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緒 言 

 

 ASXL1はショウジョウバエのAdditional Sex Comb（ASX）の哺乳類ホモログASXL1-3のうちの一つである。ASX
はポリコームとトライソラックスと協調してそれぞれ遺伝子発現の抑制と活性化に関与することが知られている。

ASXL1変異は骨髄異形性症候群（MDS）、慢性骨髄単球性白血病（CMML）、急性骨髄性白血病（AML）などの造血器

腫瘍だけではなく、健常高齢者に認められ造血器腫瘍に移行しやすいクローン性造血においても高率に認められること

が明らかになった。申請者らは以前にC 末欠失型のASXL1（ASXL1-MT）を過剰発現した骨髄細胞を移植したマウス

で、ASXL1-MT がポリコームPRC2/EZH2 抑制、H3K27me3 低下を介して、HoxA9/10 やmiR125a の発現が脱抑制

し、MDS発症を誘導することを報告した［1］。一方、ASXL1のノックダウンやノックアウトでもMDSが発症するこ

とが報告された［2，3］こともあり、ASXL1変異が機能欠失型（loss-of-function）なのか機能獲得型（gain-of-function）
あるいは優性抑制型（dominant-negative）なのかは議論があるところであった。最近は、1）MDS患者のASXL1変異

は必ず最終エクソンの5’側のナンセンス変異か早期終結を伴うフレームシフト変異であること、2）変異は必ず片側の遺

伝子座のみに起こること、3）MDS/AML細胞株でC末欠失型のASXL1が検出される［4］ことから、機能獲得型ある

いは優性抑制型変異であると考えられるようになってきた。 
 ASXL1変異を有する造血器腫瘍の患者は一般的に予後が悪い。我々は以前、ASXL1変異と高率に共存するSETBP1
変異をASXL1-MTと同時に発現する移植モデルにおいて早い時期にAMLを発症することを示した［5］。一方、クロー

ン性造血を有する人は一見健常に見えても年間 0.5～1.0%の割合で造血器腫瘍を発症することが知られている。これは

同年代の人と比較して10倍以上高い頻度である。クローン性造血では、DNMT3a、TET2、ASXL1など造血器腫瘍に

認められる遺伝子変異が 1 つ認められるケースが多く、これらの変異がドライバー変異となって造血器腫瘍が発症しや

すくなっていると考えている。このことは、クローン性造血では ASXL1 変異などドライバー変異により新たな遺伝子

変異が起こりやすくなり、新たな遺伝子変異が加わることによって白血病などの造血器腫瘍を発症することを示唆した。 
 本研究の目的は、我々が樹立した造血細胞特異的にASXL1-MTを発現するノックインマウス［6］を解析し、クロー

ン性造血を有する人において造血器腫瘍が発症しやすいかを検証し、発症しやすいことが確認されたら、その分子機序

を解明することである。クローン性造血（clonal hematopoiesis）は65歳以上の人の10%に認められ、これらの人が高

率に造血器腫瘍を発症するだけでなく、脳梗塞、心筋梗塞が多いことが予後を悪くしている。また、がん患者では 25%
以上にクローン性造血が認められ、クローン性造血を有するがん患者は再発率が高く予後が悪いことが報告された。現

代の高齢化社会において、クローン性造血を研究し、クローン性造血から様々な疾患が発症することを防ぐことは社会

的にも極めて重要なテーマであるだけでなく、クローン性造血から白血病が発症する分子機序を解明することは白血病

を含む悪性腫瘍の発症原因の解明に向けて重要なテーマである。 
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方 法 

 
1． ASXL1-MT-KIマウスの造血能の解析 
末梢血は経時的に自動血算器を使用して白血球数、赤血球数、血小板数、ヘモグロビンを測定した。骨髄細胞は表面

抗原によって分画化して、造血幹細胞数、各種前駆細胞数を調べた。またこれらの細胞分画で、細胞周期、コロニー形成

能を調べた。長期骨髄再建能は競合的移植および非競合的移植法を用いて調べた。またクロマチン沈降法（ChIP）を利

用して、ゲノムへのASXL1 結合とH3K4me3、H3K27me3、H2AK119Ub との関係を調べ、ASXL1-MT との関係も

調べた。 
2． 骨髄移植モデル 

ASXL1-MT-KI マウスの骨髄細胞に転写因子Runx1/AML1 の変異体Runx1-S291fs あるいはMLL-AF9 融合遺伝子

をレトロウイルスベクターで導入してマウスに移植して白血病の発症を調べた。 
3． 挿入変異（Insertional mutagenesis） 
生直後のマウスの腹腔内に複製可能白血病レトロウイルス MOL4070A を注入し、ASXL1-MT-KI マウスで白血病の

発症が早くなるかを調べた。 
4． 質量分析（M/S:Mas spectrometry） 
質量分析を利用してASXL-MT 結合分子としてBAP1 を同定した。ASXL1-MT/BAP1 が白血病化に関与するか調べ

た。 
5． ゲノム不安定性 

ASXL1-MT-KIマウスの骨髄細胞でDNAダメージが亢進しているかを、γH2AXの抗体染色とコメットアッセイで調

べた。また、その原因を調べるために、ASXL1-MT-KIマウスとコントロールマウスの c-kit陽性分画の骨髄細胞の発現

解析をRNAseqとGSEA解析を行った。さらに、Mitosox、CellRoxでROSを測定し、Mitotrackerでミトコンドリア

の活性化状態を調べた。 
 

結 果 

 

1．ASXL1-MT-KIマウスの解析 
  ASXL1-MT-KI マウスの末梢血は半年くらいから大球性の軽度貧血と血小板増多が認められる程度で大きな異常は

なかった。生後12～18ヶ月のマウスでは、大球性の軽度貧血と血小板増多に加えて好中球の軽度形態異常が認められた

（図 1 左）。骨髄細胞の分画ではLT-HSC（造血幹細胞）数とMPP（multi-potent progenitor）数が著明に減少してい

た（図1右）。 
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図１．ASXL1-MT-KIマウスの末梢血の血算と骨髄の造血幹前駆細胞 

生後半年くらいまではあまり症状はないが、1年くらいになると大球性の軽度貧血と血小板増多が認められる（左図）。骨髄内

の幹細胞（LT-HSC）や前駆細胞（MPP）は生後数ヶ月にはコントロールマウス骨髄に比べて、減少している。有意差検定に

はStudents’ t testを利用した。 
 

全体としてはCD11b陽性細胞が優位に増加し、ミエロイド偏重（myeloid skewing）が認められた。コロニー形

成能については、BFU-E由来、CFU-E由来コロニーは著減し、CFU-GM由来コロニーは増加し、骨髄のミエロ

イド偏重を裏付けた（図2A）。 

 
図2．ASXL1-MT-KIマウスの骨髄細胞のコロニー系性能 

A．ASXL1-MT-KIマウスの骨髄細胞のコロニー形成能を調べると、コントロールマウス骨髄細胞に比べて赤芽球系のCFU-E
由来、BFU-E由来コロニーは減少していた。一方、顆粒球系コロニー（CFU-GM由来コロニー）は増加していた。B．赤芽球

系コロニーの減少は Id3 発現によって部分的に回復した。またコントロールマウス骨髄細胞のコロニー形成も Id3 発現によっ

て上昇した。有意差検定にはStudents’ t testを利用した。 
 
また、赤芽球系細胞には分化阻害が認められた。長期骨髄再建能は競合移植で明らかに抑制され、非競合移植で

生着の遅れが認められた（図 3）［6］。RNAseq の結果を GSEA で解析したところ ASXL1-MT-KI マウスの骨髄

c-kit陽性細胞では、細胞癌化に関与するHoxA9とMycの経路が上昇し、赤芽球系細胞の分化に関与するGATA1
とRunx1の経路が低下していることが判明した。 
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図3．ASXL1-MT-KIマウス骨髄細胞の骨髄再建能 
A．ASXL1-MT-KIマウスの骨髄細胞（●）は競合的移植実験においてコントロールマウス骨髄細胞（○）に比べて生着率が低

くなった。B．ASXL1-MT-KIマウスの骨髄細胞（●）は非競合移植において生着がコントロールマウス骨髄細胞（○）に比べ

て遅延した。有意差検定にはStudents’ t testを利用した。 
 

 ゲノムの中で、ASXL1 の結合とH3K4me3 およびH2AK119Ub は強く相関した（図 4A，B）が、H3K27me3 とは

ほとんど相関がなかった（図4D）。興味深いことのASXL1-MTの結合はH3K4me3と逆相関した（図4C）。この結果

は、ASXL1はH3K4me3付加に関与するが、変異型ASXL1はそれを阻害することを示唆している。 

 

図4．ASXL1のゲノムへの結合と代表的ヒストンマークの相関：ChIPseqの結果を解析したもの 
A．ASXL1 のゲノムへの結合とヒストンの代表的活性マーク H3K4me3 は相関する。B．ASXL1 のゲノムへの結合とヒスト

ンの抑制マークH2AK119Ubは相関する。C．ASXL1-MTが結合するとH3K4me3は減少する（逆相関する）。D．ASXL1の

ゲノムへの結合とヒストンの代表的抑制マークH3K27me3は全体としては相関が認められない。しかしながら、一部の遺伝子

ではASXL1の結合とH3K27me3が相関しているように見える（青い部分）。 
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 H3K4me3 が著明に低下して発現が低下している遺伝子として、Sox6、Id3、Tjp1、Hba を同定した。中でも

Id3は細胞分化に関与することが知られているので、ASXL1-MT-KIマウス由来の骨髄細胞に Id3を過剰発現して

コロニー形成能の変化を調べた。Id3 過剰発現の結果、BFU-E 由来コロニー数と CFU-E 由来コロニー数は部分

的に改善した（図 2B）。この結果はASXL1 変異によるH3K4me3 低下によって発現が低下する Id3 が貧血の原

因の少なくとも一部であることを示した。 
2．ASXL1変異とミエロイド系腫瘍の発症の関係性の解析 

ASXL1-MT-KI マウスの骨髄細胞にRunx1-S291fs あるいはMLL-AF9 を導入して同系マウスに移植する実験（骨髄

移植モデル）を行った。コントロールマウスの骨髄細胞に Runx1-S291fs を導入して移植した場合は一部のマウスが 1
年以降にMDS 様症状を発症して約 2 年で死亡するが、ASXL1-MT-KI マウスの骨髄細胞にRunx1-S291fs を導入して

移植した場合は、全例5～7ヶ月目に形態異常の強いMDS/AMLを発症し10ヶ月以内に死亡した（図5A）。MLL-AF9
はコントロールマウスの骨髄細胞に導入してもASXL1-MT-KIマウスの骨髄細胞に導入しても移植モデルにおいていず

れも早期に急性白血病を発症して死亡したが、後者の方が有意に早く死亡した（図5B）［6］。これらの結果は、ASXL1-
MTと変位型SETBP1が協調して白血病発症を誘導しうる結果［5］と合わせて、ASXL1-MTが他の遺伝子変異と協調

して造血器腫瘍発症を誘導することを示している。 
複製可能マウス白血病レトロウイルスを生直後のマウスに感染させて白血病発症を誘導するInsertional mutagenesis

の実験においては、コントロールマウスに比べてASXL1-MT-KIマウスは明らかに早い時期に白血病を発症した（図5C）。
Insertional mutagenesis においてはレトロウイルスが挿入された場所の近傍の遺伝子が活性化することが細胞の白血

化に寄与することが多い。白血病が発症したマウスの近傍の遺伝子を検索したところ、Hhex、Rnf220、H2-Eb2、Setbp1
が同定された。Setbp1の過剰発現がASXL1-MTと協調して白血病発症を誘導することは我々が以前に報告したとおり

である［5］。 

 
図5．ASXL1-MT-KIマウスは前白血病である 

A．ASXL1-MT-KIマウス骨髄細胞（●）およびコントロールマウス骨髄（○）に変異型転写因子Runx1-S291fsを導入して移

植すると、後者（Runx1-S291fsのみ）は約2年でMDSを発症す流のに比較して、前者（ASXL1-MT + Runx1-S291fs）は数

ヶ月でMDS/AML を発症する。B．ASXL1-MT-KIマウス骨髄細胞（●）およびコントロールマウス骨髄（○）にMLL-AF9
を導入して移植すると前者の方が有意に早く白血病を発症する。C．複製可能ウイルス Mol4070A を生直後に腹腔内投与する

と、コントロールマウスでは2年で1部のマウスが白血病を発症するが、ASXL1-MT-KIマウスでは2ヶ月から1年半で全て

のマウスが白血病を発症して死亡する。 
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一方では、M/SでASXL1に結合が強く認められるBAP1に注目して研究を進めた。BAP1はヒストンH2AK119の

ユビキチン修飾を外す働きをすることが知られていたが、ASXL1-MTと強く結合しASXL1-MTにモノユビキチン化を

もたらし安定化すること、同時にASXL1-MTはBAP1を安定化させBAP1の脱ユビキチン化活性を強くすることも見

出した［7］。ASXL1-MT/BAP1複合体はH2AK119ubの脱ユビキチン化、HoxA9などの遺伝子発現の上昇を介して細

胞の腫瘍化に寄与することも明らかにした。また、IRF8 の発現も上昇し、単球系への分化が強調された。このことは

CMMLにおいて半数近い症例でASXL1変異が存在することと合致していた。さらに、ASXL1-MT、MLL-AF9によっ

て腫瘍化した細胞株において BAP1 をノックアウトすると増殖が抑制されることを in vitro および in vivo の系で確認

した。このことはASXL1が造血器腫瘍の発生に寄与していること、BAP1がミエロイド系細胞においては、従来考えら

れていたような腫瘍抑制因子としての役割ではなく、オンコジーンとしての役割を果たしうることを示唆した。 
 我々は最近ASXL1がOGT/HCF1/MLL5と協調して活性化マークを付加すること、ASXL1、OGT、HCF1、MLL5
のノックダウンでH3K4me3が著明に低下し、HL60のATRA（All trans retinoic acid）による好中球分化が抑制され

ることを示した［8］。このことは ASXL1 変異がミエロイド系細胞の分化が阻害される MDS や白血病の発症に寄与す

ることを裏付けた。 
3．ASXL1変異による造血器腫瘍誘導の分子機構の解明 
 ASXL1-MT-KI マウスの造血幹細胞を調べたところ、G1 期の細胞の減少、細胞内 ROS 上昇、DNA ダメージ亢進

が認められ、クローン性造血を有する人における易白血病移行性の原因となりうると考えられた（論文準備中）。 
 

考 察 

 
 ASXL1 は内在性のヒストン修飾活性を持たないが、EZH2/PRC2、MLL5、BAP1 をと協力してヒストンH3K27 の

トリメチル化、ヒストン H3K4 のトリメチル化、ヒストン H2AK119Ub の脱ユビキチン化を調節していることがわか

った［1～3，6～8］。MLL5 は MLL ファミリーの中でヒストンメチル化活性がないと考えられている分子であるが、

HL60 細胞においてはMLL5 のノックダウンでもH3K4me3 がゲノム全体でグローバルに低下し、分化が抑制された。

この結果はMLL5が他のMLL分子とヘテロダイマーを形成してヒストンメチル化活性を発揮している可能性、何らか

の翻訳後修飾によってヒストンメチル化活性を獲得する可能性を示唆した。 
 ASXL1はユビキチン化［9］、モノユビキチン化［8］、リン酸化（未発表）、GlcNAC化［9］を受けることが分かって

おり、ASXL1が細胞外からのシグナルに対応して遺伝子発現を変化させるために、エピゲノムを統合的に調節する可能

性を示唆した。このことは同時に、ASXL1変異がエピゲノム異常を介して遺伝子発現を変化させ、造血器腫瘍や固形腫

瘍発症の原因となることも示唆した（図6）。 
 一方、クローン性造血や ASXL1-MT-KI マウスが、ASXL1 変異だけでは腫瘍化しないが、腫瘍が発症しやすい状態

であること、ASXL1-MTが付加的な遺伝子変異が導入されやすい状況を作っていることを明らかにした。 
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図6．作業仮説：ASXL1は自身に酵素活性はないが、外界からのシグナルに対応して種々の翻訳後修飾を受けること 
によってScaffoldとして働き、エピゲノム調節を介して遺伝子発現を変化させる。 
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