
　白血病発症をもたらす異常な幹細胞性の獲得及びその維持におけるDNA脱メチル化制御分子Lcxの果たす役割の解
明

　白血病は、何らかの重要な遺伝子変異によって、正常造血系細胞が白血病幹(/起源)細胞に形質転換し、そこか
ら、正常な造血系の制御を逸脱した無秩序な白血病細胞の供給がなされる病態である。中でも、急性骨髄性白血病
においては、正常造血系と類似した、少数の白血病幹細胞を頂点とする階層ピラミッドモデルが想定されており、
白血病幹細胞の根絶による完治を目指す上で、白血病幹細胞そのものの分子基盤を理解することは、非常に重要で
ある。興味深いことに、白血病幹細胞は、正常造血幹細胞やES細胞と共通する分子生物学的性状を有することが明
らかにされており、未分化性の維持や自己複製能のような幹細胞における特徴的性質である「幹細胞性」を、異常
に獲得し、維持していると考えられる。こうした幹細胞性の制御を行う分子機構として、近年精力的に解析されて
いるものの一つのが、ゲノムDNAのメチル化やヒストンの修飾を介したエピジェネティックなメカニズムである。
　Lcx(/Tet1)は、当初、申請者が白血病関連遺伝子として単離、同定した遺伝子である。その後の機能解析によ
り、ES細胞や造血幹細胞において、特異的に高発現していることや、Lcxタンパク質は、ゲノムDNA中のメチル化シ
トシンを5-ヒドロキシメチル化シトシンに変換する酵素活性を有し、メチル化シトシンの能動的脱メチル化経路へ
の関与が想定されることから、新たなエピゲノム制御分子の一つとして、位置づけられてきた。また、ある種の白
血病幹細胞モデル実験系でも高発現していることを、申請者やほかの研究グループによっても見いだされており、
正常な、及び異常な幹細胞性において、重要な役割を果たしていることが示唆されている。ところが、従来の白血
病マウスモデルでは、白血病発症における異常な幹細胞性に必須な遺伝子とされたが、ノックアウトマウスでは、
造血幹細胞でむしろ幹細胞性が高まるという、一見相反する結果が得られている。一方で、ファミリー遺伝子の一
つ、TET2もLCXと類似した分子生物学的性状を有するが、ある種の造血器腫瘍で、高頻度に機能喪失変異が報告され
ている。さらに、これまで報告された実験系において、標的遺伝子領域のゲノムDNAのメチル化の変化に関する、明
確に説明可能な分子機構は、明らかにされていない。また、従来型のノックアウトマウスを用いる解析では、Lcxの
発生段階における様々な役割を喪失することによる影響が排除されておらず、ヒトの白血病発症とは異なる結果が
得られている可能性もある。
　そこで、本研究では、まず、先に申請者の樹立した、造血幹細胞由来の白血病を誘導的に発症可能なマウスと、
最近新たに独自に構築したLcxのコンディショナルノックアウトマウスを組み合わせ、白血病発症誘導時に、Lcxも
同時にノックアウト可能な複合遺伝子改変モデルマウスを構築する。この複合遺伝子改変マウスで、よりヒトの発
症病態に近い生体内白血病発症実験系における、発生段階の影響を排除した成体レベルにおけるLcxの機能喪失の影
響を、白血病発症にいたる潜伏期や、発症時の白血病細胞の分子生物学的性状に関して、正確に評価する。また、
造血系に焦点を当てた、正確な解析を行うため、複合遺伝子改変マウスの骨髄細胞を野生型マウスに骨髄移植した
骨髄キメラマウスを用いた解析も同様に行っていく。他方で、あらかじめ複合遺伝子改変マウス由来の造血幹細胞
分画を、骨髄細胞から、セルソーター装置を用いて採取し、in	vitroにおける白血病発症誘導刺激を行って、サイ
トカイン存在下培養実験で、無限増殖を獲得する不死化能に関しても、分子生物学的性状について、対照マウス由
来のものと比較検討する。こうして、判明したLcxの機能喪失に伴って生じる、白血病発症能における分子生物学的
影響について、複合遺伝子改変マウス由来の白血病細胞や不死化細胞と、その対照細胞について、RNA-seqによる網
羅的発現解析を行う。重要と考えられる発現の変化を見いだした遺伝子については、Bisulfite-seqやその改変手法
による、ゲノムDNAにおけるプロモーターを含めたその遺伝子の関連領域におけるメチル化及び5-ヒドロキシメチル
化DNAの変動の検出を試みていく。同時に、クロマチン免疫沈降(ChIP)-seqで同遺伝子領域近傍における、Lcxの局
在も確認しつつ、可能であれば、いくつかの重要なヒストン修飾の変化についてもChIP-seqで検討し、ゲノムDNA全
体のメチル化、5ヒドロキシメチル化DNAの変化も、メチル化/ヒドロキシメチル化DNA免疫沈降-seq法などにより、
検討を進めていきたい。このようにして、正常な造血幹細胞が白血病幹細胞へと形質転換していく過程を念頭に置
いた詳細な分子生物学的解析を行い、Lcxが異常な幹細胞性の獲得や維持において、どのような役割を果たしている
のかを明らかにする。

○研究の概要と将来展望
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