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《研究概要》 

 
白血病は増殖や細胞死の抑制に関与するクラスⅠ遺伝子、および腫瘍細胞の分化を調節す

るクラスⅡ遺伝子に変異が生じて発症すると考えられる。このため、白血病治療に際して

はこれらの遺伝子異常を解析したうえで治療戦略を立てることが必須である。そこで今回

の研究では白血病の病因、および治療に関係する遺伝子について統合的に解析した。①成

人急性骨髄性白血病は予後不良で造血幹細胞移植以外に有効な治療法が確立していない。

そこで、急性巨核芽球性白血病細胞と細胞外マトリックスとの相互作用を分化の観点から

捉えることを試みた。巨核芽球性白血病は巨核球・赤芽球前駆細胞から発症すると考えら

れるが、インテグリンを介する刺激が遺伝子発現変化を誘導し巨核芽球への分化を促進し、

逆に、インテグリン刺激が消失すると赤芽球へと形質転換することが示された。この形質

転換には転写因子 FLI1, RUNX1, GFI1 が関与していた。②骨髄異形性症候群はしばしば

急性白血病に移行するにも係わらずその分子病態は不明な点が多い難治性の疾患である。

これまでは MDS に関する有用な実験系がなかったが、今回、変異型 AML1 遺伝子を用い

て MDS の実験モデル系の作成に成功した。さらに、MDS から AML へと高頻度に移行す

る群では Evi1 の発現が高く、AML1 と Evi1 の協同で白血化が生じることが判明した。ま

た、MDS/AML 患者 cDNA ライブラリーより AML への進展に関与する遺伝子を探索した

結果、RasGRP4, FLT3-ITD を同定した。③白血病ではクラスⅡ遺伝子群が重要な働きを

担っている。転写の調節にはヒストン・アセチル化の制御が重要であるが白血病に関する

ヒストン脱アセチル化酵素(HDAC)の研究は十分とはいえない。HDAC の正常造血細胞お

よび白血病細胞における発現動態を検討すると、正常細胞では分化により発現が変動する

が、白血病細胞では例外なく HDAC1 の強発現が見られ、この異常発現が白血病発症に関

与していることが示唆された。HDAC1 の発現調節に白血病発症と関連している転写因子

が複数関与していることが明らかになった。また、HDAC1 を遺伝学的に発現調節すると

正常前駆細胞および成熟細胞の増殖・分化に影響が及ぶことが明らかとなった。④小児白

血病においては副腎皮質ステロイド剤が重要な治療薬であるが、その白血病に対する抗腫

瘍機構は十分には解析されていない。そこで、小児 Pre-B-ALL 患者のステロイド治療に

おける遺伝子発現変化を検討すると、DNA 合成に関連する遺伝子群とともに、B 細胞受容

体に関連した遺伝子発現が強く抑制されることが判明した。小児 pre-B-ALL の増殖・生存

に関しては B 細胞受容体が重要な役割を担っていると考えられた。 

これらの研究成果は今後の白血病治療の標的分子を考える上で示唆に富む結果と考えられ

る。 
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研究報告 

 

巨核芽球性白血病の分化機構解明と miRＮA の変動（担当：山田 順子） 

 

Ⅰ 研究目的 

巨核芽球性白血病は成人急性白血病の中では予後不良な疾患として知られている。しかし、

ダウン症候群の巨核芽球性白血病とは異なり、その病態が十分に解明されているとはいえ

ない。一般に巨核芽球性白血病は巨核芽球と赤芽球に共通な前駆細胞から発症すると考え

られるが、白血化や分化のシフトに関する分子機構の詳細は不明である。 

白血病細胞株 JAS-R は新規に樹立された巨核芽球性白血病由来の細胞株であり、巨核芽球

性格と伴に赤芽球性格を持つ。BCR-ABL などの既知の染色体異常は認められず、巨核芽

球性白血病の研究には有用な細胞株と考えられる。そこで、本研究では JAS-R を用いて、

巨核芽球性白血病の白血化と巨核芽球と赤芽球の分化のシフトに関する分子機構を明らか

にすることにした。 

 

Ⅱ 研究計画および材料と方法 

１．JAS-R の巨核芽球性白血病細胞としての特徴。 

巨核芽球性白血病由来の細胞株として、CMK および MEG-O1 をもちいた。また、赤芽球

性格を持つ細胞株として K562 および KU812 を用いた。細胞性格は FACS による細胞表

面抗原の解析、マイクロアレイによる遺伝子発現解析、および RT-PCR を用いた遺伝子発

現パターンの比較検討を行った。 

２．JAS-R より巨核芽球性白血病細胞と赤芽球性白血病細胞の分離 

JAS-R 細胞の接着性の相違による細胞形質変化を誘導し、上記１の方法に従って細胞性格

を決定した。 

３．細胞外マトリックスとの相互作用に伴う形質転換の誘導 



赤芽球性格を有する分離細胞に細胞外マトリックス刺激を加えることで巨核芽球への形質

転換が可能かを上記１の方法で検討する。 

４．巨核芽球への分化誘導と遺伝子発現変化 

赤芽球性格を有する分離細胞を分化誘導剤で処理し、その過程での遺伝子発現変化および

miRNA の発現変化を検討した。 

 

Ⅲ 研究成果 

1）JAS-R を代表的な巨核芽球性白血病細胞株および赤芽球性白血病細胞株と比較検討を

行った。マイクロアレイによる遺伝子発現解析の結果、MEG-O1 と CMK は近似のクラス

ターを形成し、K562 と KU812 もクラスターを形成したが JAS-R はそれらのいずれとも

属さなかった。また、JAS-R は強く巨核芽球系に分化しているが、赤芽球様の形質も有す

ることが判明した。興味あることに、JAS-R ではエリスロポエチンの産生が認められ、抗

エリスロポエチン中和抗体を用いると、その増殖が部分的に抑制されることが判明した。 

2）JAS-R は巨核芽球系と赤芽球系の両形質が認められることより、両系統の細胞に分離

できるかどうかを検討した。JAS-R の付着性に注目して、浮遊している細胞(JAS-REN)

と付着している細胞(JAS-RAD)に分離した。両細胞群を用いて、マイクロアレイによる発

現解析を行うと JAS-RAD は巨核芽球性の性格を有し、JAS-REN は逆に赤芽球系の形質

を示した。また、転写因子で検討すると、JAS-RAD では FLI1, RUNX1, GFI1 が高値で

あるが JAS-REN ではこれらの発現は抑制されていた。GATA1, Pu.1, NFE2, EKLF は両

群で変化がなかった。興味あることに、これらの細胞群は同様の操作を繰り返すことによ

って浮遊細胞から付着細胞へ、付着細胞から浮遊細胞へと相互に形質の転換が起こること

が判明した。どのような細胞外マトリックスに対して JAS-R 細胞が付着しやすいかを検討

したとこる JAS-R 細胞はフィブロネクチンに最も強く付着した。そこで、JAS-REN 細胞

を GRDS ペプチドで刺激し形質変化を検討した。対照として、K562 細胞を巨核芽球へ分

化誘導することが知られている TPA を用いた。刺激した JAS-REN 細胞を 48 時間後に

FACS で解析すると RGDS 刺激ではほとんど変化ないが遺伝子発現変化では明らかに巨核

芽球への変化が認められた。 

miRNA の 変 動 で は 巨 核 芽 球 へ の 分 化 に 伴 っ て 、 miR31, miR7058(Ambion), 

miR8488(Ambion)が抑制されることが判明した。 

これらのことは JAS-R 細胞においてはマトリックスたんぱく質との接着が刺激となり分

化の方向にシフトが生じることをしめしている。 

 

Ⅳ 考察 

腫瘍細胞の増殖には増殖環境が重要な働きをなすことが知られている。正常血液幹細胞に

おいても骨髄微小環境は幹細胞性格の維持や分化の方向決定に重要な働きをしていること

が知られている。しかし、白血病細胞においては微小環境に対する検討はほとんどなされ

てこなかった。今回の研究で、白血病細胞においてもマトリックスからの刺激が遺伝子発

現変化につながり、細胞の形質転換につながることが判明した。巨核球と赤芽球の分化シ

フトに関し、FLI1, RUNX1, GFI1 の発現が巨核球分化には重要であることが推察された

が。赤芽球への分化から考えるとこれらの遺伝子の抑制が重要な引き金かもしれない。 



興味あることに、JAS-RAD では Epo の産生が見られるが JAS-REN ではその発現がなく、

細胞は Epo に部分的に依存して増殖をしている。また、JAS-RAD では MDR1 や CD34

の発現が亢進しており、今後は白血病幹細胞や薬物耐性に関してマトリックスたんぱく質

との相互作用の観点からも研究する必要があると考える。 
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白血病の病因に関与する新規遺伝子の探索 （担当：北村 俊雄） 

 

Ⅰ 研究目的 

 大腸がんをはじめとするさまざまな固形がんについては、細胞の癌化には複数のステッ



プが関与していることが知られている（多段階発がん）。一方、造血器腫瘍では Bcr-Abl、

PML-RARαなど染色体転座による疾患特異的な融合遺伝子産物が、発症の原因であると考え

られてきた。しかしながら最近になって、白血病も２つ以上の遺伝子変異が重なってはじ

めて発症することが徐々に認識されつつある。これらの遺伝子変異は細胞死抑制あるいは

増殖誘導に関与するクラス１変異と細胞分化関連遺伝子のクラス２変異に分類される。最

近、骨髄増殖性疾患（MPD）患者細胞の多くでクラス１変異に分類される JAK2 や JAK3 の活

性型変異が、また骨髄異形成症候群（MDS）の患者細胞 15-30%においてクラス２変異に分

類される転写因子 AML1 の優性抑制型変異が報告され注目された。 

 MDS は難治性の血液疾患であり、しばしば白血病に進展する。MDS はその疾患の不均一性

や動物モデルの欠如もあり、病態の解析が遅れていた。本研究の目的は最近同定された

AML1 の優性抑制型転写因子を利用して、MDS モデルマウスを樹立し、MDS の病態解析、MDS

発症の分子メカニズム、白血病進展に関与するセカンドヒットの同定を目指すことである。 

 

Ⅱ 研究計画、材料と方法 

 MDS 患者由来変異型 AML1 をレトロウイルスベクターによって骨髄細胞に導入し、照射し

た同系マウスに移植することによって MDS モデルマウスを樹立する。このマウスモデルを

解析することによって MDS の発症機構と白血病への進展機構を調べる。また、MDS から白

血病に進展した患者白血病細胞の cDNA ライブラリ−を作成し、発現クローニングによって

白血病への進展に関与しうるクラス１遺伝子変異の候補を同定する。さらに同定したクラ

ス１変異候補遺伝子の vivo での白血病誘導能を調べるために、単独あるいは AML1 遺伝子

変異と組み合わせて移植実験を行う。 

 

Ⅲ 研究成果 

１）  変異型 AML1 による MDS モデルマウス 

  変異型転写因子 AML1 をレトロウイルスベクターで導入した骨髄細胞を移植したマウス

は MDS 様症候を呈し、一部のマウスは白血病に移行することを確認した。 

 DNA結合ドメインに変異を有する変異体 AML1-D171N を発現した骨髄細胞を移植したマウ

スのうち、形態異常の強い末梢血白血球増多に肝脾腫を伴って白血病に進展する一群のマ

ウスでは、レトロウイルスの挿入による Evi1 高発現が認められた。これらのマウスの白血

病細胞は B220 陽性/Mac1 陽性という均一の特徴的な表現型を示した。Evi1 と AML1-D171N

を同時に発現させた骨髄細胞を移植したマウスは全例一ヶ月以内に白血病発症を発症した。

これらの結果はEvi1と AML1-D171Nが協同して白血病発症を誘導することを示唆している。

別の変異体 AML1-S291fs を過剰発現させた骨髄細胞を移植したマウスは、骨髄は正形成か

ら過形成であり末梢血は異形成を伴う白血球減少が認められるという典型的な MDS 症候を

呈したが、白血病には進展しなかった。 

２） MDS から白血病への進展に関与する遺伝子変異の同定の試み 

 マウス MDS モデルの結果は、クラス２遺伝子変異である変異型 AML1 の過剰発現が MDS

様症状を誘導すること、長い潜伏期間を経て白血病に進展することを示した。そこで白血

病進展の原因となる遺伝子変異を、発現クローニング法によって患者白血病細胞から同定

することを試みた。 



 MDS/AML を中心として７例から患者細胞由来 cDNA ライブラリーを作成し、MLL-Spt6 融合

蛋白質（クラス２変異）で不死化した IL-3 依存性細胞株 HF6 に自律増殖能を賦与しうる遺

伝子を捜した。３症例から RasGRP4、１症例から FLT3-ITD を同定した。RasGRP4 はオンコ

ジーン Ras を活性化する分子として知られているが、同定した患者白血病由来 RasGRP4 に

有意な変異あるいは SNP は認められなかった。 

３）発現クローニング法で同定した RasGRP4 を利用した BMT モデル 

 レトロウイルスベクターで RasGRP4 を発現させたマウス骨髄細胞を致死量照射したマウ

スに移植したところ、８匹中２匹は T 細胞腫瘍、２匹は AML、４匹は T 細胞腫瘍と AML の

両方を発症した。AML を発症したマウスは２ヶ月以内に死亡したのに対して、T 細胞腫瘍を

発症したマウスは８−９ヶ月で死亡した。RasGRP4 は Ras を活性化するので、RasGRP4 の過

剰発現はクラス１遺伝子変異であるといえる。そこで RasGRP4 過剰発現とクラス２遺伝子

変異である変異型 AML1 が共同して白血病の発症を促進するか調べるために、RasGRP4 およ

び AML1-S291fs を共に導入した骨髄細胞を移植した。興味深いことに、RasGRP4 による AML

発症は AML1-S291fs によって発症が早くなることはなかったが、T 細胞腫瘍の発症は有意

に早くなった。 

 

Ⅳ 考察 

 レトロウイルスベクターで AML1 優性抑制型変異体を過剰発現した骨髄細胞を移植する

ことによって MDS モデルマウスを樹立した。これらの MDS モデルマウスなかには白血病に

進展する例が少なからず存在した。我々はウイルスベクターの挿入部位の同定を通じて

Evi-1 が MDS の白血病への進展において重要な働きをすることを見いだした。また、in 

vitro において MLL 融合蛋白質（クラス２変異）により不死化した細胞株 HF6 はその増殖

に IL-3 を要求する。HF6 の自律増殖性を誘導する遺伝子を白血病、MDS/AML および MPD 患

者細胞由来 cDNA ライブラリーから捜すことにより、FLT3-ITD および RasGRP4 を同定した。

これらの研究を通じて、白血病への進展に関与するさまざまなクラス１変異を同定するこ

とができれば、MDS/AML の病態解析、さらには治療に役立つと考えられる。 

 一方、同じ AML1 の変異でも変異の種類によって病型や AML への進展が異なることが明ら

かになった。今後、AML1 以外の遺伝子変異で MDS を発症する種々の MDS モデルマウスを作

成することにより、MDS を分子レベルで分類し、それぞれの病型に対して適切な治療法を

選択することが可能になるのではないかと考えている。 
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白血病の新たなる分子標的としてのヒストン脱アセチル化酵素（担当：古川 雄祐） 

 

Ⅰ 研究目的 

 ヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）は、真核細胞の遺伝子発現の制御に重要な役割を果

たす酵素である。最近、HDACに対する阻害剤（HDACi）が開発され、造血器腫瘍に対する臨

床応用が期待されている。HDACiは白血病細胞にアポトーシス、細胞分化を誘導するが、臨

床治験の結果では血液毒性は比較的軽度で、正常造血幹細胞には影響を及ぼさないと考え

られる。また、一部の急性白血病において、白血病融合遺伝子産物にHDACがリクルートさ

れることが分化停止に関与しているとの報告がある。このような背景から我々は、HDACの

量的もしくは時空的な発現異常が白血病の発症に関与するという仮説を立て、正常血球分

化におけるHDACの役割と白血病発症への関与さらには治療標的としての妥当性のの解明を

目的として研究を行った。 

 

Ⅱ 研究計画および材料と方法 

１）血液細胞におけるHDACの発現とその制御機構の解明 

 RT-PCR、ウエスタン法、免疫染色を用いて種々の正常血液細胞、白血病細胞（細胞株、

臨床検体）における各種HDACの発現をスクリーニングした。またHDAC1遺伝子のプロモータ

ー領域を単離し、luciferase assayを用いて、転写制御機構を解析した。クロマチン免疫

沈降法を用いて、血球分化に関与する転写因子の結合状態を確認した。 

２）造血幹細胞におけるHDACの機能と白血化への関与の解明 

 siRNAを用いて白血病細胞におけるHDAC1の発現を抑制し、分化形質に及ぼす影響につい

て表面マーカーを指標に解析した。C57BL/6(Ly-5.1)マウスより造血前駆細胞（c-Kit陽性

細胞）を単離し、レトロウイルスを用いてHDAC1を強発現した後に、放射線照射した

C57BL/6(Ly-5.2)マウスに移植し、HDAC1強発現の効果をin vivoで確認した。移植マウスよ

り採取したHDAC1強発現造血前駆細胞を純化し、flow cytometryで形質を解析し、さらにDNA

マイクロアレイを用いて遺伝子発現プロファイルを解析した。 

 

Ⅲ 研究成果 

１）血液細胞におけるHDACの発現とその制御機構の解明 

 ヒト正常血液細胞におけるクラスＩHDAC（HDAC1・2・3）の発現をスクリーニングすると、

造血前駆細胞（CD34+骨髄単核細胞）ではHDACの発現は低く、とくに蛋白レベルでは検出限

度以下であった。一方、committed progenitor（Lin-/CD34-骨髄単核細胞）においては発

現が認められたが、顆粒球・単球では再度発現が低下した。また急性白血病においては細

胞株（HL-60・U937・K562）・臨床検体ともにHDACとくにHDAC1の強発現を認めた。正常造

血前駆細胞では白血病細胞に比べてヒストンアセチル化が亢進していた。分化に伴う発現



変化を検索すると、顆粒球・単球系分化に伴ってHDACの発現は低下した。一方、巨核球・

赤芽球系分化においては発現が維持された。HDAC1プロモーターはTATA lessで、GC box・

CCAAT box・GATA配列・MZF-1結合配列を認めた。プロモーター活性はSp1とGATA-1によって

活性化され、C/EBPα・C/EBPβによって抑制された。またGATA-1によるHDAC1転写活性化は、

GATA-2とMZF-1によって抑制された。顆粒球・単球系分化に伴って、HDAC1プロモーターに

おけるSp1とGATA-1の結合が低下し、GATA-2とC/EBPαの結合が見られた。一方、巨核球・

赤芽球系分化においては、GATA-1の結合が著明に増加し、GATA-2とMZF-1の結合が消失した。 

２）造血幹細胞におけるHDACの機能と白血化への関与の解明 

 HL-60細胞においてsiRNAを用いてHDAC1の発現を抑制すると、未分化骨髄系マーカーであ

るCD33の発現が低下した。一方、K562細胞においては、HDAC1発現抑制に伴い、赤芽球系マ

ーカーであるCD235aの発現が低下し、骨髄系マーカーであるCD11bの発現が増加した。

C57BL/6(Ly-5.1)マウスより造血前駆細胞（c-Kit陽性細胞）を単離し、レトロウイルスを

用いてHDAC1を強発現させた後に、C57BL/6(Ly-5.2)マウスに移植したところ、12週以降に

有意の白血球減少が認められた。骨髄細胞の解析では、未分化造血幹細胞（KSL細胞）の増

加・顆粒球系分化の抑制が見られた。移植細胞のマイクロアレイ解析では、HDAC1強発現に

よりc-MplやCreb5 の発現増加、HoxB5やThy-1の発現低下が見られた。 

 

Ⅳ 考察 

 HDACはCD34陽性造血前駆細胞においては発現が抑制されており、これは分化の多様性の

保持のためと考えられる。HDAC発現はcommitmentに伴って誘導されるが、顆粒球系分化に

おいては再度抑制され、赤芽球・巨核球系分化においては維持される。すなわちHDACは正

常な血球分化において、分化の方向付けに関与していると考えられる。造血前駆細胞にお

けるHDAC1の発現抑制はGATA-2、MZF-1によると考えられる。またHDAC1の発現は顆粒球系分

化においてはC/EBPα、C/EBPβによって抑制されるが、赤芽球・巨核球系分化においては

GATA-1によって維持される。 

 白血病細胞においては例外なくHDAC1の強発現が見られ、造血前駆細胞におけるHDAC1の

発現異常が白血病発症の原因になると考えられる。また、白血病におけるHDAC1の発現異常

は、GATA-1、GATA-2、MZF-1、C/EBP等の機能異常によると推測される。例えばC/EBPの機能

喪失性変異によって、本来発現が抑制されるべき顆粒球系前駆細胞でHDAC1が発現すること

が急性骨髄性白血病の発症に関与している可能性がある。また、ダウン症の小児に発症す

る急性巨赤芽球性白血病では、ほとんどの症例で後天的な変異が見つかっており、GATA-1

のN末が欠損したGATA1sによるHDAC1の発現異常が関与している可能性が示唆される。移植

実験の結果から、HDAC1の異常発現は顆粒球系分化を抑制すると考えられた。HDAC1は分化

抑制すなわち白血化におけるclass II異常として働いていると思われ、増殖促進性遺伝子

異常（class I異常）が加わらないと白血病の発症には至らないと考える。この点を検証す

るため、現在、HDAC1とclass Iに属する異常遺伝子であるFLT3-ITDを同時発現させての移

植実験を行っている。 
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分子標的治療薬の最適化治療法の開発 （担当：山田 尚） 

 

Ⅰ 研究目的 



従来型の抗腫瘍薬は DNA 障害を惹起して腫瘍細胞の増殖を抑制する。これに対して、分

子標的治療薬は正常細胞の癌化に結びつくシグナルを抑制して腫瘍細胞の増殖抑制や細胞

死を誘導する。糖質コルチコイイド（ステロイド）は核内受容体を介して作用する。白血

病とりわけ小児白血病の治療薬としては重要な分子標的薬であるが、抗腫瘍性に関する分

子基盤が十分に解析されたとはいえない。そこで、患者検体を用いて、実際の治療に際し

ステロイドが患者腫瘍細胞にどのような変化をもたらしているかを検討した。 

 

Ⅱ 研究計画および材料と方法 

未治療の小児 pre-B-ALL、二名の患者に東京小児がん研究グループのプロトコールに従っ

てステロイドを投与し、経時的に末梢血より腫瘍細胞を採取した。 

強化療法前の患者正常 B 細胞をコントロールとして遺伝子発現変化をマイクロアレイを用

いて検討した。 

 

Ⅲ 研究成果 

ステロイドの投与により、腫瘍細胞は急激に減少した。48 時間後に腫瘍細胞を末梢血より

採取した。二名ともプロトコールにのっとった治療で寛解が得られた。強化療法前の患者

正常 B 細胞を採取してコントロールとした結果、二名に共通して 2 倍以上に増加している

26 遺伝子が同定された。これらは B 細胞受容体、B 細胞の情報伝達系および DNA の合成

に関連した遺伝子であった。 

ステロイド投与後の遺伝子発現変化を見ると、上記の 26 遺伝子中 5 遺伝子 (pre-B 

lymphocyte gene1, and 3, immunoglobulin -like polypeptide, TdT and HB-EGF)の発現

が共通して抑制されていた。 

 

Ⅳ 考察 

ステロイドに対する反応性は予後に関連する因子のひとつといわれている。ステロイドは

細胞周期の停止やアポトーシスの誘導に関与するがその詳細は不明な点が多い。今回の研

究で注目すべき点は pre-BCR の形成に関連した遺伝子がステロイドにより抑制された点

である。小児白血病において腫瘍化を起こしている細胞においては B 細胞受容体よりのシ

グナルに強く依存して増殖・生存していることが示唆され、これらを標的にした治療法の

開発が必要と考えられる。 
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