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要旨 

 ASXL1 遺伝子の体細胞変異は、骨髄異形成症候群（MDS）や急性骨髄性白

血病（AML）などの骨髄系腫瘍でしばしば検出される。近年の研究では、加

齢に伴うクローン性造血においても変異が見出され、腫瘍発症の過程で最も

早期に起こる事象の一つであると考えられている。本研究では、造血器特異的

にC末端欠失型ASXL1（ASXL1-MT）を発現するコンディショナルノックイ

ンマウス（cKI）を用い、ASXL1-MTが造血幹・前駆細胞（HSPC）の機能を

障害することを明らかにした。ASXL1-MT は、ミトコンドリアの活性を異常

に亢進させ、活性酸素（ROS）の過剰な産生によるDNA損傷を引き起こした。

本研究で得られた知見は、ASXL1 変異を有する骨髄系腫瘍やクローン性造血

の治療に示唆を与える可能性がある。 
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第１章 序文 

 成熟した血液細胞を産み出すプロセスは造血と呼ばれ、１日に数千億個も

の白血球、赤血球、および血小板を供給し、生体の恒常性維持に寄与している。

造血では様々な分化段階にある細胞がヒエラルキーを形成しており、その頂

点にあるのが造血幹細胞（Hematopoietic stem cell; HSC）である。HSCは

極めて少数の集団ではあるが、必要に応じて自己複製を行うとともに、より高

い増殖能を有する多能性前駆細胞へ分化する能力を保持しており、生涯に及

ぶ造血の維持を担っている。 

 生体内の細胞は、ミトコンドリアでの好気呼吸の副産物であるROSやDNA

の複製エラーのような内因性、あるいは放射線、紫外線、化学物質などの外因

性の変異源に常に曝されており、実に１日あたり数万から数十万回の頻度で

DNA 損傷が発生していると言われている。HSC は長期間にわたり造血を維

持するため、修復されない、あるいは誤って修復されたゲノムの損傷は、細胞

の機能を永続的に損なう可能性がある。このようなDNA損傷を最小限にとど

めるため、HSCではいくつかの防御機構が発達していることが知られている。

第一に、大部分のHSCは細胞周期が静止期（G0）であり、複製エラーによる
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DNA損傷を回避している 1。第二に、HSCはエネルギー産生を解糖系に依存

しており、好気呼吸による ROS の産生は極めて低レベルに抑制されている 2‒

4。第三に、HSCではトランスポーターであるABCG2（ATP-binding cassette 

sub-family G member 2）が発現しており、細胞外に有害な薬物を排出する

能力が高いことが挙げられる 5。その一方、HSCは DNA損傷の中でも極めて

有害である二本鎖切断に対する修復機構として、エラーを起こしやすい非相

同末端連結（Nonhomologous end joining; NHEJ）を用いることが明らかと

なっており、老化、アポトーシス、および癌化の原因であることが示唆されて

いる 6。 

 以上で述べた多様な変異源のうち、ROS は DNA に加えて脂質、蛋白質、

およびRNAをはじめとする多様な分子を酸化することで、細胞機能を障害す

ることが知られている。ROS とは、反応性の高いラジカル種に変化した酸素

化合物の総称である。細胞内では、主にスーパーオキシドアニオン（O2・-）、

過酸化水素（H2O2）、およびヒドロキシルラジカル（OH•）の３種類として存

在する。スーパーオキシドアニオンは反応性が非常に高く、スーパーオキシド

ジスムターゼ（Superoxide disumutase; SOD）によって速やかに過酸化水素
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へ還元されなければならない。さらに、過酸化水素はグルタチンペルオキシダ

ー ゼ （ Glutathione peroxidase; GPX ）、 ペ ル オ キ シ レ ド キ シ ン

（Peroxiredoxins; PRX）、またはカタラーゼ（Catalase）によってさらなる還

元を受けて無毒化される。このような機構により、細胞内で生じたROSはス

カベンジャーによって還元され、その存在量は一定の範囲内に保たれている 7。 

 ROS がマウス HSC の機能に与える影響に関する検討では、ROS レベルの

高いHSCは骨髄系細胞への分化シフトを認め、造血再構築能の低下をきたす

ことが明らかとなっている 8。また、ヒト HSC を用いた別の研究では、ROS

の増加とともにDNA損傷が蓄積し、移植時の生着能が低下することが示され

ている 9。これらの現象は抗酸化物質である NAC の投与により回復すること

から、ROSが DNA損傷を引き起こし、HSCの機能を低下させることが示唆

された。したがって、ROSレベルの厳密な調節は、HSCの機能を維持するた

めに重要な役割を果たしていると考えられる。遺伝子改変マウスを用いた研

究より、ROS の調節に影響を与える因子がいくつか同定されている。転写因

子である Foxo（Forkhead box-containing protein O）を欠失する HSC で

は、静止状態が失われるとともに造血再構築能が障害される 10‒12。その原因は、
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Foxo のターゲットである Catalase や SOD2 の発現が低下することにより、

ROSが増加するためだと考えられている。また、DNA損傷応答で重要な役割

を果たす ATM（Ataxia telangiectasia mutated）を欠失したHSC において

も、ROS の増加と自己複製能の低下が認められる 13。このような機能障害は

NAC の投与により改善することから、ROS が HSC の機能低下の原因である

ことは明らかである。しかしながら、ATM の欠失が ROS の増加につながる

理由については解明されていない。 

 近年の研究より、細胞の代謝調節がHSCの恒常性を維持するために重要な

役割を果たしていることが明らかとなってきた。細胞内に取り込まれたグル

コースは、解糖系でいくつかの中間代謝物を経てピルビン酸に変換される。こ

れが乳酸脱水素酵素（Lactate dehydrogenase; LDH）による還元を受けると、

最終産物として乳酸が生成して解糖系は完結する。一方、ピルビン酸がピルビ

ン酸デヒドロゲナーゼ（Pyruvate dehydrogenase; PDH）により酸化される

とアセチル CoA が生成し、これはミトコンドリア内で TCA サイクル

（Tricarboxylic acid cycle）に供給される。TCAサイクルで生成された還元

型ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド（還元型 Nicotinamide adenine 
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dinucleotide; NADH）ならびに還元型フラビンアデニンジヌクレオチド（還

元型Flavin adenine dinucleotide; FADH2）は呼吸鎖複合体に電子を供与し、

ミトコンドリア内膜におけるプロトン勾配が形成される。最後に、酸化的リン

酸化によるATP合成が行われ好気的代謝は完結する。この呼吸鎖複合体にお

ける電子伝達こそが、細胞内でROSが産生される主因であることが知られて

いる。前述した通り、HSC でのエネルギー産生は解糖系に依存しているが、

これはミトコンドリアでのROSの産生を抑制する意義がある。また、このよ

うな代謝特性は、HSC が骨髄腔で低酸素ニッチに存在し、嫌気的代謝にエネ

ルギー産生を依存せざるを得ないことが背景にあると考えられる 2‒4,14‒16。転写

因子であるHIF-1（Hypoxia-inducible factor-1）は、HSCの代謝調節に重要

な役割を果たすことが知られている。これはHIF-1αとHIF-1βから構成され

るヘテロダイマー蛋白質であるが、前者は酸素濃度の低下により安定性が上

昇する一方、後者は恒常的に発現している 17。低酸素下で、HIF-1 はグルコー

ス輸送体や解糖系酵素の転写を活性化し、解糖系への代謝の流れを増加させ

る 18。さらに、HIF-1 は PDHをリン酸化することで不活性化する、ピルビン

酸デヒドロゲナーゼキナーゼ（Pyruvate dehydrogenase kinase; PDK）の転
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写も増加させることが明らかとなっている 3。PDK はピルビン酸からアセチ

ル CoA への変換を阻害し、解糖系から TCA サイクルへの代謝の流れを遮断

することから、好気的呼吸の制御点として重要であると考えられる。HIF-1 や

PDK を欠失した HSC では、ミトコンドリアにおける酸化的リン酸化と ROS

の産生が増加し、静止状態と造血再構築能が損なわれる 3,14。したがって、低

酸素ニッチに存在する HSC は、HIF-1 の発現を上昇させて TCA サイクルへ

の代謝の流れを抑制し、解糖系でのエネルギー産生を維持していると考えら

れる。 

 HSC の恒常性維持に嫌気的代謝が重要である一方、ミトコンドリアでの好

気的代謝もその機能に必要不可欠であることが示されている。HSC は必要に

応じて分化するが、その際には静止期を脱して細胞周期に入ることになる。こ

の時、エネルギー需要は嫌気的代謝では満たされず、ミトコンドリアでの好気

的代謝に切り替える必要が生じる。ミトコンドリア蛋白質である Ptpmt1

（PTEN-like mitochondrial phosphatase）を欠失させてミトコンドリアでの

呼吸を阻害すると、解糖系の活性化と HSC プールの増加が引き起こされた。

その一方、HSC の分化障害が引き起こされ、早期に骨髄不全をきたした 19。
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以上より、定常状態では自己複製能を保持するために嫌気的代謝が維持され

る一方、分化に伴うエネルギー需要の増大に対してはミトコンドリアでの好

気的代謝が必要であることが示唆された。このように、HSC が自己複製能と

分化能を維持するために、ミトコンドリアにおける代謝スイッチの制御機構

は非常に重要であると考えられる。 

 近年の次世代シークエンス技術の目覚しい進歩により、骨髄系腫瘍で見出

される体細胞変異の概観が明らかとなってきた。疾患により占める割合は異

なるものの、変異を有する遺伝子は機能的にいくつかのカテゴリーに分類さ

れる。すなわち、シグナル伝達分子、癌抑制因子、DNA メチル化関連分子、

クロマチン修飾因子、転写因子、スプライシング因子、そしてコヒーシン複合

体に含まれる分子である。これらのうち、クロマチン修飾因子として知られて

いるASXL1（Addition of Sex Combs Like1）遺伝子の変異が、骨髄異形成

症候群（Myelodysplastic syndrome; MDS）、慢性骨髄単球性白血病（Chronic 

myelomonocytic leukemia; CMML ）、 急 性 骨 髄 性 白 血 病 （ Acute 

myelogenous leukemia; AML）を含む骨髄系悪性腫瘍で高頻度に見出され、

単独の予後不良因子であることが示された 20‒22。加えて、ASXL1 変異は骨髄
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増殖性疾患（Myeloproliferative neoplasms; MPN）や再生不良性貧血

（Aplastic anemia; AA）でも認められ、幅広いスペクトラムの造血器疾患の

発症に関与することが明らかとなっている 23,24。これらの中でも特に ASXL1

の変異率が高いのは、MDS（14-23%）, CMML（～40%）およびMPNに属

する骨髄線維症（Primary myelofibrosis; PMF）（17-24%）である。近年の研

究より、加齢に伴うクローン性造血（Clonal hematopoiesis; CH）において

も ASXL1 変異がしばしば認められることが明らかとなった 25‒27。CH を有す

る場合には、MDS や AML などの造血器腫瘍の発症リスクが有意に上昇する

ことから、ASXL1 変異が白血病の発症過程において最も早期に起こる遺伝子

変異の一つであることが示唆されている（図１）。このような背景から、ASXL1

変異がもたらすCH、そしてその先にある造血器腫瘍の発症プロセスとメカニ

ズムを詳細に理解することは極めて重要と考えられる。 

 ASXL1 は、Drosophila における Asx のヒトアナログとして同定された。

Drosophila では、体節構造の形成に必要なホメオティック遺伝子の発現は、

トライソラックス群（Trithorax group; TrxG）複合体とポリコーム群

（Polycomb group; PcG）複合体によって制御されている。TrxGはヒストン



 12 

H3K4 をトリメチル化し、標的遺伝子の転写活性化にはたらく。PcG には

PRC1（Polycomb repressive complex 1）と PRC2 の２種類が存在し、前者

はヒストン H2AK119 をモノユビキチン化し、後者はヒストン H3K27 をト

リメチル化することで遺伝子発現を抑制する。Asx を欠失すると、TrxG と

PcG 遺伝子の両者を欠失した表現型を呈することから、Asx は両者の機能に

必要であることが示唆されている 28。ヒト細胞においても、ASXL1 と PRC2

の構成要素である EZH2、EED および SUZ12 が結合し、これらと協調して

H3K27 トリメチル化を行うことが示されている 29。一方で、ASXL1 の H3K4

トリメチル化に対する作用は明らかでなかったが、最近になってその関連を

示唆する研究結果が報告されている 30,31。さらに、ASXL1 は脱ユビキチン化

酵素であるBAP1と結合してPolycomb-repressive deubiquitinase（PR-DUB）

を形成し、H2AK119Ub を脱ユビキチン化することで、標的遺伝子の脱抑制

を行うことも明らかとなっている 32‒35。このように、ASXL1 は多様なエピジ

ェネティック因子と協調することによって、遺伝子発現を調節する役割を果

たしていると考えられている（図２）。 

 ASXL1 蛋白質は 1541 残基のアミノ酸から構成され、N末端領域にASXH
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ドメインが、C 末端領域に PHD（Plant homeodomain）ドメインが存在す

る。ASXHドメインは BAP1 との結合に必要であり、PHDドメインはクロマ

チンやDNAと結合することから、これらの領域はエピジェネティクスの制御

という観点から重要だと考えられる 33,36。患者に見出される変異には若干のバ

リエーションがあるものの、ラストエキソン 5’ 側のフレームシフト変異やナ

ンセンス変異が大部分であり、これにより PHD ドメインが欠失した変異型

ASXL1 蛋白質（ASXL1-MT）が生じることになる 20（図３）。通常、読み枠の

途中で終止コドンが生成されるとナンセンス変異依存 mRNA 分解機構

（Nonsense-mediated mRNA decay; NMD）によってmRNAは分解される

が、ASXL1 変異はラストエキソンに存在するために分解を免れると考えられ

る。一方、ASXL1-MT の存在は患者検体で証明されておらず、病態への関与

は明らかではなかった 29。したがって、ASXL1 変異が機能喪失に帰するのか、

それともASXL1-MTによる機能獲得あるいは優性阻害を意味するのか、とい

うことが大きな問題となる。Omar とWang らは、ASXL1 ノックアウトマウ

スが造血幹細胞レベルで機能異常と MDS 様の病態を呈するともに

H3K27me3 の減少を引き起こすことを見出し、ASXL1 変異が機能喪失であ
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ると主張した 37,38。その一方、Inoue らは ASXL1-MT 発現細胞の骨髄移植モ

デルにおいても MDS は発症し、H3K27me3 が減少することを示した 39。さ

らに、ASXL1 を変異した白血病細胞株の解析で、ASXL1-MT が質量分析や

WBで検出され、蛋白質レベルで存在することが明らかとなった 40。したがっ

て、実際にASXL1-MTが白血病細胞で発現し、病態形成に関与していること

が示唆された。 

 より生理的な条件下でASXL1-MTが造血に与える影響を評価するため、当

研究室ではヒトASXL1 E635Rfsx15 変異をRosa26 遺伝子座に挿入した変異

型ASXL1 コンディショナルノックイン（ASXL1-MT cKI）マウスを作製した

30（図４）。このマウスを Vav-cre トランスジェニックマウスと交配すると、

造血器特異的にASXL1-MTを発現させることが可能になる。ASXL1-MT cKI

マウスは、赤血球の分化障害と加齢に伴う軽度の貧血、血小板増加、および骨

髄系細胞への分化シフトを認めた。その一方、造血器腫瘍の発症には至らず、

ASXL1 変異単独では悪性化に不十分であると考えられた。その一方、変異型

RUNX1 の共発現やレトロウイルスによる変異挿入によって白血病の発症が

促進されることから、ASXL1-MT は白血病発症への感受性を高めることが示
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唆された。これらの結果は、臨床においてASXL1 変異単独でMDSを発症す

ることは少なく、大部分の症例で追加の変異が見出されることと合致する。さ

らに、ASXL1-MTがヒストン修飾に果たす影響を検討するため、骨髄 c-kit 陽

性細胞を用いてウエスタンブロッティングやクロマチン免疫沈降シークエン

ス（ChIP-seq）解析が行われた。その結果、H3K4me3 と H2AK119Ub のグ

ローバルな減少が認められる一方、H3K27me3 の減少は軽度であることが明

らかとなった（図５A, B）。H3K4me3 の減少と遺伝子発現の低下を認めた遺

伝子として、複数の赤血球分化関連遺伝子が同定され、赤血球の分化障害に関

与している可能性が考えられた。H3K4me3 が減少するメカニズムについて

は不確定であるものの、ASXL1-MT は多様なヒストン修飾を変化させること

で、造血器腫瘍の発症に関与していることが示唆された。 

 本研究では、ASXL1-MT cKI マウスのHSPCが機能障害を生じることを見

出し、その原因について代謝という観点から解明することを試みた。これまで

に述べた通り、HSC の機能を維持するためには代謝の厳密な制御が重要であ

る。ASXL1 変異と代謝の関係性を検討することは、それがHSPCの機能に及

ぼす影響を評価する上で重要な所見であると考えられる。また、代謝の制御機
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構の破綻はHSPCの静止状態を失わせ、複製ストレスやROSによるDNA損

傷を引き起こす。代謝の異常な変化によりゲノム不安定性が惹起され、悪性化

の一因となる可能性も考えられることから、本研究では代謝に加えてDNA損

傷に関する解析も合わせて行った。 
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第２章 方法と材料 

 

マウス 

 C57BL/6J（Ly5.1）マウスは三協ラボサービス株式会社より、C57BL/6J

（Ly5.2）マウスは日本チャールスリバー株式会社より購入した。p53-/-マウス

は、東京大学医科学研究所の松田浩一先生よりご供与いただいた。ASXL1-MT 

cKI マウスは当研究室で作製し、Vav-cre トランスジェニックマウスと交配し

た。実験は、6週齢から 12週齢のマウスで行った。すべての実験で、同腹仔

を野生型コントロールとして用いた。本研究で用いたマウスは東京大学医科

学研究所実験動物研究施設動物センターにおいて飼育し、実験に際しては東

京大学動物実験実施規則並びに東京大学動物実験実施マニュアルに則って行

った。 

 

フローサイトメトリー 

 骨髄細胞は、2% FBS を含んだ PBS で長管骨（大腿骨および脛骨）を洗い

流して回収した。骨髄細胞を赤血球溶解バッファー（150mM NH4Cl, 10mM 
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KHCO3, 100μM EDTA-Na2）で懸濁して赤血球を溶解し、40μm径のフィ

ルターにかけた。その後、lineage マーカー（CD5, B220, CD11b, Gr-1 and 

Ter119）に対するビオチン化モノクローナル抗体で細胞を懸濁し、４℃、１

０分間インキューベートした。続けて、抗ビオチンマイクロビーズ（Miltenyi 

Biotec）中で４℃、１５分間インキュベートした。さらに、MACS separation 

LS columns（Miltenyi Biotec）を用い、Lin-分画を純化した。その後、Lin-細

胞を CD150-PE （BioLegend, 115904, 1:200）、c-kit-PE-Cy7 （BioLegend, 

105814, 1:400）、Sca1-APC （BioLegend, 108112, 1:400）、CD48-Brilliant 

Violet 421 （BioLegend, 103427, 1:400） そして Streptavidin-Brilliant 

Violet 605（BioLegend, 405229, 1:400）で４℃、３０分間染色した。末梢

血中のキメリズム解析には、CD11b-PE（eBiosciense, 120112-85, 1:1000）

と CD45.2-APC （BioLegend, 109813, 1:1000）抗体を用いた。ROSとミト

コンドリア膜電位の測定には、Sca1-APC 抗体の代わりに Sca1-Brilliant 

Violet 785 （BioLegend, 108139, 1:400）抗体を使用した。アポトーシスと

細胞周期の解析では、CD48-Brilliant Violet 421 および Sca1-APC 抗体の代

わりにそれぞれ CD48-APC-Cy7 （BioLegend, 103431, 1:400） と Sca1-
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Brilliant Violet 785 抗体を用いた。Propidium iodide （PI, 1:500）もしく

は 4',6-diamidino-2-phenylindole （DAPI, 1:3000） を死細胞の除去に用い

た。すべてのデータは、FACSVerse もしくは FACSAria で取得し、FlowJo で

解析を行った。 

 

細胞内染色 

 表面抗原を染色した骨髄細胞を、4% パラホルムアルデヒドで 10分間固定

し、0.2% Triton X-100 で 15 分間透過処理を行った後、5% ヤギ血清を用い

て 15分間ブロッキング処理した。すべての反応は室温で行った。その後、細

胞周期の解析では、細胞をKi-67-eFluor660（eBiosciense, 50-5698-82, 1:100）

と DAPI（1:3000） で 4℃、30 分間染色した。γ-H2AXの染色では、細胞

を抗 p-H2A.X （Cell Signaling Technology, #9718, 1:200） 抗体で室温、

１時間染色し、洗浄後にAlexa Fluor 647 二次抗体（Invitrogen, 1:2000）を

用いて室温で１時間染色した。染色した細胞を、フローサイトメーターにより

解析した。 
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アポトーシス解析 

 骨髄細胞を表面抗原に対する抗体で染色した後、Annexin V binding buffer

（10mM Hepes （pH 7.4）, 140mM NaCl, 2.5mM CaCl2）中で、Annexin 

V-APC （BioLegend, 640920, 1:100）で室温、30分間染色した。染色した

細胞を、フローサイトメーターを用いて解析した。 

 

HSPC 移植 

 致死的線量（総量 900cGy, 4 時間間隔を空けて 450cGy を 2回照射）の放

射線照射を受けたC57BL/6 レシピエントマウス（CD45.1）に、200 個のHSC

もしくは 3,000 個のMPP（CD45.2）を、4.0×105個の C57BL/6 マウスの骨

髄有核細胞（CD45.1）とともに尾静脈から競合的に移植した。移植後、１か

月おきに末梢血を採取し、ドナー由来細胞の割合をフローサイトメトリーに

より経時的に評価した。 

 

連続移植 

 ASXL1-MT cKI マウスおよび野生型マウスから回収した 106個の骨髄有核
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細胞を混合し、致死的線量の放射線照射を受けたC57BL/6 レシピエントマウ

スへ経静脈的に移植した。移植から６ヶ月後、3匹のレシピエントマウスから

合わせて 6×106 個の骨髄有核細胞を回収し、致死的線量の放射線照射を受け

たレシピエントマウスへ連続的に移植した。移植後、１か月おきに末梢血を採

取し、ドナー由来細胞の割合をフローサイトメトリーにより経時的に評価し

た。 

 

ROS の定量 

 細胞内とミトコンドリア内のROSの解析では、骨髄細胞を表面抗原に対す

る抗体でラベルした後、それぞれ 5μM CellROX Deep Red（Thermo Fisher 

Scientific）もしくは 10μM MitoSOX Red（Thermo Fisher Scientific）プロ

ーブを加えて、37℃、30 分間インキュベートした。反応後に細胞を洗浄し、

フローサイトメーターで解析した。 

 

NAC投与 

 野生型およびASXL1-MT cKI マウスに、1mg/mL の NACを含んだ水を２
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か月間与えた。その後、致死的線量（総量900cGy, 4時間間隔を空けて450cGy

を 2回照射）の放射線照射を受けたC57BL/6 レシピエントマウス（CD45.1）

に、1×106個の NAC投与マウス由来の骨髄有核細胞（CD45.2）とともに 1×

106個の C57BL/6 マウスの骨髄有核細胞（CD45.1）を、尾静脈から競合的に

移植した。移植後もNACを投与し続け、１か月後に末梢血中ドナー由来細胞

の割合をフローサイトメトリーにより評価した。同時に、骨髄細胞を取り出し

て表面抗原に対する抗体により染色し、CellROXプローブおよびγ-H2AX抗

体を用いて、LSK分画における細胞内ROSと DNA損傷を評価した。 

 

ミトコンドリア膜電位の定量 

 表面抗原に対する抗体でラベルした骨髄細胞を、100μM MitoTracker Red 

（Thermo Fisher Scientific） で 37℃、15分間インキュベートした。反応後

に細胞を洗浄し、フローサイトメーターで解析した。 

 

酸素消費量の測定 

 FACS（Fluorescence activated cell sorting）でソートした 3×105個の Lin-
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c-kit+細胞を、CELL-TAK（CORNING）でコーティングした XF24 細胞培養

マイクロプレートに固定した。その後、ミトコンドリアの呼吸能を、XF24 

extracellular flux analyzer と XF cell Mito Stress Test Kit （Agilent）を用

いて測定した。酸素消費量は、定常状態に続けてATP合成酵素阻害薬である

Oligomycin （0.5μM）、脱共役剤である FCCP（Trifluorocarbonylcyanide 

phenylhydrazone; 1.0μM）、および電子伝達系複合体 III の阻害薬である

Antimycin A （0.5μM） と複合体 I の阻害薬であるRotenone （0.5μM）

を順次投入して測定した。 

 

免疫蛍光染色 

 MPP もしくは LT-HSC を Poly-L lysine （SIGMA）でコートしたスライド

ガラスに、フローサイトメーターを用いてソートした。氷上で細胞を３０分間

静置してスライドガラスに接着させ、４%パラホルムアルデヒドで固定処理を

２０分間行った。その後、細胞を 0.2% TritonX-100 で透過処理を１５分間行

い、５%ヤギ血清で１時間ブロッキングした。以上の処理はすべて室温下で行

った。続いて、細胞を抗 p-H2A.X 抗体（Cell Signaling Technology, #9718, 
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1:200） または抗Tom20抗体（Santa Cruz Biotechnology, sc-11415, 1:500） 

で４℃、overnight で反応させ、洗浄した後にさらにAlexa Fluor 568 二次

抗体（Invitrogen, 1:1000） で室温、１時間染色した。細胞核を DAPI で染

色し、fluorescence mounting medium （DAKO）を用いて封入した。画像

は共焦点顕微鏡A1Rまたは超解像度顕微鏡N-SIM（Nikon）で撮影し、NIS-

Elements software （Nikon）を用いて画像処理を行なった。ミトコンドリア

の形態学的定量では、ImageJ により画像の閾値を定めて二値化し、個々のミ

トコンドリア断片の面積と数を測定した 41,42（図６）。 

 

メタボローム解析 

 ３匹のマウスから、フローサイトメーターを用いて分離した5×104個のLSK

（Lin-Sca1+c-kit+）細胞をプールし、洗浄した後に凍結した。凍結した細胞を

内部標準化合物（2-morpholinoethanesulfonic acid （MES） および 1,3,5-

benzenetricarboxylic acid （trimesate））とともに氷冷したメタノールで懸

濁し、さらにクロロホルムと超純水（LC/MS grade, Wako）を添加した。そ

の後、懸濁液を 15,000rpmで 4℃、15分間遠心した。遠心後、濾過フィルタ
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ー（Ultrafree MC-PLHCC, Human Metabolome Technologies）を用いて水

層を限外ろ過した。ろ液を減圧濃縮装置（SpeedVac, Thermo Fisher 

Scientific ）によって濃縮し、超純水に溶解した後に IC-MS（ Ion 

chromatography-Mass spectrometry）解析に供した。 

 アニオン性代謝産物の解析では、Orbitrap 質量分析計 （Q-Exactive focus, 

Thermo Fisher Scientific）とイオンクロマトグラフィーシステム（ICS-5000+, 

Thermo Fisher Scientific）を接続した装置を用いた。イオンクロマトグラフ

ィーによる分離とフーリエ変換型質量分析装置を用いることで、高感度かつ

特異的に代謝産物を定量することが可能になる。サンプルが質量分析計に入

る前に溶離液中の水酸化カリウムを水に変換するため、イオンクロマトグラ

フィーには電解再生サプレッサー（Dionex AERS 500, Thermo Fisher 

Scientific）を搭載した。サンプルの分離は、Dionex IonPac AS11-HC-4μm 

Column（Thermo Fisher Scientific）を用いて行なった。イオンクロマトグ

ラフの流速は 0.25mL/min とし、ポストカラム法でのメイクアップ溶媒とし

て、メタノールを 0.18mL/min で送液した。溶離液中の水酸化カリウム濃度

勾配は、1mM~100mM（0~40 分）、100mM（40~50 分）、1mM（50~60 分）
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とし、カラムの温度は 30℃に設定した。Q Exactive Focus 質量分析計は、す

べての検出において ESI ネガティブモードで操作した。Full mass scan（m/z 

70-900）を分解能 70,000 で行った。Automatic gain control （AGC） target

は 3×106 ions、maximum ion injection time （IT） は 100 ミリ秒とした。

イオン源の設定値は、spray voltage 3 kV、transfer temperature 320℃、S-

Lens level 50、heater temperature 300℃、Sheath gas pressure 36 psi、

Aux gas pressure 10 psi とした 43。 

 

RNAシークエンス解析 

 フローサイトメーターを用いてソートした LSK 細胞より、RNeasy Micro 

kit （QIAGEN） を用いて RNA を抽出し、Agilent TapeStation High 

Sensitivity RNA ScreenTape （Agilent）により RNAの収量と品質を確認し

た。RNAライブラリーは、15ng の total RNA から QIAseq FX Single cell 

RNA library kit （QIAGEN）を用いて調製した。ライブラリーの収量と品質

は、Agilent TapeStation D1000 （Agilent）と KAPA Library Quantification 

Kits （KAPA BioSystems） / Real-time PCR Systems Step One Plus 
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（Applied Biosystems）を用いて確認した。ライブラリーは、Illumina 

HiSeq2500 System によるペアエンドシークエンスに供した。得られたリー

ドは cutadapt （1.8.1）と fastx-toolkit （0.0.13）を用いて処理し、Illumina

アダプター配列の除去とクオリティフィルタリングを行なった。リードの品

質は FastQC を用いて評価した。処理されたリードは、TopHat （2.1.1） - 

Cufflinks （2.1.1） pipeline を用いてリファレンス配列である GRCm38 に

アラインメントし、FPKM値を得た 44-46。ヒートマップは、ダナ・ファーバー

癌研究所より公開されているMeV（http://mev.tm4.org/）を用いて作成した。

Gene set enrichment analysis （GSEA）は、ブロード研究所より公開されて

いる解析ツールであるGSEA（http://software.broadinstitute.org/gsea/）を

使用して行った。 

 

コメットアッセイ 

 コメットアッセイはCometAssay Kit （Trevigen）を用いて行った。FACS

でソートしたLT-HSCを LMアガロースに埋め込み、Comet Slide に移した。

その後、細胞を Lysis solution で溶解し、アルカリ溶液 （200mM NaOH, 
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1mM EDTA）中に浸した。アルカリ溶液中でコメットスライドを電気泳動し、

SYBR Green で染色した。解析には ImageJ を用い、comet tail moment を

算出した。 

 

ASXL1-MT/p53-/-マウス移植 

 致死的線量（総量 900cGy, 4 時間間隔を空けて 450cGy を 2回照射）の放

射線照射を受けたC57BL/6 レシピエントマウス（CD45.1）に、1×106個のド

ナーマウスの骨髄有核細胞（CD45.2）を、1×106個の C57BL/6 マウスの骨髄

有核細胞（CD45.1）とともに尾静脈から競合的に移植した。移植後、１か月

おきに末梢血を採取し、ドナー由来細胞の割合をフローサイトメトリーによ

り経時的に評価した。 

 

Foxo1 過剰発現細胞の移植 

 HA-Foxo1 ベクターはAddgene （Plasmid #12142）より購入し、pMYs-

IRES-NGFR ベクターの SnaBI 切断部位にクローニングした。パッケージン

グ細胞である PlatE 細胞に、リン酸カルシウム共沈降法を用いてプラスミド
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をトランスフェクションし、レトロウイルス粒子を産生した。トランスフェク

ションの４８時間後にウイルス液を回収し、レトロネクチンでコートしたプ

レートに移してウイルス粒子を吸着させた。MACS カラムを用いて骨髄 Lin-

細胞（CD45.2）を分離し、20%FBS、2mM L-glutamine、SCF（50 ng/mL）、

Flt3-ligand（50 ng/mL）、および TPO（50 ng/mL）を添加した IMDM（Iscove's 

Modified Dulbecco's Media）培地中で一晩培養した後、48時間ウイルスを

感染させた。その後、プレートからウイルス感染細胞（CD45.2）を回収し、

4.0×105個の C57BL/6 マウスの骨髄有核細胞（CD45.1）とともに尾静脈から

競合的に移植した。移植後、１か月おきに末梢血を採取し、ドナー由来細胞の

割合をフローサイトメトリーにより経時的に評価した。すべてのサイトカイ

ンはR&D systems より購入した。 

 

定量 PCR解析 

 RNAの抽出は、製造元のプロトコルに従いRNeasy Micro Kit（QIAGEN）

を用いて行った。cDNA の合成には、High Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kits （Thermo Fisher Scientific）を用いた。定量 PCRは SYBR 
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Premix Ex Taq II （TaKaRa）を用いて行い、Rotor-Gene Q 2plex System 

（QIAGEN）で定量を行なった。相対的発現レベルはΔΔCt 法により算出し、

Actb 遺伝子の値を用いて正規化した。後述のプライマーを用い、Foxo1、

Foxo3、ならびにActb 遺伝子の定量を行なった。 

Foxo1 forward 5’-TTCAATTCGCCACAATCTGTCC-3’ 

Foxo1 reverse 5’-GGGTGATTTTCCGCTCTTGC-3’ 

Foxo3 forward 5’- CTGGGGGAACCTGTCCTATG-3’ 

Foxo3 reverse 5’- TCATTCTGAACGCGCATGAAG-3’ 

Actb forward 5’- ACCAACTGGGACGACATGGAGAAG-3’ 

Actb reverse 5’-TACGACCAGAGGCATACAGGGACA-3’ 

 

統計解析 

 実験データは、平均値±標準偏差もしくは標準誤差として表現した。P値は

図の説明文に示す通り、unpaired, two-tailed Student’s t-test あるいは

Mann-Whitney rank sum test を用いて算出した。コホート間の生存解析で

は、Kaplan-Meier 法と log-ranked tests を用いた。P 値が 0.05 未満の場合
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に有意差ありと判定した。すべての計算は GraphPad Prism を用いて行なっ

た。 
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第３章 結果 

3.1 ASXL1-MT cKI マウスではHSPCの機能が低下している 

 我々は最近、早期のMDSやクローン性造血のモデルとして、floxed アレル

に C 末端欠失型 ASXL1（1900-1922del;E635RfsX15）を有するコンディシ

ョナルノックインマウスを作成した（以下、ASXL1-MT cKI マウスと呼ぶ）

30。このマウスとVav-cre トランスジェニックマウスを交配し、造血器特異的

に ASXL1-MT を発現させ、ASXL1 の変異が造血に及ぼす影響について検討

した。 

 ASXL1-MT cKI マウスの骨髄細胞数は正常であったが、Lin-Sca1+c-kit+

（LSK）細胞、多能性前駆細胞（MPPs; Lin-Sca1+c-kit+CD150-CD48+）、およ

び長期造血幹細胞（LT-HSCs; Lin-Sca1+c-kit+CD150+CD48-）を含む、HSPC

分画の割合は著明に減少していた（図７、図８A, B）。また、未分画の骨髄細

胞や特定の集団（MPP もしくは LT-HSC）を用いた競合的移植実験より、

ASXL1 の変異により造血再構築能が損なわれることが示された（図９A-D）。

したがって、ASXL1-MT cKI マウスのHSPCは数的減少ならびに機能的低下

をきたしていることが明らかとなった。ASXL1-MT cKIマウスにおけるHSPC
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の機能低下についてより詳細に調べるため、FACS 解析によりアポトーシスと

細胞周期を検討した。ASXL1-MT cKI マウスのHSPCでは、Annexin V 陽性

細胞の割合が有意に増加しており、野生型と比較してよりアポトーシスを起

こしやすいことが示唆された（図１０A, B）。さらに、Ki-67 と DAPI を用い

た細胞周期の解析では、 静止期（G0）にある LT-HSC の割合が有意に減少

し、MPP と LT-HSC の両者で S/G2/M 期にある細胞の割合が増加していた

（図１１A, B）。これらの結果から、ASXL1-MTは主にアポトーシスを誘導す

ることによって、HSPC の減少を引き起こすことが示唆された。HSC の静止

状態の消失も、造血再構築能の低下に寄与しているのかもしれない。 

 

3.2 ASXL1-MT cKI マウスのHSPCはミトコンドリアの活性が亢進している 

 近年の研究で、ミトコンドリアの動態と幹細胞の維持や運命決定の間に、密

接な関係があることが示されている 3,19,47-50。そこで、ASXL1-MT がミトコン

ドリアの活性に及ぼす影響について検討を行った。MitoTracker プローブを

用いた解析において、ASXL1-MTを発現するHSPCは野生型と比較してミト

コンドリア膜電位の上昇を認めた（図１２A, B）。加えて、c-kit 陽性細胞を用



 34 

いて酸素消費量を測定すると、ASXL1 変異により基礎呼吸と最大呼吸能が増

加することが明らかとなった（図１３）。次に、LSK細胞中の代謝産物を網羅

的に解析するため、IC-MS によるメタボローム解析を行った 51。図１４に示す

通り、ASXL1-MTを発現する LSK細胞では、ATPならびに TCAサイクルを

構成する代謝産物のプールが増加していた。ミトコンドリアにおける酸化的

リン酸化が TCA サイクルによって駆動されること、そして ATP が専らミト

コンドリアで産生されることから、これらの代謝変化はミトコンドリアの活

性化に矛盾しない所見と考えられた。さらに、LSK細胞を用いたRNAシーク

エンス（RNA-seq）解析では、ASXL1-MT発現細胞においてミトコンドリア

関連遺伝子の発現上昇が認められた（図１５A, B）。興味深いことに、ミトコ

ンドリア蛋白質である Tom20 の免疫染色によるミトコンドリアの形態的評

価では、ASXL1-MTを発現するHSPCはより少数で凝集した形態をとる一方、

野生型では点状に散らばった形態を示していた（図１６A-D）。このような形

状の変化は、ASXL1-MT 発現細胞においてミトコンドリアの融合と分裂のバ

ランスが変化していることを示唆する所見である 50,52-54。以上の結果をまとめ

ると、ASXL1-MTは HSPCのエネルギー代謝やミトコンドリアの動態を変化
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させることが明らかとなった。 

 

3.3 ASXL1 変異は ROSの増加とDNA損傷を引き起こす 

 次に、ミトコンドリアはROSの主要な産生源であることから、HSPCにお

ける ROSの存在量を評価した 7,55,56。予想した通り、CellROXプローブを用い

た細胞内ROSの評価では、ASXL1-MTを発現するHSPCは ROSが増加して

いた（図１７A, B）。過剰な ROS は好気呼吸で生じる有害な副産物であり、

DNA 損傷を引き起こすことが知られている 7,9,57,58。そこで、コメットアッセ

イによりDNA損傷の程度を検討したところ、ASXL1-MTを発現するLT-HSC

ではDNA鎖切断が増加していることが分かった（図１８A, B）。また、野生

型とASXL1-MT発現細胞を競合的に移植して比較したところ、ASXL1-MTを

発現する LSK 細胞においてミトコンドリア内の ROS と γ-H2AX の発現上

昇が認められた（図１９A-D）。これらの結果より、ASXL1-MTは HSPCにお

いて、ROS の蓄積と DNA 損傷の増加を引き起こすことが示唆された。さら

に、抗酸化物質であるNACを投与して、HSPCにおける造血再構築能の低下

を回復させることができるかを検討した。野生型ならびにASXL1-MT cKI マ
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ウスに８週間NACを投与した後、骨髄細胞をレシピエントマウスへ競合的に

移植した。移植後にも、レシピエントマウスへNACを投与し続けた。その結

果、NACの投与は ASXL1 変異を有するHSPC において ROS とγ-H2AX を

効果的に減少させ、部分的に造血再構築能を回復した（図２０A-E）。ASXL1-

MTを発現するHSPCは骨髄系細胞へ造血が偏ることから、NACの投与が分

化に及ぼす影響について評価した 30。しかしながら、NAC を投与しても異常

な骨髄系細胞への分化の偏りは正常化されず、ASXL1-MT は ROS の存在量

に関わらず分化異常を引き起こしていることが示唆された（図２０F）。以上

の結果より、ROS を減少させることで ASXL1-MT を発現する HSPC の機能

障害が改善されたことから、ROS が造血再構築能の低下の要因であることが

明らかとなった。 

 

3.4 p53 は ASXL1 変異を有するHSPCの造血再構築能を低下させる 

 ROS や DNA 損傷は、p53 の活性化を引き起こすことが知られている 59,60。

ASXL1 変異を有するHSPCの機能制御に対する p53 の役割を評価するため、

ASXL1-MT cKI マウスと p53 ノックアウトマウス（p53-/-）を交配した。
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ASXL1-MT/p53-/-マウスの LSK細胞の割合は、ASXL1-MT cKI マウスと比較

して増加しており、野生型との有意差は認められなかった（図２１A, B）。競

合的移植実験では、p53 の欠失によりASXL1-MTを発現するHSPCの造血再

構築能は回復した（図２２）。したがって、p53 の欠失によりASXL1-MT cKI

マウスにおける HSPC の数的減少と機能的低下は改善されることが明らかと

なった。また、ASXL1-MT/p53-/-マウスの骨髄細胞を移植されたマウスは６ヶ

月以内に全個体が胸腺リンパ腫で死亡する一方、p53-/-マウスの骨髄細胞を移

植されたマウスは 33% の個体が死亡するにとどまっていた（図２３A-C）61,62。

以上の結果から、p53 は ASXL1 を変異した HSPC の造血再構築能を阻害す

る一方、悪性化を抑制していることが示唆された。 

 

3.5 ASXL1 の変異は Foxo1 の発現低下を通じてDNA 損傷の増加と造血再構

築能の低下を引き起こす 

 これまでの研究で、ASXL1 は多様なエピジェネティクスを変化させること

で、遺伝子発現の制御を行うことが明らかとなっている。そこで、ASXL1-MT

を発現する LSK細胞の RNA-seq 解析により、DNA損傷を引き起こすような
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遺伝子発現の変化を探索したところ、Foxo1 と Foxo3 の発現が低下している

ことが分かった。転写因子である Foxo は、解糖系酵素や還元酵素の発現を介

して、代謝や ROS の産生に関与することが示されている 10-12,63,64。加えて、

Foxo は DNA 修復酵素の転写調節を行い、DNA 損傷応答を制御することが

知られている 65,66。定量 PCRでも Foxo1 と Foxo3 の発現低下が確認され（図

２４A）、RNA-seq 解析では Foxo1 のターゲット遺伝子群の発現が低下して

いることが明らかとなった（図２４B）。最近、我々はASXL1 と H3K4me3 の

結合部位がよく相関していること、ならびに ASXL1-MT が結合していると

H3K4me3 が大きく損なわれることを、ChIP-seq 解析を用いて報告した 30。

そこで、Foxo1 と Foxo3 の遺伝子座について調べたところ、プロモーター領

域に野生型ならびに変異型 ASXL1 が結合し、この領域では ASXL1-MT を発

現する細胞は H3K4me3 が著しく減少することが明らかとなった（図２５）。

したがって、ASXL1-MT は H3K4me3 を減少させることで、Foxo の発現を

低下させることが示唆された。さらに、公共データベース（Gene Expression 

Omnibus accession number: GSE58831）のMDS患者データを参照したと

ころ、ASXL1 変異を有するMDS 患者に由来する CD34 陽性細胞では、健常
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者と比較してFOXO1の発現が有意に低下していることが分かった（図２６）。

ASXL1 変異を有する HSPC における Foxo1 の役割を調べるため、骨髄 Lin-

細胞に Foxo1 を過剰発現させて移植した。Foxo1 の発現により、ASXL1-MT

を発現する HSPC はγ-H2AX の減少を認め（図２７A, B）、レシピエントマ

ウスにおける生着が有意に改善した（図２７C）。その一方、ミトコンドリア

活性や ROS の増加は正常化しなかったことから、ASXL1-MT は Foxo1 の発

現低下とは異なった機序により、これらの変化を引き起こしていることが示

唆された。以上の結果から、ASXL1-MT は Foxo1 の発現低下を介して DNA

損傷を引き起こし、造血再構築能の低下の一因となっていると考えられた。 
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第４章 考察 

 本研究では、ASXL1-MT cKI マウスを用いた解析により、ASXL1 変異が

HSPC の機能に及ぼす影響を検討した。競合的移植実験により、ASXL1-MT 

cKI マウスの HSPC は造血再構築能が著しく損なわれていることが明らかと

なった。さらに、HSPCの機能低下は細胞周期の変化やアポトーシスの増加を

伴っていた。過去の複数の報告より、HSC の静止状態の喪失が自己複製能の

障害と関連することが示されており、ASXL1 を変異したHSPCにおいても細

胞周期の適切な制御が重要であると考えられた 67。 

 ASXL1 変異がHSPCの機能を低下させる機序を解明するため、本研究では

この問題に代謝という視点からアプローチした。HSC は低酸素ニッチにおい

て嫌気的代謝を行っており、静止状態を維持するためにミトコンドリアでの

好気的代謝は抑制されている 2‒4,14‒16。そこで、ASXL1 変異と代謝の関連につ

いて調べるため、ミトコンドリアの活性を４つの方法で評価した。第一に、ミ

トコンドリアの膜電位に応じて蛍光強度が増大するMitoTracker Red プロー

ブを用いた解析を行い、ASXL1-MTを発現するHSPCではミトコンドリア膜

電位が上昇することを示した。ミトコンドリアの膜電位は、ミトコンドリア内
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膜に存在する呼吸鎖複合体 I, III, IV によりプロトンが内膜から膜間腔へ運び

出され、プロトン勾配が生じることで形成される。したがって、膜電位の上昇

は電子伝達系の活性が亢進していることを示唆する所見である。第二に、c-kit

陽性細胞を用いた酸素消費量の測定で、ASXL1 変異細胞で酸素消費量の増加

が認められた。細胞内において、酸素はミトコンドリアの呼吸鎖複合体V（ATP

合成酵素）による酸化的リン酸化反応に用いられる。したがって、酸素消費量

の増加は電子伝達系で実際にATP合成が増加していることを表している。第

三に、LSK分画を用いたメタボローム解析で、ASXL1 変異細胞において TCA

サイクルを構成する代謝産物ならびにATPが増加していた。これは、解糖系

から TCA サイクルへの代謝の流れが増加し、それに伴って ATP の産生が亢

進していることを示唆する所見である。第四に、RNA-seq 解析のデータを用

いたGSEAにおいて、TCAサイクルの酵素や電子伝達系の構成分子を含むミ

トコンドリア関連遺伝子群の発現上昇が認められたことから、ミトコンドリ

アの生合成が増加していることが明らかとなった。以上の結果から、ASXL1-

MT の発現によってミトコンドリアの生合成が促進され、TCA サイクルへの

代謝の流れが増加し、電子伝達系での酸化的リン酸化が亢進していると考え
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られた。好気的代謝の異常な亢進は、HSPCの機能低下を引き起こす原因とな

り得る所見である。 

 興味深いことに、ミトコンドリア蛋白質である Tom20 の免疫染色によるミ

トコンドリアの形態的評価では、ASXL1-MT を発現する HSC ではミトコン

ドリアが増大し、より融合した形態をとることが分かった。ミトコンドリアの

増大は生合成の亢進と合致する所見と考えられるが、融合した形態をとる理

由については明らかでない。このようなミトコンドリアの形態変化は、分裂と

融合のバランスが変化していることを示唆しているのかもしれない。ミトコ

ンドリアの融合は、酸化的リン酸化によるATP産生が亢進しているときに著

しく増加する 68。また、ミトコンドリアDNAの変異などにより機能が低下し

たミトコンドリアをレスキューするため、ミトコンドリアどうしが融合する

ことも知られている 69。さらに、ミトコンドリアのダイナミクスの変化が、

HSC の機能に影響を与えることも報告されている 48-50。理由はともあれ、

ASXL1 の変異はミトコンドリアの機能に加え、ダイナミクスにも影響を与え

ることが示された。 

 ミトコンドリアの活性化に続き、ASXL1-MT cKI マウスのHSPCでは ROS
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が増加していた。競合的移植実験において、ROS の増加は NAC の投与によ

ってほぼ完全に抑制されたが、NACによる造血再構築能の改善は部分的であ

った。これは、ROSの増加以外にHSPCの機能を低下させる要因が存在する

こと、あるいはROSが HSPCに与える損傷の一部は不可逆的であることを示

唆しているのかもしれない。ROSはグアニン塩基の酸化による 8-オキソグア

ニンの生成、DNA 一本鎖切断、および DNA 二本鎖切断により DNA 損傷を

引き起こし、遺伝子変異を起こし得ることが知られている 7。ROSの増加と一

致して、コメットアッセイによる検討において、ASXL1-MT を発現する LT-

HSC で DNA 損傷が増加することが見出された。競合的移植実験では、γ-

H2AX の発現上昇は NAC の投与により完全に抑制されたことから、ROS が

DNA損傷の原因であることが明らかとなった。したがって、HSPCにおいて

ASXL1-MTはミトコンドリアの活性化とROSの増加を引き起こし、DNA損

傷を惹起することが明らかとなった。以上の結果は、ASXL1 変異が新たな変

異を促進することを示唆しており、ASXL1 の変異が骨髄系腫瘍の発症過程で

早期に起こる事象である理由を説明し得る可能性がある。過去の報告で、

TET2、IDH1、ならびに JAK2 変異もDNA損傷を増加することが示されてお
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り、ある遺伝子変異が別の遺伝子変異を促進することは、腫瘍の発症過程にお

いて一般的な現象なのかもしれない 70-72。 

 生理的条件下で、p53 は SOD2、GPX1、SESN1（Sestrin-1）、SESN2（Sestrin-

2）などの抗酸化酵素の発現を活性化させ、ROSを低レベルに維持する役割を

担っている 60。また、DNA損傷によって p53 は ATM、ATR、CHK1、CHK2

などによるリン酸化を受け、細胞周期の停止やアポトーシスの誘導にはたら

くことも知られている。ROS や DNA損傷による p53 の活性化は、ゲノム安

定性の維持に重要な機構だと考えられるが、その活性自体がHSCの機能を損

なうことも報告されている 73。そこで、ASXL1-MT を発現する HSPC では

ROS や DNA損傷により p53 が活性化し、その機能に影響を与えていると推

測した。ASXL1 を変異した HSPC における p53 の役割を検討するため、

ASXL1-MT cKI マウスと p53-/-マウスを交配した。ASXL1-MT/p53-/-マウスで

は、ASXL1-MT cKI マウスで見られる LSK分画の有意な減少を認めず、造血

再構築能の低下も抑制されていた。よって、p53 の欠失によりASXL1-MT cKI

マウスにおける HSPC の数的減少と機能低下は改善することが分かった。一

方で、ASXL1-MT/p53-/-マウスは p53-/-マウスと比較して早期にリンパ腫を発
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症し、生存期間は有意に短縮した。したがって、p53 の活性化は ASXL1-MT 

cKI マウスの HSPC に機能障害を引き起こす一方、ROS や DNA 損傷による

悪性化に対する防御機構として重要な役割を果たしていることが示唆された。 

 最後に、ASXL1-MT が DNA損傷を引き起こす原因を、RNA-seq 解析のデ

ータを用いて探索した。その結果、ASXL1-MTを発現する LSK細胞では、転

写因子である Foxo の発現が有意に低下していることを見出した。ASXL1-MT

を発現する骨髄 Lin-細胞に Foxo1 を過剰発現して移植すると、造血再構築能

の低下を有意に改善することができた。さらに、γ-H2AXの細胞内染色によ

り、Foxo1 の発現によって DNA 損傷の増加が抑制されることも明らかとな

った。したがって、ASXL1-MT cKI マウスにおける HSPC の機能低下は、

Foxo1 の発現低下が原因となっていることが示唆された。その一方、ASXL1

変異細胞におけるミトコンドリア膜電位やROSレベルの上昇は、Foxo1 の過

剰発現によって改善されなかった。過去の報告で、ヒト臍帯静脈内皮細胞であ

る HUVEC 細胞に Foxo1 を発現すると、酸素消費量や ROS レベルが低下す

ることが示されている 63。別の報告では、Foxo を欠失した HSC ではミトコ

ンドリアの活性化とROSの増加が引き起こされ、自己複製能の低下を導くこ
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とが明らかとされている 10。この点につき、本研究と結果が乖離した原因につ

いては明らかでない。用いた細胞種や、過剰発現系であるが故の発現量の違い

が、その差を生み出しているのかもしれない。他方、Foxo は DNA 修復酵素

であるGADD45やDDB1の転写を正に制御するほか、ATMと協調してDNA

損傷応答を促進することが知られている 65,66,74。したがって、Foxo1 の過剰発

現によるγ-H2AX の発現低下は、DNA 損傷応答を介した機序であることが

示唆される。 

 近年、変異型ASXL1 蛋白質の病態への関与が受け入れられつつあることを

背景に、変異型ASXL1 ノックインマウスに関する論文が相次いで報告された。

いずれも、ラストエキソンの変異による C 末端欠失型 ASXL1 の発現を想定

しているが、切断部位のわずかな違いや実験系による発現量の差の影響から

か、表現型に差異が生じている。Yang らは、Vav1 プロモーター制御下にヒ

トASXL1 Y588X 変異を発現するトランスジェニック（Tg）マウスを２ライ

ン作製して解析を行った 75。このマウスでは HSC のプールが増加し、AML、

MDS、およびMPNで死亡する個体が出現することから、変異型ASXL1 が骨

髄系腫瘍の発症を促進することが明らかとなった。Tg マウスの c-kit 陽性細
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胞を用いた RNA-seq と ATAC-seq（Assay for Transposase-Accessible 

Chromatin Sequencing）解析より、HSC や骨髄系細胞分化に関連する遺伝

子の発現量、ならびにクロマチンへのアクセシビリティの増加が確かめられ、

これらが造血器腫瘍の発症に寄与している可能性が考えられた。さらに、変異

が ASXL1 と他の蛋白質との結合に影響を及ぼすかを調べるため質量分析を

行った。その結果、BRD4 が変異型 ASXL1 と結合する一方、野生型 ASXL1

とは結合しないことを見出した。BRD4 は H3K122 をアセチル化するととも

に、p-TEFb を動員してRNAポリメラーゼ II をリン酸化することで、転写伸

長を促進することが知られている。筆者らは、RNA-seq の結果から、白血病

の発症に関与する遺伝子である Prdm16 の発現が亢進していることに着目し

た。ChIP-qPCR より、Tgマウスの c-kit 陽性細胞では Prdm16 のプロモータ

ー領域に BRD4、リン酸化 RNA ポリメラーゼ II、および H3K112ac が野生

型と比較してより多く結合していることが明らかとなった。以上の結果から、

変異型 ASXL1 が BRD4 と結合して RNA ポリメラーゼ II による転写を活性

化し、さらにH3K112 のアセチル化を促進していると考えられた。 

 Hsu らは、ヒト患者でしばしば検出される G646WfsX12 変異を、マウス 
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Asxl1 遺伝子の相同部位に導入したノックインマウスを作製した 76。競合的移

植実験により、Asxl1 変異体がHSCの機能を低下させることが示された。ま

た、18 か月の観察期間で造血器腫瘍は発症せず、Asxl1 変異体単独では発症

に不十分であると考えられた。筆者らは、ASXL1 の変異した患者ではがん原

遺伝子である MN1 の発現が高く予後不良であることを見出し、ASXL1 と

MN1が協調して病態形成に関与する可能性を考えた。骨髄 Lin- 細胞にMN1

を過剰発現させてマイクロアレイ解析を行なったところ、Asxl1 変異マウスで

は野生型と比較して発現変動遺伝子が有意に増加していた。その中には、

KRAS および MEK 経路に関連する遺伝子が含まれていたことから、ASXL1

とMN1が協調して遺伝子発現を変化させ、腫瘍化を惹起している可能性が考

えられた。また、野生型と Asxl1 変異マウスでは H3K27me3 の分布が異な

っており、変異型 Asxl1 が H3K27me3 の分布を撹乱していることが示唆さ

れた。 

 Uni らは、ヒト骨髄系腫瘍患者で認められるG646WfsX12 変異変異を、マ

ウス Asxl1 遺伝子座に導入したノックインマウスを作製した 77。このマウス

の造血は骨髄系細胞に偏り、LSK 細胞はアポトーシスが亢進するとともに数
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が減少していた。これらの表現型は本研究で用いたマウスと類似しているが、

およそ 1.5 年の潜時を経て MDS/MPN 様の病態で死亡するという点が異な

る。LSK分画の RNA-seq 解析より、Asxl1 変異マウスでは BMI1 や EZH2 の

ターゲット遺伝子の脱抑制が認められ、PRC1 ならびに PRC2 の機能低下が

示唆された。筆者らは、老化関連遺伝子である p16Ink4a の発現が上昇してい

ることに着目し、そのプロモーター領域において H2AK119 のユビキチン化

が低下していることを見出した。Asxl1 変異マウスと p16 ヘテロ欠損マウス

を交配すると、LSK 分画におけるアポトーシスの亢進と数的減少が正常化し

た。したがって、Asxl1 変異による LSK細胞の異常には、p16Ink4a の脱抑制

が寄与していることが示唆された。さらに、BMI1 が野生型ASXL1 と結合す

る一方、変異型ASXL1 とは結合しないことを明らかにした。以上の結果から、

変異型 ASXL1 は PRC1 をそのターゲット領域に正しくリクルートできない

ため、H2AK119Ub の低下による遺伝子発現の脱抑制が引き起こされると考

えられた。 

 上述した通り、変異型ASXL1 が腫瘍発症に寄与する様々な機序が提唱され

ているが、コンセンサスは得られていない。少なくとも、変異型ASXL1 がエ
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ピジェネティクスに異常を引き起こし、遺伝子発現を変化させることは共通

している。本研究と同様に、いくつかの報告では ASXL1 変異によって HSC

の機能低下やアポトーシスの亢進が認められている。他のマウスモデルにお

けるHSCの機能低下が、ミトコンドリアの機能異常と関連しているかどうか

は不明であり、今後検討すべき課題の一つである。 

 ASXL1-MTによるHSPCの機能低下は、Foxo遺伝子座におけるH3K4me3

の低下のような、エピジェネティクスの変化によって引き起こされることが

明らかとなった。しかしながら、ミトコンドリアの活性がなぜ亢進するのか、

という問いに対しては答えを見出すことができていない。これまでの報告と

照らし合わせ、ミトコンドリアの活性化に影響する因子がいくつか考えられ

る。第一に、PDKのような代謝の制御点としてはたらく分子である。PDKは

ピルビン酸からアセチル CoA への変換を阻害し、TCA サイクルへの代謝の

流れを遮断することで好気的代謝を抑制する 3。PDKの欠失により、クエン酸

回路にアセチルCoAが流入し、ミトコンドリアにおける酸化的リン酸化が増

加することになる。第二に、Hif-1 や Myc を始めとする代謝を制御する転写

因子群である。Hif-1 は解糖系酵素の転写をプログラムしており、その欠損に
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より嫌気的代謝から好気的代謝への転換が起こる 14,18。Myc は転写をグローバ

ルに活性化し、細胞周期の進行や代謝の亢進により増殖を促進する。Myc の

ターゲットとして４００種類を超えるミトコンドリア遺伝子が同定されてお

り、Myc の活性化はミトコンドリア容量と呼吸能の増加を引き起こす 78。第

三に、mTOR（mammalian target of rapamycin）シグナル伝達経路が挙げ

られる。mTORC1 は YY1（Ying Yang 1）や PGC-1α（Peroxisome 

proliferator-activated receptor gamma coactivator -1α）と複合体を形成し、

ミトコンドリア遺伝子の発現とそれに続くミトコンドリアの生合成を促進す

る 79。また、脂質、蛋白質、および核酸合成にもはたらき、代謝を統合的に調

節していると考えられている 80。mTORC1 の活性を阻害する Tsc1（Tuberous 

sclerosis 1）を欠失すると、ミトコンドリア容量が増加するとともにROSの

産生が亢進する 47。また、mTORC1 は PI3K-AKT および MAPK シグナル伝

達経路により正の制御を受けており、これらの経路の活性化はミトコンドリ

アの機能を亢進させる 81,82。以上のように、ミトコンドリアにおける代謝は

様々な因子により規定されるが、それらは互いに排他的ではなく協調、あるい

は拮抗し、制御されていると考えられる。ASXL1 変異によるミトコンドリア
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の活性化も、代謝の複雑な制御を経ている可能性があり、その原因を明らかに

するためにより詳細な解析が必要である。 

 冒頭で述べた通り、ASXL1 の変異は加齢に伴うCHでしばしば認められ 25-

27、本研究で用いた ASXL1-MT cKI マウスはそのモデルとして有用である可

能性がある。ASXL1-MT cKI マウスでは、加齢に伴い軽度の貧血をきたすと

ともに骨髄系細胞が増加し、造血器腫瘍発症への感受性が増大することが示

されており 30、高齢者における造血の特徴と類似している。加齢に伴うこれら

の変化は、HSC の自己複製能や分化能の低下が原因の一つとして考えられて

いる。C57BL/6 系統のマウスでは、加齢に伴って表面マーカーで定義した

HSCの数は増加するものの、造血再構築能は低下する 83。また、ヒトHSCに

おいても加齢に伴って機能低下をきたすことが示唆されている 84。このような

HSC の機能低下の一因として、DNA 複製や ROS による DNA 損傷の蓄積が

考えられている 85,86。本研究において、ASXL1-MTは ROSを増加させること

により DNA 損傷を惹起し、HSC の機能低下を引き起こすことが示された。

加えて、HSC において細胞周期の進行が促進されていることから、複製スト

レスによる DNA 損傷の増加が、HSC の機能を低下させる原因となっている
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ことも考えられる。すなわち、加齢に伴う HSC の老化を ASXL1-MT が促進

している可能性がある。さらに、ASXL1-MT cKI マウスのHSCは DNA損傷

を蓄積しながらその集団を緩徐に拡大させ、造血器腫瘍の発症リスクを増大

させていることが推察される。実際に、高齢のASXL1-MT cKI マウスでは LT-

HSC が野生型と比較して増加するとともに、DNA 損傷を蓄積していること

が確認されている（Data not shown）。このような観察結果は、CHにおける

変異クローンの拡大、ならびに造血器腫瘍の発症リスクの増大を模倣してい

るのかもしれない。ミトコンドリアは細胞活動を行う際のエネルギー源であ

るから、細胞周期の進行と密接に関連していると考えられる。ミトコンドリア

の異常な活性化を阻害することができれば、細胞周期の進行による変異クロ

ーンの拡大、ならびに複製ストレスや ROS による DNA 損傷の増加が抑制さ

れることが期待され、CHの治療標的となり得る可能性がある。今後は、ASXL1

変異がミトコンドリアを活性化するメカニズム、ミトコンドリアの活性化と

CHの関連、さらにはミトコンドリア活性の抑制によるCHの治療可能性につ

いて、さらなる検討が必要であると考える。 
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第５章 結論 

 ASXL1-MT cKI マウスの解析より、ASXL1-MTを発現するHSPCは機能的

に低下していることが分かった。ASXL1-MT は、HSPC においてミトコンド

リアの異常な活性化を惹起し、ROSによるDNA損傷を引き起こした。ASXL1-

MT が引き起こした DNA 損傷の増加と造血再構築能の低下は、NAC の投与

や Foxo1 の過剰発現によって回復した。したがって、ASXL1-MTを発現する

HSPCの機能低下は、DNA損傷の増加が原因であると考えられた。本研究の

結果は、ASXL1 変異を有するCHや骨髄系腫瘍の治療に、示唆を与えるもの

だと考えられる。今後の研究では、ASXL1 の変異によりミトコンドリアの活

性が亢進する原因を究明する必要がある。 
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