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緒緒  言言  

 
ヒト急性骨髄性白血病（AML）の発症と悪性化において発がん性転写因子は大きな役割を担っている。中でもHOXA9

とC/EBPαは、原因遺伝子や予後不良因子として極めて重要である。例えばHOXA9は、①正常核型でNPM1遺伝子

変異が見られるグループのほぼ全例で高発現し、②第 11 染色体転座を有する MLL 関連 AML では MLL 融合遺伝子

の直接の標的になり、③HOXA9高発現はAMLの不良な予後と強く相関し、④t（7;11）転座でNUP98と融合しAML
原因遺伝子となっている。また、C/EBPαは好中球分化誘導能と強力な細胞周期抑制能を持ち、機能欠失型変異がAML
の約 10％で認められる［1］。以上の AML 臨床例の状況を踏まえると、HOXA9 と C/EBPα双方の機能を修飾する

AML原因遺伝子TRIB1の存在が脚光を浴びる。  
Pseudokinase TRIB1 は、AML 原因遺伝子かつHOXA9 協調遺伝子として同定された［2］。TRIB1 による白血病

誘導の分子機構としては、MEK1 との結合による ERK シグナルの亢進と遷延化と、C/EBPαに対する分解誘導が挙

げられる［3］。すなわち、TRIB1 の強力な発がん活性は、シグナル伝達および転写調節系に同時に異常を付与するこ

とにある。TRIB1は核に優位に局在することから、クロマチンとの親和性が示唆される。一方で、TRIB1とHOXA9
との協調作用の本態は不明であった。  
近年、AML において HOXA9 と C/EBPαのゲノム上における DNA 結合部位がしばしば共存していることが報告

された［4］。本研究では、TRIB1 による HOXA9 と C/EBPαの機能制御やエピゲノム修飾に及ぼす影響を明らかに

し、AMLの悪性化に関わる新たな知見を得ることを目的とした［5］。 
 

方方  法法  

 
11．．細細胞胞株株とと培培養養  

TRIB1の発現量の違いによる白血病細胞の性質および遺伝子発現の比較を行うため、TRIB1 KOマウス由来の造血

細胞にHOXA9を導入して不死化細胞を樹立し（TRIB1 null：TRIB1 KO／HOXA9）、さらにTRIB1を強制発現した

細胞（TRIB1 hi：TRIB1 過剰発現／HOXA9）を樹立した。ヒト骨髄性白血病細胞株には、KU812、P39 および       
HL-60を用いて、JQ1処理による細胞増殖への影響とTRIB1／HOXA9標的遺伝子の発現を観察した。さらに、TRIB1
のノックダウン細胞を作製し、細胞増殖の影響とTRIB1／HOXA9標的遺伝子の発現変化を観察した。 
22．．遺遺伝伝子子発発現現解解析析  

TRIB1 nullおよびTRIB1 hi細胞から回収したmRNAを、Genome 430 PM Array（Affymetrix）を用いて遺伝子

発現解析を行った。得られたデータから、GSEA-P 2.0 softwareを用いてGSEA（Gene Set Enrichment Analysis）
解析を行った。 
33．．ククロロママチチンン免免疫疫沈沈降降シシーーケケンンスス（（CChhIIPP--sseeqq））  

TRIB1 null およびTRIB1 hi細胞について、FLAG（HOXA9）、C/EBPαおよび活性化ヒストンマークとして知ら

れるヒストンH3K27acに対するChIPを行った。MiSeq（illumina）によるシーケンシングを行い、ChIP DNA の配

列データを得た。AME（MEME-Suit version 4.11.2）を用いて、HOXA9およびC/EBPαのモチーフ解析を行った。
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さらに、ROSE programにより、スーパーエンハンサーの同定を行った。Gene ontology解析には、GREAT version 
4.0.4を使用した。 
44．．ママウウスス骨骨髄髄移移植植とと薬薬剤剤投投与与  
骨髄移植はマウスに4.0 Gyの放射線を照射し、TRIB1 hi細胞を1×10７個静脈内注射した。骨髄移植して1週間後、

JQ1（50 mg/kg）を週5回、3週間マウスに腹腔内投与した。骨髄移植後のマウスは、末梢血の白血球数、ギムザ染色

およびGFP陽性画分を経時的に観察した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11.. TTRRIIBB11ははCC//EEBBPPααのの分分解解をを介介ししてて、、HHOOXXAA99がが結結合合すするるススーーパパーーエエンンハハンンササーーをを修修飾飾すするる  
まず我々は、TRIB1の発現量の異なるHOXA9導入不死化細胞としてTRIB1 null（TRIB1 KO／HOXA9）および

TRIB1 hi（TRIB1過剰発現／HOXA9）を、TRIB1欠損マウスの造血細胞から樹立した。TRIB1 nullとhi細胞の性

状の比較から、TRIB1 を発現する細胞では増殖と移植による白血病発症が促進され、遺伝子発現プロファイルにも大

きな変化が認められ、HOXA9 による転写制御プログラムがダイナミックに変化することが示唆された。そこで、

HOXA9、C/EBPαおよびH3K27acに対するChIP-seq解析を行った結果、HOXA9やC/EBPαが結合する領域にあ

るスーパーエンハンサーがTRIB1の発現により変動していることを見出した。変動する幾つかの領域の中で、我々は、

造血に重要な役割を担っているERG遺伝子に注目した。解析の結果、TRIB1はC/EBPα p42アイソフォームの分解

を介して ERG の造血特異的＋85 スーパーエンハンサーを増強し、ERG の発現を亢進させることが明らかになった

（図1）。さらに、＋85エンハンサーのHOXA9結合配列をCRISPR-Cas9システムを用いて消失させたところ、ERG
の発現が著しく減少したことから、＋85 エンハンサー領域の HOXA9 結合が ERG の発現に重要であることが明らか

になった。 
 

 
 

  図1．ERG +85エンハンサーにおけるHOXA9、C/EBPαおよびH3K27acの結合 
TRIB1 nullおよびhi細胞におけるERG＋85スーパーエンハンサー領域のHOXA9、
C/EBPαおよびH3K27acの結合をChIP-seq法により解析した。TRIB1 hi細胞では、

H3K27acの著しい集積が認められ、スーパーエンハンサーが検出された。 
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22．．EERRGGははHHOOXXAA99ととTTRRIIBB11のの標標的的遺遺伝伝子子ととししてて白白血血病病のの増増殖殖をを促促進進すするる  
ERGは、ETSファミリーに属する転写因子であり、造血や血管新生に必要であるだけでなく、白血病の原因遺伝子

としても重要である。TRIB1 hi細胞において、ERGをノックダウンすると、増殖が阻害された。逆に、TRIB1 null細
胞において ERG を強発現させると白血病細胞の増殖は促進された。一方、ヒト急性骨髄性白血病細胞株の一部でも

HOXA9 とTRIB1 およびERG の発現レベルは相関を示し、TRIB1 のノックダウンによりERG の発現が抑制される

ことが確認された。 
33．．BBRRDD44阻阻害害薬薬JJQQ11ははHHOOXXAA99／／TTRRIIBB11経経路路をを標標的的ととししてて白白血血病病のの増増殖殖をを抑抑制制すするる  
続いて、スーパーエンハンサーに結合しエンハンサー活性や転写伸長を制御する BRD4 の阻害薬 JQ1 を用いて、

TRIB1 が増強したスーパーエンハンサーに対する阻害効果を調べた。JQ1 の処理により TRIB1 と HOXA9 に制御さ

れるERGを初めとする標的遺伝子の発現は顕著に抑制され、細胞増殖が抑制された（図2）。また、細胞分化や細胞死

も誘導されることが明らかとなった。さらに、TRIB1 hi細胞を骨髄移植されたマウスにJQ1を投与すると、白血病発

症の抑制が認められ、治療薬としての効果が示された（図 2）。JQ1 の効果は TRIB1 と HOXA9 の発現が亢進してい

るヒト白血病細胞でも同様に認められた。これらの結果から、pseudokinase TRIB1がHOXA9と協調しERGの発現

制御することが今回初めて明らかになり、HOXA9／TRIB1／ERG 経路はヒト白血病細胞の増殖に重要な役割を果た

していることが示された（図3）［5］。 
さらに、TRIB1によるスーパーエンハンサーに対する影響、特に core regulatory circuitry（CRC）としてエンハン

サーに集まっていることが予測される転写因子や共役因子の同定を試みた。TRIB1 hi 細胞において、スーパーエンハ

ンサーを有する転写因子を抽出し、ヒストンH3K27ac結合領域のモチーフ解析から、HOXA9およびC/EBPαを含む

6個の転写因子を同定した。今後は、これら転写因子群が正の制御ループを形成し、TRIB1によるAML悪性化機構に

関与するのかどうかを検証する。 
 

 
図2．JQ1はTRIB1依存的に細胞増殖を抑制し、白血病発症を抑制する 

a) TRIB1 hi および TRIB1 null 細胞の JQI への感受性を、細胞増殖試験により検証した。        
エラーバーは標準偏差を示す（n＝3）。データは t 検定で解析した。**p＜0.01、***p＜0.001。 

b) JQ1 処理による TRIB1／HOXA9 標的遺伝子群の発現変化を定量 PCR により測定した。      
エラーバーは標準偏差を示す（n＝3）。データは t 検定で解析した。**p＜0.01、***p＜0.001。 

c) TRIB1 hi細胞を骨髄移植したAML発症マウスへのJQ1の投与解析。実験のスキーム（左）と

カプラン・マイヤー法による生存曲線（右）。AraC：cytarabine、DnR：daunorubicin、i.p.：
intraperitoneal injection、i.v.：intravenous injection。 
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図3．TRIB1によるエンハンサーリプログラミング 
左）TRIB1 の発現が低い場合、HOXA9 と C/EBPαが DNA 上で共存し ERG の発現は低下した 

ままの状態を保つ。 
右）TRIB1が過剰発現すると、C/EBPαが分解されてスーパーエンハンサーが形成され、ERGの  

発現が亢進し白血病が悪性化する。JQ1はスーパーエンハンサー機能を抑制することで、白血

病細胞の細胞死や分化を誘導する。 
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