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研究成果の概要（和文）：　MDS患者由来細胞株MDS92とその亜株は、MDSから急性白血病への流れを再現した一
連の培養細胞モデルである。発端となった元患者骨髄細胞も加えた全エクソーム解析の結果、患者骨髄にTP53変
異およびCEBPA変異が検出された。その培養中にNRAS変異が付加され細胞株樹立へとつながったと推定された。
またMDS92から芽球用亜株へ移行する段階でHistone1H3C ドライバー変異が見出されたが、変異クローンの拡大
はIL-3依存性で、IL-3非存在下では同変異のないクローンの存続が確認された。これら細胞株の遺伝子解析によ
って、MDSから急性白血病へ移行する分子機構解明への手掛かりが得られた。

研究成果の概要（英文）：  We established MDS92 cell line from a patient with myelodysplastic 
syndromes (MDS), and 5 sublines including MDS-L were isolated from MDS92. Further, MDS-L-2007 and 
MDS-LGF were obtained from MDS-L in the presence and absence of IL-3, respectively. Whole exome 
analyses demonstrated:TP53 mutation was found in the patient sample and was inherited by subsequent 
cell lines; CEBPA mutation was present in a part of the sample fraction; NRAS mutation emerged 
during culture. Such accumulated mutations could cause establishment of MDS92 cell line. Histone-H3
(K27M) mutation (H3-K27M) was newly detected in MDS-L. MDS-L cells were a mixture of H3-K27M-mutant 
and wild-type clones, and this mutation was inherited by MDS-L-2007 but not MDS-LGF. H3-K27M-mutant 
clones exerted growth advantage in the presence of IL-3 but did not without IL-3 probably because of
 strict IL-3 dependency of the mutant clones. We propose this series of cell lines as an in vitro 
model for leukemic evolution of MDS.

研究分野：臨床検査医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　　中高齢者に好発する血液難病であるMDSは急性白血病に移行すると著しく予後不良であり、この疾患の克服
は社会的にも重要課題である。本研究は世界的にユニークなMDS細胞株およびそこから派生した急性白血病細胞
株を用いて、MDSから急性白血病へ移行する分子機構の一端を解明したという学術的価値の高い内容である。ま
た細胞株研究では新規薬剤の基礎的検討が繰り返し可能なことから、今後新たな治療法の開拓によってこの疾患
の克服に繋げるという社会的にも期待できる成果といえる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
骨髄異形成症候群（myelodysplastic syndromes；MDS）は主に中高齢者に発症する難治性の
造血障害で、致命的な骨髄不全に陥る一方しばしば急性骨髄性白血病（AML）へ移行する。病
型移行に関して近年網羅的なゲノム解析結果が世界的に集約されつつあるが、個々の症例で遺
伝子変化を追跡し得た例はごく限られており、上述のシナリオを実証した細胞モデルは存在し
ない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、応募者が樹立したMDS由来細胞株とそこから派生した亜株を用いて、MDS
から AMLへ移行する病型進展の分子機構の一端を解明し、病型進展を阻止する新しい治療戦略
への道を開くことである。MDSから AMLへ移行する分子機構の解明はこの疾患の病態理解に
重要であるだけでなく、MDSの病態悪化を阻止するという新しい予後改善法の開拓につながる。 
 
３．研究の方法 
細胞株樹立の発端となったMDS患者骨髄およびその初期培養細胞と、それを元に樹立された

MDS92に始まる一連の細胞株各々について、表面マーカー解析、全エクソーム解析をおこなっ
て各細胞株の特徴を見出し、かつ健常人ゲノムレファレンス配列を基本にして、相互の変異比較
をおこない、有意な遺伝子変異を抽出する。その中から細胞株成立および継代培養に伴い段階的
に出現した変異をリストアップし、国際腫瘍体細胞変異カタログなど既に集積されたゲノム情
報データベースを参照しながら、病型進展に関与する候補遺伝子を探索・選出する。 
さらに特定の遺伝子のウルトラディープターゲットシークエンシング、ヒストンH3に注目し
て、27番目リジン（K27）のジメチル化、トリメチル化を区別できる抗体（抗 H3 K27me2、抗
H3 K27me3）による解析、細胞の single cell sortingによるクローニングに取り組む。 
 
４．研究成果 
（１）一連の細胞株における腫瘍関連遺伝子変異の検出とその意義付け 

MDS92細胞株は遺伝子不安定性を有していると考えられ、長期間継代培養しているとしばし
ばMDS-Lに類似した幼若細胞から成る集団が抽出され、一方MDS-Lは元来増殖因子依存性で
あるが、その中から増殖因子がなくても増殖する亜株 MDS-LGF が樹立された。一連の細胞株
（ここではMDS92細胞株ファミリーと呼ぶ）はMDS期から始まり AMLへと段階的に悪性転
換していく過程を再現しているものと考えられたので、MDS92樹立の発端となった患者骨髄細
胞保存検体を出発点として、一連の細胞株が派生していく過程でおこっているエクソームの変
化を網羅的に解析した。 
 その結果、患者骨髄の段階ですでに TP53変異があったこと、かつウルトラディープターゲッ
トシークエンシングの結果、計算上骨髄細胞の約 9％の分画に CEBPAヘテロ変異があり、その
細胞を IL-3存在下に in vitro培養中に NRAS変異が新たに加わったことが判明し、これらの変
異の蓄積が MDS92 細胞株の樹立につながったと考えられた。さらにここから種々の芽球性亜
株が派生したが、その中のひとつ MDS-L が出現する過程で histone H3 (K27M)変異という小
児脳幹腫瘍で非常に高頻度に見られるドライバー変異が付加されたことが判明した。 
 
（２）histone H3 (K27M)変異と増殖優位性の関係性 

MDS-Lは樹立早期の段階では histone H3 (K27M)変異のあるクローンと同部位が野生型であ
るクローンの混合細胞集団であったが、IL-3 存在下に長期間継代したところ、ほぼすべてが
histone H3 (K27M)変異クローンから成る亜株MDS-L-2007が得られた。一方 IL-3非存在下で
維持したところ、大部分の細胞が死滅した中でわずかに生き残った細胞集団 MDS-LGF が得ら
れた。MDS-LGFは芽球の集団で、IL-3がなくても増殖するが、驚いたことに histone H3 配列
は野生型であった。histone H3塩基配列を近傍のSNP部位の違いを手掛かりとして single DNA
レベルで丹念に解析した結果、MDS-Lは histone H3 (K27M)変異配列をもった DNAと同部位
の野生型配列をもった DNAの双方を有していたが、 MDS-L-2007は histone H3 (K27M)変異
配列をもった DNAを、一方MDS-LGFは histone H3野生型配列をもった DNAを受け継いだ
ことが判明した。 

MDS-Lを single cell cloningによって histone H3 (K27M)変異配列をもったクローンと同部
位の野生型配列をもったクローンに分離してそれぞれを同数混合して IL-3存在下に再培養する
と、数か月の間に変異クローンが優位になること、一方同じ混合細胞集団を IL-3非存在下に培
養すると野生型クローンのほうがむしろ優位に維持されることがわかった。つまり histone H3 
(K27M)変異はドライバー変異であるが、それを獲得したクローンはそれだけで腫瘍性増殖にひ
た走るとは限らず、悪性クローンの拡大は造血因子のような環境要因に影響されることが示唆
された。 
次に MDS92 細胞株ファミリーの病型進展と、同じ図に各要所におけるゲノム変異等を付記
した図を示す。 

 
 



 
 
 

 
 

 
 
（３）MDS細胞株ラインアップの有用性と課題及び今後の展望 
 MDS92 から MDS-L、MDS-L-2007、MDS-LGF に至る一連の細胞株は、世界的にも他に類
を見ないユニークな細胞株ラインアップであろう。今回薬剤感受性の評価までは踏み込めなか
ったことと、細胞株由来のデータはごく限定的な意義を有するに過ぎない点は課題であるが、ゲ
ノム変化の分子機構の探求、動物移植モデルでの検討など、細胞株だから可能となるような実験
系を提示できたものと考えている。 
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