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緒緒  言言  

 
最近のゲノム編集技術の発達、特にCRISPR/Cas9法の普及により、がん細胞を用いたCRISPR library スクリーニ

ングが盛んに行われるようになり、がん細胞の増殖を制御する分子についての情報が飛躍的に増大した［1］。しかし、

これらのスクリーニングの多くは in vitroの培養系を用いたものか、もしくは最初に in vitro培養系で候補分子を絞っ

た上で in vivo 実験を行ったものであり、生体内特異的にがん細胞の増殖を制御する分子に関する情報は、現在でもま

だ不足している。そこで我々は、CRISPR/Cas9 library sgRNAを導入したマウス骨髄系腫瘍細胞をレシピエントマウ

スに直接移植する3つの実験を行い、生体内で骨髄系腫瘍の増殖を制御する分子の探索を行った。その結果、実験1～
3全てで増加した sgRNAが標的とする遺伝子として、Trp53とAtp2a2の2つを同定した（図1）。有名ながん抑制因

子であるTrp53の検出は想定内であったが、Atp2a2は一般的に腫瘍抑制因子として認識されておらず、意外な結果で

あった。さらに興味深いことに、 in vitro における Atp2a2 欠失誘導の効果を depmap portal l
（https://depmap.org/portal/）で調べたところ、in vivo スクリーニングの結果とは逆に、Atp2a2欠失誘導はほぼ全て

のがん細胞で強い増殖抑制効果を示していた。この結果は、Atp2a2 の役割が生体内と試験管内で異なっていることを

示している。 
Atp2a2 は Ca２＋の小胞体への取り込みを担う Serca をコードする遺伝子で、細胞内カルシウム量の調節に寄与して

いる［2］。本研究では、Atp2a2欠失骨髄系腫瘍細胞が、in vitroの培養系では増殖が低下するにも関わらず生体内で増

殖優位性を獲得するのは何故か、細胞内カルシウムシグナルの変化、遺伝子発現の変化、そしてメタボリズムの変化に

注目し、多角的に解析した。その結果、Atp2p2 欠失によるカルシウムシグナルの変化が、骨髄系腫瘍細胞の生体内特

異的な悪性化を促進していることが明らかになった。 
 

 
 

図1．in vivo CRISPR/Cas9 libraryスクリーニング 
MLL-AF9 もしくは変異型 SETBP1/ASXL1 を導入して作製したマウス骨髄系腫瘍細胞に、Cas9 および

sgRNA library（GeCKO v2、Brie）を導入し、移植前後のsgRNA数を比較した。3つのスクリーニング

全てで移植後に増加したsgRNAが標的とする遺伝子として、Trp53とAtp2a2が同定された。 
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方方  法法  

11．．ウウイイルルススにによよるる遺遺伝伝子子導導入入  
レンチウイルスは、HEK293T細胞にレンチウイルスコンストラクトと共に、pMD2.G（env）（Addgene、#12259） 

とpsPAX2（gag-pol）（Addgene、#12260）をリン酸カルシウム法によってトランスフェクションして作製した。 
22．．ママウウスス骨骨髄髄系系腫腫瘍瘍モモデデルル  

C57B/6Jマウスの骨髄細胞から c-kit陽性細胞を取り出し、MLL-AF9 を導入した。この細胞をレシピエントマウス

に連続移植し、MLL-AF9細胞を樹立した。この細胞にレンチウイルス感染によりCas9（Addgene、#52962）を導入

し、Cas9発現MLL-AF9細胞を樹立した［3］。また、同様に、変異型ASXL1と変異型SETBP1を導入することによ

り cSAM（combined expression of SETBP1 and ASXL1 Mutations） 細胞を作製し、同様の方法でCas9発現 cSAM
細胞を作製した［3］。本研究の動物実験は、東京大学の動物実験指針に沿って行った。  
33．．細細胞胞培培養養  

HEK293T細胞はDMEM／10％ FBSと1％ペニシリン-ストレプトマイシンを加えて培養した。MLL-AF9細胞は、

Methocult3234（STEMCELL Technologies）に10 ng/ml mouse SCF、10 ng/ml mouse IL-3、10 ng/ml mouse IL-
6、10 ng/ml mouse GM-CSF（R&D Systems）を添加し培養した。cSAM細胞は、RPMI-1640に10％ FBSと1％
ペニシリン-ストレプトマイシン、1 ng/ml mouse IL-3を添加して培養した。 
44．．遺遺伝伝子子欠欠失失実実験験  

CRISPick（https://portals.broadinstitute.org/gppx/crispick/public）でAtp2a2標的 single guide RNA（sgRNA）
の配列を決定し、pLKO5.sgRNA.EFS.tRFP657（Plasmid #57824）または lentiGuide-Puro（Plasmid #52963）にク

ローニングした。sgRNAは、レンチウイルス感染により細胞に導入した。 
55．．フフロローーササイイトトメメトトリリーー  
蛍光色素標識抗体で染色（1 時間、4℃）した細胞は、PBS で洗い、PBS（2％ FBS）で再懸濁した。その後、BD 

FACSVerse（BD Bioscience）またはBD FACSCantoⅡ（BD Bioscience）で解析した。 
66．．ウウェェススタタンンブブロロッットト  
タンパクは、2×Laemmli sample buffer（Bio-Rad）と2-メルカプトエタノールを用いてhot lysisにより抽出した。

180 V、30 mAでSDS-PAGEを行い、メンブレンに転写した（15 V、250 mA、60分）。転写後のメンブレンは、5％
スキムミルク溶液でブロッキングし、anti-Atp2a2抗体（sc-376235、Santa Cruz）をあてた。 
77．．細細胞胞内内カカルルシシウウムム測測定定  

2 mM CaCl２含Balanced salt solution（BSS：115 mM NaCl、5.4 mM KCl、1 mM MgCl２、10 mM glucose、and 
20 mM HEPES-NaOH（pH7.4）、0.025％BSA）を用いて培地から細胞を回収し、2μM Fura-redを30分間ロード

した（37℃、遮光）。30分後、細胞質内Ca２＋測定用サンプルはCa２＋（＋）BSSで洗い、BD FACSAriaⅢ（BV650, 
PerCPCy-5.5）で測定した。また、小胞体内Ca２＋測定用サンプルはCa２＋（－）BSSで洗い、AriaⅢ（BV650、PerCPCy-
5.5）で測定中に2μM Calcimycinを添加し、細胞小器官から細胞質へ流入したCa２＋を測定した。 
88．．RRNNAAシシーーククエエンンスス解解析析  

In vivo：Cas9 発現MLL-AF9 細胞に tRFP657 共発現Non targeting およびAtp2a2 標的 sgRNA を導入し、レシ

ピエントマウスに移植した（3×10５ cells／匹）。10日後に白血病を発症したマウスから骨髄細胞を回収し tRFP657陽

性細胞をソートした。回収した細胞からRNeasy（Qiagen）を用いて Total RNAを抽出した。RNAライブラリーは、  

1,000 ngの total RNAを用いてSureSelect Strand-Specific RNA Preparation Kit（Agilent）を用いてメーカーのプ

ロトコルに従って調製し、Illumina HiSeq2500 Systemで2×100 nucleotide paired-end readsで配列決定した。得ら

れたリードは、cutadapt（1.8.1）と fastx-toolkit（0.0.13）を用いて、Illuminaアダプター配列を除去し、低品質塩基

をトリミングして処理した。リードの品質はFastQCで評価した。 
99．．QQuuaannttiittaattiivvee  PPCCRR  
細胞を回収し、FastGene™ RNA Basic Kit（日本ジェネティクス株式会社）を用いてRNAを抽出した。逆転写に

より cDNAを合成し、SYBR™ Select Master Mix（Thermo Fisher Scientific）を用いてqPCRを行った。 
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1100．．WWSSTT--88  
96 wellプレートにMLL-AF9細胞：1×10４ cells/100μl、cSAM細胞：0.3×10４ cells/100μlで播き、薬剤やサイ

トカインを段階希釈して加えた。48時間培養後、Cell counting kit（Dojindo）を10μl加えて懸濁し、5時間後に蛍光

マイクロプレートリーダー FLUOStar OPTIMA（BMG Labtech）を用いてOD450を測定した。 
1111．．メメタタボボロローームム解解析析  
凍結した細胞と 2-morpholinoethanesulfonic acid を氷冷したメタノール 500μl に懸濁し、等量のクロロホルムと

0.4倍量の超純水LC/MSグレード（和光）を加えた。その後、懸濁液を15,000 g、4℃で15分間遠心分離した。遠心

分離後、水相を限外ろ過チューブUltra-free MC-PLHCC （Human Metabolome Technologies）を用いて限外ろ過し、

濾液を真空濃縮器SpeedVac（Thermo）で濃縮した。濃縮濾液を25μl の超純水に溶解し、IC-MS 分析に使用した。

ICS-5000+に接続したオービトラップ型 MS（Q-Exactive focus）を用いて陰イオン代謝物の測定を行った。分離は

Thermo Scientific Dionex IonPac AS11-HC、4μm粒子径カラムを使用して行った。IC流量は0.25 ml/minで、ポス

トカラムに 0.18 ml/min の MeOH のメーキャップフローを補充した。IC 分離のための水酸化カリウム勾配条件は、 

1 mMから100 mM（0～40分）、100 mM（40～50分）、1 mM（50.1～60分）で、カラム温度は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動作させた。 
 

結結  果果  

 
11．．骨骨髄髄系系腫腫瘍瘍ににおおけけるるAAttpp22aa22欠欠失失はは、、生生体体内内特特異異的的なな増増殖殖促促進進効効果果をを示示すす  

MLL-AF9白血病細胞においてAtp2a2の欠失を誘導し、スクリーニング結果の確認実験を行った。tRFP657を共発

現するvectorにNon-targetingおよびAtp2a2標的 sgRNAを挿入し、Cas9発現MLL-AF9細胞に導入して、コント

ロールおよびAtp2a2欠失MLL-AF9細胞を作製した。これらの細胞をサイトカイン入り半固形培地で培養すると共に

レシピエントマウスに移植した。その結果、in vitro 培養系ではAtp2a2 欠失細胞の増殖が低下するのに対し、移植し

たマウスの骨髄内では増殖が促進されることが判明した。さらに、同様の実験をMDS/AMLモデルである cSAM細胞

を用いて行った。MLL-AF9 細胞と同様に、Atp2a2 欠失 cSAM 細胞は、in vitro では細胞増殖が低下するのに対し、

マウス骨髄内での増殖は逆に促進された（図 2）。さらに、白血病を発症したマウスから回収したコントロールおよび

Atp2a2 欠失MLL-AF9 細胞を再びレシピエントマウスに移植し、2 次移植後に発症したマウス骨髄細胞を回収してウ

ェスタンブロッティングを行った。これにより、Atp2a2-sgRNA導入細胞において、2次移植後にもAtp2a2 が欠失し

ていることを確認した。以上の実験により、Atp2a2 の欠失が生体内特異的に骨髄系腫瘍の増悪に寄与していることが

明らかとなった。 
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図2．Atp2a2欠失は、in vivo特異的に骨髄系腫瘍細胞の増殖を促進する。  
Non-targeting（NT）コントロール及びAtp2a2標的sgRNA（sg-1, sg-2）をMLL-AF9, cSAM細胞に導

入し、一部を in vitroで培養し、残りをマウスに移植した。Atp2a2欠失細胞は、in vitro培養系では増殖

が低下したが、in vivoでは逆に増殖優位性を獲得した。 
 

22．．AAttpp22aa22  欠欠失失骨骨髄髄系系腫腫瘍瘍はは、、生生体体内内特特異異的的にに治治療療抵抵抗抗性性をを示示すす  
次に、Atp2a2欠失による薬剤抵抗性への影響を検討した。コントロール及びAtp2a2 欠失MLL-AF9細胞を用いて

白血病治療薬 Ara-C に対する感受性を in vitro 及び in vivo で検証した。in vitro 培養系では、コントロール細胞と

Atp2a2欠失細胞間にAra-C感受性の差は認められなかった。一方、MLL-AF9細胞を移植したマウスにAra-Cを投与

（50 mg/kg、腹腔内投与、移植 3 日後から 5 日間連続投与）する実験では、Ara-C 投与後にAtp2a2 欠失MLL-AF9
細胞の有意な増加が認められた。さらに、p53活性化薬DS-5272［4］を用いて同様の実験を行った。その結果、Ara-
Cと同様、in vitroではAtp2a2 欠失による薬剤感受性の変化がみられなかったのに対し、in vivo（DS-5272 100 mg/kg、
経口投与、移植翌日から 2 日に 1 回）では Atp2a2 欠失による薬剤抵抗性の亢進が確認された。これらの結果より、

Atp2a2 欠失 MLL-AF9 細胞は機序の異なる 2 つの薬剤に対して生体内特異的に薬剤抵抗性を示すことが明らかとな

った。 
33．．AAttpp22aa22  欠欠失失にによよるるカカルルシシウウムムシシググナナルルのの変変化化  

ATP2A2 は、細胞質から小胞体へのCa２＋の取り込みを担うSERCAをコードする遺伝子である。そこで、MLL-AF9
細胞を用いて、Atp2a2 欠失によるカルシウムシグナルの変化を観察した。その結果、Atp2a2 欠失細胞ではコントロ

ール細胞に比べて小胞体に貯蔵されている Ca２＋量が低く、逆に細胞質内の Ca２＋濃度は高いことが判明した。一方、

ミトコンドリアにおける Ca２＋濃度は低下していた。さらに、細胞外から細胞質へのカルシウムの取り込みを見るため

に、Ca２＋非存在下での Fura-red を用いた細胞質内 Ca２＋濃度測定中に 2 mM CaCl2 を加えた。その結果、Atp2a2     
欠失細胞はコントロール細胞よりも強く Ca２＋に反応し、より多くの Ca２＋を細胞質に取り込んだ。この細胞外から細

胞質へのCa２＋の取り込みの増加は、ストア作動性Ca２＋流入（Store operated Ca２＋ entry：SOCE）の活性化による

ものであると考えられた。次いで、in vivo の細胞でも Atp2a2 欠失によるカルシウムシグナルの変化を調べた。

tRFP657 共発現コントロールおよびAtp2a2 欠失MLL-AF9 細胞をレシピエントマウスに移植し、白血病を発症した

マウスの骨髄細胞を回収した。それぞれのマウスから回収した骨髄細胞について in vitro の細胞と同様にFura-red を

用いて細胞質内Ca２＋濃度、小胞体内Ca２＋濃度およびSOCE活性を測定した。その結果、in vivoの細胞でも in vitro
の細胞と同様に、Atp2a2 欠失により MLL-AF9 細胞の細胞質内 Ca２＋濃度は増加し、小胞体内 Ca２＋濃度は低下する

こと、およびSOCEが活性化することが確認できた（図3）。 
最後に、Atp2a2 欠失細胞におけるSOCEの役割を明らかにするため、SOCE制御因子であるStim1/Stim2 をノッ
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クアウトしたMLL-AF9細胞を作製した。このStim1/Stim2ノックアウトMLL-AF9細胞においてAtp2a2 の欠失を

誘導したところ、in vitro のみならずマウス生体内でも白血病細胞の増殖が低下した。これらの実験により、Atp2a2  
骨髄系腫瘍細胞では小胞体内のCa２＋枯渇に対応してSOCE が活性化し、このSOCE 依存的に生体内で増殖している

ことが明らかとなった。 

 
図3．骨髄系腫瘍におけるAtp2a2欠失によるCa２＋シグナル変化  

MLL-AF9細胞においてAtp2a2欠失を誘導し、Ca２＋シグナルの変化を解析した。Atp2a2
欠失細胞では、（a）小胞体内のcalciumが減少し、一方、（b）細胞質のcalciumが上昇

した。また、（c）store-operated Ca２＋ entry（SOCE）は亢進していた。unpaired t test。 
 

44．．AAttpp22aa22  欠欠失失骨骨髄髄系系腫腫瘍瘍細細胞胞でではは、、免免疫疫原原性性がが低低下下ししてていいるる。。  
Atp2a2 欠失による生体内での遺伝子発現変化を調べるために、コントロール及び Atp2a2 欠失細胞を用いて RNA

シークエンス解析を行った。その結果、Atp2a2 欠失細胞では、自然免疫応答や抗原のプロセシング、MHC class1に

よる抗原提示に関与する遺伝子群の発現が低下していることが判明した。また、FACS解析により、細胞表面のMHC 
class1発現が低下していることも確認した。さらに、コントロール及びAtp2a2 欠失細胞を用いて、メタボローム解析

を行った。その結果、Atp2a2欠失MLL-AF9細胞ではプリン代謝産物が顕著に増加していた。また、生体内特異的に

ペントースリン酸経路代謝産物の増加が認められた。 
次に、MHC class Iの発現低下が、Atp2a2欠失細胞の生体内特異的な増殖優位性獲得に関与しているのかを検証す

るために、免疫不全マウスを用いた実験を行った。コントロールおよび Atp2a2 欠失 MLL-AF9 細胞を、免疫正常

C57BL/6 マウス、T/B リンパ球を欠損した Rag2 ノックアウトマウスや NOG マウス内では低下することが判明した

（図4）。これらの実験により、Atp2a2 欠失白血病細胞における免疫原性の低下が、生体内特異的な細胞増殖に貢献し

ていることが明らかとなった。 
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図4．Atp2a2 欠失は、骨髄系腫瘍細胞の免疫回避を促進する。  
MLL-AF9細胞においてAtp2a2欠失を誘導し、免疫正常C57BL /6マウスおよび免疫

不全（T/Bリンパ球欠失Rag2 －／－マウスとT/Bリンパ球＋NK細胞欠失NSGマウス）

に移植した。野生型マウスで認められたAtp2ap欠失の腫瘍増殖能は、免疫不全マウス

内では減弱していた。2way ANOVA Turkey’s multiple comparisons test、* p＜0.05、    

**** p＜0.000005。 
 

考考  察察  

 
本研究では、骨髄系腫瘍細胞を用いた in vivo CRISPR library スクリーニングにより、がん抑制遺伝子としてAtp2a2

を同定した。Atp2a2 を欠失した骨髄系腫瘍細胞は、in vivoでは増殖が促進されるのに対し、in vitroでは逆に増殖が

抑制された。in vivoの腫瘍微小環境と in vitroの環境では、in vivoには腫瘍以外の細胞が存在することや、栄養が限

られていること、in vitroに比べて細胞にストレスがかかることなどの違いがある［5］。In vivoで腫瘍細胞が生存する

には、様々な微小環境刺激に対応する必要があり、エネルギーを消費するため、成長遅延が見られる。一方、in vitroの
条件は、細胞が増殖するために最適化されており、環境刺激やストレスに対応する必要がないため、細胞は急速に増殖

する。増殖に適している in vitroでは、骨髄系腫瘍細胞においてAtp2a2欠失による増殖抑制効果が強く出るが、増殖

が比較的緩やかな in vivo では、刺激やストレス、免疫に対して鈍感なAtp2a2 欠失細胞が、増殖優位性を獲得するも

のと考えられる。 
Atp2a2 欠失骨髄系腫瘍細胞では、小胞体内 Ca２＋濃度の低下、細胞質内Ca２＋濃度の上昇、および SOCE の活性化

などカルシウムシグナルの異常が認められた。SOCE の制御因子であるSTIM1/2 やORAI1 は、乳癌、膠芽腫、前立

腺癌、肝細胞癌、食道扁平上皮癌、淡明細胞型腎細胞癌などで過剰に発現していることが報告されている［6］。また、

乳がん患者の腫瘍内のSTIM1 高発現が生存率を著しく低下させることや、ORAI 1 高発現食道扁平上皮癌患者は予後

不良であることも報告されている。加えて、STIM1およびORAI1のノックダウンおよび薬剤によるSOCEの阻害に

よって、様々な腫瘍でがん細胞の増殖や転移を抑制することが示されている［7］。したがって、小胞体内のカルシウム

低下およびそれに伴う SOCE 活性化は、がんの悪性化に深く関与している可能性がある。また、これらのカルシウム

制御因子は、難治性がんにおける有力な治療標的になり得ると考えられる。 
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