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緒緒  言言  

 

難治性造血器腫瘍の治療開発を推進するためには、網羅的解析技術により遺伝子異常を同定することに加え、エピジ

ェネティクス、代謝、骨髄造血環境など、難治性病態を形成する異常の相互作用を、in vitro、in vivoの適切なモデル

を活用して明らかにし、治療標的化する必要がある。その中でも 7 番染色体欠失（モノソミー7）を有する急性骨髄性

白血病（AML）は極めて難治性であり、その治療標的の同定と制御は重要な課題である［1］。一方で、モノソミー7の

存在が AML や骨髄異形成症候群（MDS）の予後に与える影響についてはこれまでに多数の報告があるのにも関わら

ず、モノソミー7が癌化を促進するメカニズムに関してはいまだに十分に理解されていない［2］。これまでの研究から、

多数の癌抑制遺伝子が第7染色体上にコードされており、7番染色体の欠失によりそれらの作用が減弱し、腫瘍化の原

因となると考えられている。これはモノソミー7の腫瘍化メカニズムは単一遺伝子の欠失により全てが説明できるので

はなく、癌抑制遺伝子を含んだ多数の遺伝子の欠失が複合的に作用した結果であることを示唆している。実際に、     
これまでの報告から、SAMD9、SAMD9L、CUX1といった癌抑制遺伝子だけでなく、H3K4のヒストンメチル化酵素

の一種である MLL3 や、H3K27 のヒストンメチル化酵素の一種である EZH2 といったエピジェネティックな制御に

関わる因子、LUC7L2 のような RNA スプライシングに関わるような因子などの欠失がモノソミー7 の責任遺伝子の  
1つであるとされている［3，4］。さらに、7番染色体の欠失はAMLの病態形成の早期に獲得される異常であり、7番

染色体の欠失を獲得した造血幹細胞は、SAMD9やSAMD9Lの欠失により他の造血幹細胞と比較して優位な増殖能を

獲得し、クローン性に拡大していき、その後MLL3やEZH2の欠失によるエピジェネティクス制御の異常によりエピ

ゲノム異常が蓄積され、白血病に進展するということが知られている。このように、7番染色体の欠失により腫瘍抑制

遺伝子の作用減弱、エピゲノム異常や RNA スプライシングの異常といったさまざまな現象が生じることが報告され、

それらが協調して予後不良な AML を形成すると考えられるものの、治療標的の同定という観点からすると何らかの 
単一の標的を同定することは極めて重要である。単一の標的は単一の遺伝子に限るわけではなく、特定の経路がモノソ

ミー7を有するAMLの維持において重要であるのであれば、その経路に介入するというのも治療戦略の1つ考えられ

る。しかし、現時点ではこれらの研究からモノソミー7 を有するAMLに対する特異的な治療標的の同定には至ってお

らず、依然としてその予後は不良のままである。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．．モモノノソソミミーー７７をを有有すするるAAMMLL細細胞胞のの生生存存ははEEEEDD遺遺伝伝子子のの発発現現にに選選択択的的にに依依存存ししてていいるる  
今回我々は、7 番染色体欠失によりエピゲノム異常が生じることに着目し、7 番染色体を有するAML 細胞株を用い

てヒストン修飾に関連する遺伝子に対する siRNA ライブラリーによるドロップアウトスクリーニングを行い、結果と

して鍵遺伝子EEDを同定した（図1）。EEDは、ポリコーム抑制複合体2（PRC2）の構成分子であり、ヒストンH3
の27番目のリジン残基（H3K27）のジメチル化およびトリメチル化の反応を触媒する際に重要な分子として知られて

いる。  
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図1．EED 遺伝子のノックダウンはモノソミー7染色体異常を有するAML細胞

株の生存割合を選択的に抑制する。 
3つの異なるAML細胞株（KG1、F-36P、K562）において shRNAを用いたヒストン

修飾関連遺伝子についてそれぞれノックダウンを実施し、細胞株の生存割合をATP試薬

を用いてプレートリーダーで評価した。 
 
22．．モモノノソソミミーー77 をを有有すするる AAMMLL 細細胞胞のの生生存存ににおおいいてて EEEEDD 遺遺伝伝子子のの発発現現がが重重要要ととななるる直直接接的的なな要要因因はは、、７７番番染染色色体体上上

にに存存在在すするるGGTTFF22II遺遺伝伝子子がが欠欠失失ししてていいるるここととににああるる  
さらに、7 番染色体欠失を持たないAML 細胞株を用いた 7 番染色体上のエピゲノム関連遺伝子の siRNA ライブラ

リーによるドロップアウトスクリーニングの結果と精緻に照合することで、モノソミー7を有するAML では、7番染

色体上に存在する GTF2I 遺伝子の発現量の低下により EED のノックダウンに対する選択的な脆弱性を獲得したこと

を明らかにした（図2）。 
 

 
図2．GTF2I-1をノックダウンはEED 遺伝子の発現が低下した細胞で 

特異的な細胞死を誘導する。 
AML 細胞株（OCI-AML2）において shRNA を用いた遺伝子ノックダウンを

EED及びGTF2I-1について実施し、細胞死（アポトーシス）をフローサイト 
メトリーで評価した。* P＜0.05、** P＜0.01（Student’s t-test）。 
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そこで、なぜ GTF2I 遺伝子の発現量の低下により EED のノックダウンに対する選択的な脆弱性を獲得するのか、

その分子メカニズムを明らかにし、治療標的化するために、網羅的遺伝子発現解析、選択的遺伝子ノックダウン、マウ

スAMLモデルを駆使して検証した。加えてヒト細胞を用いた検証を実行するため、モノソミー7染色体異常を有する

AML患者の骨髄細胞より iPS細胞の樹立を試みた。 
まず、AML細胞においてEED 遺伝子またはGTF2I 遺伝子を選択的にノックダウンすることで生じる遺伝子変化を

RNA-seq法により網羅的に検証したところ、両者に共通する標的遺伝子候補としてRUNX3 が同定された（図3）     
［5，6］。 

 

 

図3．RUNX3 遺伝子はEEDおよびGTF2Iの共通の標的遺伝子である。 
AML 細胞株（KG-1、OCI-AML2）において shRNA を用いた遺伝子ノックダウン

をEED及びGTF2I-1についてそれぞれ行い、RNA-seqによる網羅的遺伝子発現解

析を実施した。標的遺伝子候補の中でアポトーシス関連遺伝子に着目することで、共

通標的として RUNX3 遺伝子を同定した。Differential gene expression（DGE） 
analysis。 

 
さらに、選択的遺伝子ノックダウン法を用いた実験結果から、モノソミー7 を有するAML では、7 番染色体上に存

在する GTF2I 遺伝子の発現量の低下により EED をノックダウンすると RUNX3 の発現が誘導され、引き続いて

RUNX3 の既知の下流遺伝子標的である TP53 経路を活性化することで細胞死を誘導していることが明らかになった

（図4）。 
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図4．RUNX3 遺伝子の抑制により、EED 遺伝子の抑制に伴うp53の活性化はキャンセルされる。 

モノソミー７を有するAML 細胞株（KG-1）においてEED 遺伝子を shRNA を用いてノックダウン

すると TP53 のタンパク質発現が上昇することを、ウェスタンブロット法を用いて確認した。その細

胞株においてRUNX3遺伝子の発現をshRNAを用いて特異的に抑制すると、EEDのノックダウンに

よるTP53のタンパク質発現の上昇は消失した（n＝3、Student’s t-test、*** P＜0.01）。 
 
これらの細胞株を用いた実験と並行し、モノソミー7染色体異常を有するAML患者の骨髄細胞を用いた iPS細胞の

樹立を行った。東京大学医学部附属病院を受診したモノソミー7染色体異常を有するAML 患者から1ヶ月に1～2例

程度の頻度で検体を採取し、モノソミー7AML-iPS細胞を複数系統樹立した。一部の細胞株について血球へ分化誘導を

行い、フローサイトメトリー検査によって造血幹・前駆細胞マーカーを発現していることを確認した。 
 

考考  察察  

 
本研究を通して我々はモノソミー7 を有する AML では、7 番染色体上に存在する GTF2I 遺伝子の発現量の低下に

より EED をノックダウンすると RUNX3 の発現が誘導され、引き続いて RUNX3 の既知の下流遺伝子標的である

TP53 経路を活性化することで細胞死を誘導していることを明らかにした。AML やMDS において 7 番染色体欠失は

高頻度で認められる異常でありながら特異的な標的治療が存在せず、かつ極めて予後が悪いことが知られている。欠失

により予後を悪化させ難治化に寄与するような遺伝子や経路を同定することは難治性白血病の病態解明という点で大

きな意義があるだけではなく、新規標的治療の開発につながれば、患者の生存期間の延長およびQOLの向上に加え医

療産業に絶大なインパクトを与え医学の発展に大きく寄与すると考えられる。 
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