 特異的遺伝子変異の機能解析を行う
ため、最初に 4種類の DS-AMKL 細胞株を用い
て、ターゲットシークエンス解析を行った。
その結果、機能喪失変異を有する細胞株（I
遺伝子の変異：3 株、N 遺伝子の変異：2 株、
Z 遺伝子の変異：1 株）を同定した。恒常的
な IRES-GFP 発現ベクター（レトロウイルス
ベクター）を用いて、これらの遺伝子変異を
有するDS-AMKL細胞株にそれぞれの野生型遺
伝子を発現させると、細胞増殖が著しく抑制
された。特に、I 遺伝子の変異は最も頻度が
高く、DS-AMKL の約 20%に機能喪失型変異が
認められた。転写因子と考えられるが、造血
系を含め機能はほとんど不明である。野生型
I 遺伝子の発現による細胞増殖抑制の仕組み
を明らかにするために、BrdU 細胞増殖アッセ
イを行った。その結果、細胞増殖抑制は細胞
死の誘導によるものではなく、細胞周期が G1
期で停止するために起こることが明らかに
なった。 
TAM発症の段階で生じるGATA1s変異につい

ての解析も進めた。CRSPR/Cas9 システムを用
いてゲノム編集を行い、GATA1 変異を持たな
い巨核芽球系細胞株 K562 に、TAM/DS-AMKL に
みられる GATA1 変異を導入した。その結果、
野生型 GATA1 がまったく発現しなくなり N末
端の転写活性化領域の 83 アミノ酸を欠く
short form の GATA1 (GATA1s)のみが発現す
る K562 細胞亜株を複数樹立した。興味深い
ことに、GATA1s変異を有するすべての細胞株
で、TAM 細胞の増殖に重要なサイトカイン
Stem Cell Factor (SCF)の受容体である KIT
の発現が上昇していた。さらに、K562 野生株
を用いて ChIP-seq とプロモーター・エンハ
ンサー解析により、KIT遺伝子の 5'上流域に
機能的な GATA 結合領域(-185 kb, -115 kb, 
-109 kb, -87 kb)を同定した。GATA2 は KIT
の発現を誘導し、GATA1 は GATA2 の発現を抑
制することが知られている。しかし、GATA1s
細胞亜株では、GATA2 の有意な発現上昇は認
められなかった。GATA1s 細胞亜株では、これ
らの領域へのGATA1の結合がやや低下してい
たが、GATA2 の結合は両者で差は認められな
かった。これらの結果は、GATA1 の N 末端が
KITの適正な発現制御に不可欠であり、GATA2

を介さない KIT発現抑制の仕組みがあること
が示唆された。 
そこで、KIT遺伝子の 5'上流域にある 3つ

の機能的な GATA 結合領域の中で最も重要と
考えられる-87 kb に存在する領域について、
さらに詳細な解析を行った。Engineered 
DNA-binding molecule-mediated ChIP 
(enChIP)法により、KIT遺伝子の-87 kb 領域
に存在する GATA1 結合領域が、K562 親株では
3 番染色体上に存在する癌抑制遺伝子 PLCD1
のプロモーターに結合しているが、GATA1s亜
株では PLCD1遺伝子に結合していないことを
見出した。次に、Chromosome conformation 
capture (3C)-based proximity ligation 法
を用いて、K562 親株では、KIT遺伝子の-87 kb
領域が PLCD1 のプロモーターに近接するが、
GATA1s変異亜株ではKIT転写開始領域に近接
していることを明らかにした。注目すべきこ
とに、GATA1s 亜株における PLCD1発現は親株
に比べ低下していた。以上の結果は、GATA1
の N 末端領域が KIT のみではなく、PLCD1 の
ゲノム構造構築と遺伝子発現制御に重要な
役割を果たしていることを示唆している。 
 

2) 新規原因遺伝子を標的とした革新的な
分子標的療法の開発 

 この開発については、大きな進展は見られ
なかった。 
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