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研究成果の概要（和文）：KDM4B （Lysine demethylase 4B）はKDM4ヒストン脱メチル化酵素ファミリーに属す
るタンパク質であり、エピゲノム制御に機能する。私達は、成人急性骨髄性白血病 (AML)の5－10%を占める8;21
染色体転座AMLではKDM4Bが高発現していることに着目し、ヒト細胞株および遺伝子欠損マウスを用いて、KDM4B
の白血病における役割を解析した。その結果、KDM4Bはエピゲノム制御を介し、8; 21 染色体転座と協調して白
血病の病態を促進させることが示された。

研究成果の概要（英文）：Lysine demethylase 4B (KDM4B) acts as an epigenetic regulator that belongs 
to the KDM4 histone demethylase family comprising KDM4A－KDM4D. In this study, we found that KDM4B 
was highly expressed in cases with acute myeloid leukemia (AML) associated with chromosomal 
translocation 8;21 [t(8;21)], and investigated the role of this molecule in the disease pathogenesis
 of AML using human cell lines and a mouse model. As a result, KDM4B was shown to epigenetically 
promote AML cooperatively with the t(8;21)-fusion gene. 

研究分野： 医歯薬学

キーワード： エピジェネティクス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題では、ヒストン脱メチル化酵素KDM4Bが特定の染色体異常を有するAMLで発現上昇を認めることに着目
し、本因子がクロマチンの構造変化を介して、AMLの病態を促進させることを示した。本研究により、AMLの病態
に促進的に働くエピゲノム制御機構の一端が明らかとなった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

(1)Lysine Demethylase 4B (KDM4B)は、類似したドメイン構造を有する 4 つのメンバー (KDM4A

〜4D)より構成される KDM4 ヒストン脱メチル化酵素ファミリーに属するタンパク質である。こ

のファミリー分子は、DNA メチル化と関連した転写抑制マークであるヒストン H3 の 9 番目のリ

ジン残基のジメチル化・トリメチル化(H3K9me2/me3)を脱メチル化し、転写を促進的に調節する

とされる。また H3K36me2/me3、H1.4K26me2/me3 もその基質となることが知られている。 

 

(2)KDM4B は肺癌、乳癌などの固形腫瘍で高発現が見られ、エピゲノム制御異常を介して、腫瘍

の発症、進展に促進的に働くと報告されている。研究室では以前に、KDM4B が乳癌細胞株にお

いてエストロゲン依存的に発現誘導され、腫瘍の増殖を促進させることを見出した。また組織

特異的 Kdm4b 欠損マウスを作製して、本マウスが乳腺発育異常を呈することを明らかにした

（Kawazu et al. PLoS One 2011)。 

 

(3)一方で、私達は急性骨髄性白血病 (AML)の遺伝子発現データベースを体系的に解析して、

8;21 染色体転座 AML [t(8;21)陽性 AML]では KDM4B が高発現していることを見出した。t(8;21)

陽性 AML の疾患責任融合遺伝子 AML1-ETO においては、転写因子 AML1 の DNA 結合ドメインが保

たれており、本融合遺伝子は AML1 標的遺伝子の発現パターンを変えることにより、白血病発

症の素地となる造血細胞の自己複製能の亢進と未分化性に寄与することが知られている。比較

的若年者に多く、成人 AML の 5-10%を占めるとされる。他の主要な染色体転座や複合的染色体

異常、正常核型を有する AML では KDM4B の高発現は認められず、また KDM4A, KDM4C, KDM4D の

発現は AML のタイプによらずほぼ同様のレベルで検出された。 

 

２．研究の目的 

上記の背景から、本研究では t(8;21)陽性 AML における KDM4B の機能的役割を明らかにするこ

とを目的とする。ヒト白血病細胞株を用いて KDM4B 高発現の意義を探索する。また Kdm4b コン

ディショナルノックアウトマウスを用いて、造血における Kdm4b の生理的機能、及び Kdm4b 欠

失の疾患発症、進展への影響を解析する。 

 

３．研究の方法 

(1)ヒト細胞株に対する増殖能の評価 

各遺伝子に対して二種類の異なる標的配列が挿入された shRNA ベクターを、各々独立にヒト

AML 細胞株にレンチウイルスの手法を用いて導入し、遺伝子ノックダウンによって KDM4B の発

現を抑制した。対照には、スクランブル配列が挿入された shRNA ベクターを使用した。2 週間

の継続的な細胞培養を行い、細胞数を評価した。 

 

(2) Kdm4b コンディショナルノックアウトマウスの作製 

8 週齢の Mx1-cre/Kdm4bflox/flox マウスに、polyI:C (polyriboinosinic:polyribocytidylic 

acid)を腹腔内投与し、造血幹・前駆細胞で後天的に Kdm4b を欠失したマウスを作製した (以

下遺伝子欠損マウスと表記)。 

 

(3)正常造血における機能解析 

遺伝子欠損マウスと対照マウスから骨髄細胞を調製し、フローサイトメトリーを用いて細胞表

面マーカーを解析した。また、造血コロニーアッセイによって、造血能に与える影響を評価し

た。さらに若齢および高齢マウスの末梢血血球数の測定と造血分化マーカーの解析を行い、加

齢への影響を評価した。 

 

(4)造血器腫瘍発症における機能解析 

AML1-ETO (以下 AE と表記)cDNA または、AE 遺伝子のスプライシングバリアントでマウスにお

いて高い造腫瘍活性を示す AML1-ETO9a (以下 AE9a と表記)cDNA を発現するベクターを、マウ

ス c-Kit 陽性骨髄細胞に導入し、コロニーリプレーティングアッセイによって、造血コロニー

形成能を評価した。さらに放射線照射マウスへの骨髄移植実験により個体レベルで検証を行っ

た。 

 

(5)遺伝子発現解析 



細胞から RNA を抽出し、次世代シークエンサーを用いて RNA シークエンスを行った。得られた

遺伝子発現データを基にパスウエイ解析のひとつである Gene set enrichment analysis を行

い、特定の機能をもつ遺伝子群の発現がどのように変動したかをノックダウン細胞株と対照細

胞株、あるいは遺伝子欠損マウスと対照マウス由来の細胞とでそれぞれ比較解析した。 

 

(6)エピゲノム解析 

ATAC–seq (Assay for Transposase Accessible Chromatin sequencing)を行い、次世代シーク

エンサーを用いて、オープンクロマチン領域をゲノムワイドに検出した。特異的塩基配列から

なるアダプターと高活性トランスポゼースより構成される人工複合体をオープンクロマチン

領域に挿入させ、切り出された配列を包括的に解析した。 

 

４．研究成果 

(1)代表的なヒトt(8;21)陽性 AML細胞株SKNO-1 と Kasumi-1においてKDM4Bタンパク質の発現

を比較したところ、SKNO-1 細胞ではより高いレベルで KDM4B を発現していることがわかった。

実際に、SKNO-1 を用いて KDM4B を安定的にノックダウンすると、Kasumi-1 と比較して、顕著

な細胞増殖抑制効果が観察された。t(8;21)陽性 AML 細胞株の増殖は、AE の発現に依存するこ

とがこれまでに報告されている。遺伝子発現解析の結果、KDM4B の発現阻害によって、AE 標的

遺伝子の発現が全般的に抑制されていることが示された。さらに、SKNO-1 細胞に対する ATAC-

seq の結果を、既報の AML1-ETO の ChIP-seq の結果と比較したところ、AE タンパク質が動員さ

れるゲノム領域のうち、クロマチン構造がオープンとなっている箇所が、KDM4B の発現阻害に

よって有意に減少することがわかった。これらは、KDM4B が、エピゲノム制御を介して AE 標的

遺伝子の発現維持に寄与し、細胞増殖に促進的に働くことを示している。 

 

(2)遺伝子欠損マウスと対照マウス由来の造血細胞に関して、造血幹・前駆細胞の分化表面マー

カー及び、造血コロニー形成能に明らかな違いは検出されなかった。また polyI:C 投与後 12 ヶ

月の観察において、血球形態や血球数、末梢血分化マーカーに関して両群間で明らかな違いは

観察されなかった。以上のことから定常状態においては、Kdm4b の欠損は、これらの解析で評

価されうる造血機能に大きな影響を及ぼさないものと考えられた。 

 

(3)マウス造血細胞に AE または AE9a を遺伝子導入して造血コロニーアッセイを行うと、複数

回のコロニーリプレーティングにより、対照群では造血コロニー形成能が保たれていたのに対

し、Kdm4b 欠損群ではコロニー形成能が有意に低下していた。遺伝子導入を行うと、Kdm4b 欠損

群では対照群に比べて、未分化性を特徴付ける遺伝子群の発現が全般的に抑制されており、分

化細胞型へと遺伝子発現パターンの偏りを認めることがわかった。さらに AE9a 導入細胞を用

いて連続的骨髄移植実験を行ったところ、対照群のレシピエントは全例白血病を発症し致死と

なったのに対し、Kdm4b 欠損群の細胞を移植されたマウスは、疾患の発症が遅延し有意に高い

生存率を示した。以上のマウスを用いた解析から、Kdm4b は t(8;21)陽性 AML において、幹細胞

性の維持に寄与し病態促進的な作用を示すと考えられた。 
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