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研究成果の概要（和文）：骨髄異形成症候群(Myeloid Dysplastic Syndrome、 以下MDS)におけるmRNA中のシト
シンメチル化とメチル化酵素に着目し解析を行った。MDSではCD34陽性細胞に比べて転写因子や顆粒球系特異的
遺伝子の発現が亢進し、非翻訳領域においてmRNA中のメチル化シトシンが増加していた。またメチル化酵素であ
るNSUN2が高発現を示しており細胞増殖能に関与することが判明した。

研究成果の概要（英文）：Cytosine methylation in mRNA and RNA methyltransferases in myelodysplastic 
syndrome (MDS) were analyzed. Compared to CD34-positive cells, MDS cells showed increased expression
 of transcription factors and granulocyte lineage-specific genes, and increased methylated cytosine 
in the untranslated region. In addition, NSUN2, which is a RNA methyltransferase, was highly 
expressed in MDS cells, and its expression level was involved in cell proliferatin.

研究分野：病態検査学

キーワード： 骨髄異形成症候群　RNA修飾

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
MDSには芽球比率による病期が存在するが、NSUN2 mRNAがMDSでの病期を推測するための病態進展マーカーとして
有用となり、侵襲性の高い検査の回避や検査者の習熟が必要な形態診断を補助できる可能性が高い。
またNSUN2阻害剤によりMDSの進展を抑制できる可能性があり、今後さらに検討する必要がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
骨髄異形成症候群(Myeloid Dysplastic Syndrome、 以下MDS)は様々な染色体異常、遺伝子発
現異常を含む難治性造血器疾患である。我が国では年間 5000 例以上が発症し、その多くは 60
歳以上の高齢者で増加傾向にある。完治を目指すには造血幹細胞移植が必要となるが、このよう
な高齢者への移植は困難であり、化学療法および支持療法が中心となる。加えて「骨髄異形成関
連変化を伴う急性骨髄性白血病」や「MDSから移行した急性骨髄性白血病」は特に予後不良で
あり治療は困難を極める。「MDSを始めとする造血器腫瘍の治療」と「超高齢化社会」 は今後
の日本の医療において切り離すことのできないキーワードであると考えられる。 
 近年、DNA 脱メチル化剤である Vidaza(Azacitidine)が MDS の治療に用いられ良好な成績を
上げているが根治的な治療手段ではなく、 MDS のより詳細な病態メカニズムの解明と身体的
負担の少ない治療薬の開発が求められている。 
 
２．研究の目的 
高齢者における造血器腫瘍は完治が困難であり、化学療法に加え支持療法や緩和ケアなど精神
的・肉体的・社会的負担は大きく、高齢化の進む日本において抱える課題は多い。骨髄異形成症
候群における microRNA 発現異常や周辺組織との相互作用を中心に病態の解析を行ってきたが、
疾患の総合的な理解には RNAの発現のみならず転写後の修飾も重要であると考えられた。本研
究においては、1)疾患モデル細胞株および次世代シーケンサーを使用した RNA 修飾解析、
2)RNA修飾に関わるタンパクおよび遺伝子の解析、を実施し、骨髄異形成症候群における RNA
修飾を標的とした新規臨床検査および治療薬の開発を目指した検討を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)解析対象 
全ての細胞株(MDS-L、K562、HL60、Jurkat)は RPMI1640 培地に 10%の Fetal Bovine Serum(いず
れも Gibco)を添加し 37℃、5%CO2 環境下で培養された。MDS-L はさらに IL-3(Peprotech)を
100ng/mL になるよう添加した。 
 健常人ヒト末梢血に塩化アンモニウム溶血剤を添加し得られた全白血球に標識抗体を反応させ
セルソーター(BD FACSAriaII)により、顆粒球(CD33+/SSChigh)、単球(CD14+)、T細胞(CD3+)、B細
胞(CD19+)、NK 細胞(CD56+)を分取した。(n=3) 
 理化学研究所細胞バンクから研究用ヒト臍帯血材料を購入し、CD34 細胞を同様に分取した。 
 細胞数はトリパンブルー染色液とビュルケルチュルク計算盤を用いて生細胞数および生細胞率
を算出した。 
(2)RNA 抽出 
 5x105の各細胞から NucleoSpin RNA(Takara Bio)を用いて total RNA を抽出した。さらに RNA-
seq 解析のために MDS-L と CD34 細胞からは別途 50µg 以上の total RNA を抽出した。 
(3)逆転写反応、定量的 PCR 
 抽出された 1ng の total RNA を PrimeScript RT reagent Kit(Takara Bio)を用いて cDNA を作
製した。この cDNA および TB Green Premix Ex Taq II(Takara Bio)、標的遺伝子特異的なプラ
イマーセットを用いて定量的 PCR を実施した。定量的 PCR の解析は GAPDH を内在性コントロー
ル遺伝子として Ct 値を算出して行った。 
(4)ウエスタンブロッティング 
 20µgのタンパクを SDS-10%ポリアクリルアミドゲルで電気泳動後、PVDF メンブレン(ATTO)に転
写した。このメンブレンに対し 1000 倍希釈した一次抗体(anti-NSUN2、TRDMT1:いずれも R&D 
systems)を 4℃で一晩反応させた。メンブレンは洗浄後、1000 倍した抗ウサギ IgG 二次抗体
(Abcam)を室温で 2 時間反応させた。メンブレン洗浄後、Western Lightning ECL Pro(Perkin 
Elmer)およびケミルミ撮影装置(Biotools)で検出し、画像を ImageJ で処理し各バンドの輝度を
数値化した。 
(5)RNA-Seq 
 抽出された total RNA 50µgと Direct RNA Sequencing Kit(Oxford Nanopore Technology: ONT)
を用いて poly-A(+) RNA ライブラリを作製した。このライブラリを MinION Mk1C およびフロー
セル(R9.4.1)(いずれも ONT)で読み込んだ。得られたデータからリード数の解析およびメチル化
シトシンの解析を行った。 
(6)標的遺伝子のノックダウン 
 NSUN2およびTRDMT1を標的とするshRNAと puromycin耐性遺伝子を組み込んだレンチウイルス
ベクターを作製し、MOI = 1 で MDS-L 細胞にトランスダクションした。1週間 puromycin に暴露
し、耐性株を回収することで各遺伝子のノックダウン細胞を作製した。 

  



４．研究成果 
(1)RNA-seq 解析 
 Nanopore シーケンサーを用いた long read シー 
ケンスによって、CD34 陽性細胞に比べると MDS-L 
細胞では転写因子や顆粒球系特異的遺伝子の発現 
が亢進していることが分かった。1000 リード以上 
の発現が見られた遺伝子に限定し mRNA のメチル化 
シトシンの分布を検索したところ、コーディング 
領域よりも非翻訳領域で多く生じていることが分 
かり、さらにメチル化が生じやすいモチーフが 
2 種類検出された。(Fig.1) 
 
 
 (2)RNA メチル化酵素遺伝子のノックダウン 
 mRNA 内のメチル化シトシンは NSUN2 および 
TRDMT1 の働きにより生じている可能性が高い 
ことが報告されており、両遺伝子のノック 
ダウンを行った。 
 MDS-L 細胞では両遺伝子が比較的高い発現を 
示していることを予備実験で確認しており、 
作製した shRNA によるノックダウンにより 
両遺伝子の発現が大きく低下していることを 
ウエスタンブロッティングおよび定量的 PCR 
による解析で確認した。 
 以下の実験ではこの遺伝子ノックダウン 
細胞を使用し、検討を行った。(Fig.2) 
 
                   Fig.2 NSUN2 mRNA ノックダウン 
 
(3)ノックダウン細胞の細胞増殖能 
 2 種類の RNA メチル化酵素をノックダウンした 
MDS-L 細胞を通常培養環境下で 3日間(72 時間)培養 
し生細胞数を測定した。 
 Negative control を導入した細胞に比べ、TRDMT1 を 
ノックダウンした細胞では生細胞数に変化が見られな 
かったのに対し、NSUN2 をノックダウンした場合は 
約 30%減少していた。(Fig.3) 
 NSUN2 の発現量が細胞増殖能に影響を与えることが 
分かった。 
        Fig3. ノックダウン MDS-L 細胞の増殖能 
 
(4)細胞種ごとの NSUN2 mRNA 発現量解析 
 骨髄系腫瘍株化細胞 3 種、リンパ系腫瘍株化細胞 1 種で NSUN2 mRNA の発現量を測定したとこ
ろ骨髄系腫瘍では高発現し、リンパ系腫瘍では低発現となっていた。 
 さらに臍帯血由来 CD34 陽性細胞、健常人末梢血より分取した各系統の成熟有核細胞中の NSUN2 
mRNA の発現量を同様に解析したところ、CD34 陽性細胞および骨髄系細胞では低発現となってお
り、リンパ系細胞全てで高発現となっていた。(Fig.4) 
 NSUN2 mRNA の発現量は骨髄系/リンパ系、正常/腫瘍の間で逆相関しており、骨髄系腫瘍におい
ては腫瘍性増殖能が高まるにつれて NSUN2 mRNA の発現量も上昇することが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig4. 株化細胞および正常細胞における NSUN2 mRNA 発現量の解析 

 以上の結果より、MDS 由来の株化細胞では同程度の分化レベルを示す CD34 陽性細胞に比べて転



写因子や顆粒球系特異的遺伝子の発現が亢進し、非翻訳領域において RNA 中のメチル化シトシ
ンが増加していることが分かった。さらに RNA 内のシトシンメチル化に関与する酵素 NSUN2 は
骨髄系造血器腫瘍で高発現を示しており、同遺伝子をノックダウンすることで細胞増殖能を低
減させることができた。 
MDS には芽球比率による病期が存在するため、今後実際の臨床検体を集積し NSUN2 mRNA が MDS
での病態進展マーカーとして有用であるか、また NSUN2 阻害剤により MDS の進展を抑制できる
かを検討する必要がある。 
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