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研究成果の概要（和文）：急性骨髄性白血病や骨髄異形成症候群を始めとする血液腫瘍には、一定の頻度で遺伝
的背景が存在することが明らかとなり、その原因として最も頻度が高いのがDDX41遺伝子変異である。
本研究は、DDX41が転写と複製と呼ばれる、細胞制御に必須な機能を相互に連携する役割を持つことを明らかに
した。DDX41が適切に機能しないとDNAの複製障害が起こるが、その際の複製障害は軽微であり、細胞は複製障害
を抱えたまま細胞分裂に至る。その結果分裂後の細胞においてDNA不安定性が徐々に増加する。これがDDX41に機
能異常を持つ血液細胞が腫瘍の発症を導くことを示した。

研究成果の概要（英文）：It has been revealed that the development of myeloid neoplasms, including 
acute myeloid leukemia and myelodysplastic neoplasms, is associated with genetic background to a 
certain degree, in which the DDX41 gene variant is most frequently observed in such neoplasms.
This study showed that DDX41 plays a role in coordinating transcription and DNA replication, both of
 which are fundamental in cellular regulation. A defect in DDX41 function or decreased expression 
causes DNA replication stress. However, since the stress is mild enough for cells to overlook during
 S phase, cells enter mitosis without complete resolution of the replication stress. As a result, 
DNA instability is increased in the postmitotic cells, which ultimately leads to the transformation 
of hematopoietic cells.

研究分野：血液腫瘍学

キーワード： RNAヘリケース　R-loop　RNAスプライシング　骨髄異形成症候群　急性骨髄性白血病　DDX41

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
固形腫瘍と同じく、血液腫瘍においても遺伝子パネル検査が医療実装され、検査結果が治療方針の決定や予後予
測、疾患分類などに用いられようとしている。一方で、血液腫瘍の治療法をさらに充実させるうえで、遺伝子の
異常が疾患を発症させる機序を理解することが重要である。
本研究では、遺伝的背景を伴う血液腫瘍に特に関与するDDX41に焦点を当て、DDX41の発現量の低下や機能障害が
どのように血液細胞を変化させるか解析した。その結果、DDX41がDNAの複製と転写とを連携させる機能を有し、
DDX41の機能障害が細胞分裂を起こしたあとの細胞にDNA不安定性をもたらすことを明らかにし、疾患の発症機序
解明に寄与した。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
急性骨髄性白血病(AML)や骨髄異形成症候群(MDS)を始めとする骨髄性造血器腫瘍はこれま

で、一部を例外としてほとんどが体細胞遺伝子バリアントの獲得によって発症する疾患である
と想定されてきた。しかしながらこの 10 年ほどの間に、遺伝的背景を持つ骨髄性造血器腫瘍が
決してまれではないことが明らかになり、最近の報告では、高齢者 AML の 10%以上において何
らかの遺伝的背景の存在が疑われることが示された。なかでも特に病的遺伝子バリアントの検
出頻度の高いのが DDX41 遺伝子である。この遺伝子のバリアントを原因とする骨髄性造血器腫
瘍は、発症年齢が一般に 60 歳代以降と、遺伝的背景を持つものにしては高齢の傾向にあること、
骨髄が低形成を示すことが多いこと、共存する他のドライバー遺伝子変異が少ないことなどを
特徴とする。おそらく、発症年齢が高い傾向にあるため、骨髄性造血器腫瘍における本遺伝子バ
リアントの存在がこれまで見逃されてきたものと想定される。 
一般に骨髄性造血器腫瘍は、クラス I 変異と呼ばれる細胞の増殖を促すタイプの遺伝子異常と

クラス II に相当する細胞分化の異常を引き起こすタイプの遺伝子異常の組み合わせによって発
症すると想定されてきた(現在では、さらにその背景に、加齢依存的な DNA メチル化やヒスト
ン修飾などのエピゲノム制御の調節異常があることも明らかにされている)。しかしながら、
DDX41 バリアントの場合には、これら既存のクラスのどれに該当し骨髄性造血器腫瘍をもたら
すのか不明確である。これは、DDX41 遺伝子から翻訳され合成される DDX41 タンパク質が、
ヒトに 70 種類以上存在する RNA ヘリケースのひとつであること、また、RNA ヘリケースは転
写、RNA スプライシング、翻訳、RNA 輸送、リボソーム RNA 合成など、RNA 代謝を伴う細
胞内のおよそあらゆるプロセスに関与し、これまで血液細胞における DDX41 の主たる役割が示
されてこなかったことに起因する。 

当初 DDX41 は、細胞質において核酸センサーとして機能することが報告された。これは
DDX41 が細胞内に侵入したウイルスや一部の微生物に由来する外来核酸を認識し、cGAS-
STING 経路を介して自然免疫応答の活性化をもたらすという実験結果によるものである。しか
しながら、DDX41 は特定の状況下で細胞質に移行することが報告されているものの、その大半
が安定的に核内に存在することから、この機能が直接的に造血器腫瘍の発症に関与する可能性
は低いように思われる。 
一方、核内における DDX41 の機能として注目すべきなのは RNA スプライシングへの関与で

ある。スプライシング段階特異的にスプライシング複合体に組み込まれる因子を網羅的に検出
した複数の研究から作成されたデータベースからは、DDX41 がスプライシング C 複合体に特異
的に組み込まれることが示唆されている。また、最初に本遺伝子バリアントが造血器腫瘍の責任
遺伝子であることを報告した論文も、RNA スプライシング異常が重要な疾患発症機序であるこ
とを示している。 
 
２．研究の目的 
 DDX41 の発現や機能の低下が RNA スプライシング異常を主たる要因として造血器腫瘍を発
症させるとすれば、DDX41 バリアントの獲得は、SF3B1, SRSF2, U2AF1 を始めとする、既知
の MDS 関連スプライシング遺伝子異常によるものと同様のスプライシング変化をもたらし造
血器腫瘍を発症させることが考えられる。しかしながら実際には、DDX41 異常による造血器腫
瘍は、MDS だけでなく de novo AML を発症させるなど、既知のスプライシング因子異常によ
るものとは疾患表現型が異なる。また前述の通り、DDX41 はスプライシング C 複合体に特異的
に組み込まれることが示唆されているが、実際そうであるとするならば、スプライシングプロセ
スのより早い段階で 3’スプライスサイトの制御に関わる MDS 関連スプライシング因子とは、同
じ RNA スプライシングであっても作用するタイミングが異なる。そこで本研究では、DDX41
の RNA スプライシングにおける役割を詳細に解析すること、さらに DDX41 異常による RNA
スプライシング変化が造血細胞に及ぼす影響を解明することを目的として、以下の実験を行っ
た。 
 
３．研究の方法 
(1) RNA スプライシングにおける DDX41 の役割の解析 
 DDX41 が RNA に結合する部位を明らかにするため、CLIP-seq 解析を行った。野生型および
R525H 変異型(造血器腫瘍で最も典型的な体細胞バリアント)の DDX41 を発現する K562 細胞
を作成し、UV クロスリンク後に DDX41 で免疫沈降を行い、DDX41 に結合する RNA を抽出
した。この RNA からシークエンスライブラリーを作成し、先進ゲノム支援プログラムの協力を
受け、DDX41 が結合する RNA を網羅的に解析した。 
 また、DDX41 の発現を抑制した細胞を作成し、RNA-seq で取得されたデータを用いて RNA
スプライシング解析を行った。 
 さらに、免疫沈降法により、DDX41 と相互作用する RNA スプライシング関連因子を同定し
た。 



 
(2) DDX41 の DNA 複製における役割の解析 
 DDX41 の発現を抑制した複数の細胞株を作成し、DNA ファイバーアッセイにより DNA 複
製状態の変化を調べた。また、免疫蛍光染色法により、細胞分裂像の異常やγH2AX に代表され
る DNA 損傷シグナルの活性化を評価した。 
 特に HeLa 細胞では、siRNA によるノックダウンに加え、DDX41 の機能を抑制する阻害剤の
添加とダブルチミジン処理による細胞周期のシンクロナイズを組み合わせ、DDX41 機能の阻害
が各細胞周期段階に及ぼす影響を詳細に検討した。 
 
(3) DDX41 と R-loop の関係に関する解析 
 RNA ヘリケースが適切に機能しない場合、特に SRSF2 バリアントや SF3B1 バリアントの獲
得に起因する MDS において R-loop の蓄積を招くこと、そしてこれが DNA 複製障害を増長さ
せることが報告されている。これらを踏まえ、DDX41 の発現・機能低下が R-loop を増加させる
可能性を検証した。 
 R-loop は S9.6 抗体(DNA:RNA ハイブリッドを認識する抗体)を用いた免疫蛍光染色法で検出
し、核内の R-loop シグナルを定量解析した。 
 
(4) DDX41 の転写伸長に及ぼす影響の解析 
 転写伸長と RNA スプライシングは密接に関連する細胞内プロセスであることを踏まえ、RNA
ポリメラーゼ II(Pol II)抗体でクロマチン免疫沈降(ChIP)したサンプルからライブラリーを作成
し、シークエンス解析(ChIP-seq)を行った。 
 
(5) Ddx41 遺伝子解析マウスの造血解析 
 Ddx41 遺伝子ノックアウトマウス、およびヒト R525H に相当するバリアントをタモキシフ
ェン誘導性に発現するノックインマウスを作成し、これらのマウスを交配させ Ddx41 ヘテロ／
R525H ノックインマウスを得た。既報通りホモのノックアウトマウスは致死的であり、ここで
は主に、Ddx41 ヘテロ／R525H ノックインマウスを用い、(DDX41 バリアントによる)ヒト造血
器腫瘍が比較的高齢発症であることを踏まえ、一定程度の加齢を経たマウスを解析対象とした。
タモキシフェンにより野生型 Ddx41 を R525H 変異型に置き換え、その後の造血細胞の変化を
検討した。 
 
(6) その他 
 我々のグループではこれまでに、DDX41 がリボソーム RNA 生合成プロセスにおいて、リボ
ソーム RNA 前駆体をトリミング／切断する機能を有することを報告した。ここでは本成果を発
展させるための研究として、リボソームフットプリント法により、DDX41 が翻訳レベルにどの
ような影響を及ぼすか検討した。 
 
４．研究成果 
(1) RNA スプライシングにおける DDX41 の役割 
 CLIP-seq 法により、DDX41 が主に、pre-mRNA
の 5’スプライスサイトに結合することが明らかとな
った(図 1)。また、スプライス段階特異的にスプライ
ソゾームに取り込まれるタンパク質との免疫沈降実
験から、DDX41 はある程度 RNA スプライシングが
進行した C 複合体の段階でスプライソゾームに組み
込まれることが判明し、これは既存のデータベースの
情報と矛盾しない結果であった。既知の MDS 関連
RNA スプライシング因子の多くは 3’スプライスサイ
トの認識に関与することが知られており、かつ、より
早い段階でスプライソゾームに組み込まれること、加
えて、背景で述べたように DDX41 バリアントによる
造血器腫瘍の表現型はRNAスプライシング因子のバ
リアントによる MDS とは必ずしも重複しないことを踏まえると、DDX41 の RNA スプライシ
ングにおける役割は、活性化スプライソゾームにおいて RNA スプライシングの進行を制御して
いる可能性が高いと考えられた。 
 実際、DDX41 の発現低下による RNA スプライシング部位への影響は、SRSF2 バリアントを
発現する細胞と比較して軽度であった(図 2)。ただし、RNA FISH 法などの解析結果から、mRNA
を合成するプロセスにおいて重要な役割を担うことが示された。 
 
(2) DDX41 の DNA 複製における役割 
 DDX41 の発現を抑制した細胞は、細胞株の種類にかかわらず顕著な増殖障害をきたした。細
胞周期の詳細な解析により、DDX41 の発現が低下すると細胞周期が G2 期で停止することが明
らかとなった。また、G2 期を経て分裂期に到達した細胞では染色体配列の乱れや微小核形成な
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どの異常分裂像を示し、分裂後の細胞に著しい DNA
損傷シグナルの増強を認めた。 
 一方で、この細胞周期進行の障害はおそらく G2 期
自体の問題ではなく、DDX41 が機能しないことによ
って DNA 複製期(S 期)に複製ストレスが出現するた
めであると考えられた。これは、特異的阻害剤によっ
て S 期の開始時点から DDX41 の機能を抑制した際
に G2 期の蓄積が観察されること、これに対して G2
期から DDX41 を阻害した場合には分裂期への進行
に影響がみられないことなどから結論付けられた。 
 ただし、DDX41 を阻害した場合の S 期の DNA 複
製障害は軽微な範疇に収まるものであり、Chk1 のリ
ン酸化は起こるものの、γH2AX シグナルの増加は

分裂期を経た細胞においてのみ顕著に認められた。 
以上の検討から、DDX41 は DNA 複製に必要なタンパク質であるが、DDX41 の機能低下が

招く複製ストレスは直ちに細胞死を誘導するほど強力なものでは無いことが示された。またこ
のことから、軽微な複製ストレスが細胞分裂後にも徐々に蓄積することが腫瘍発症に寄与する
ものと考えられた。 
 
(3) DDX41 による R-loop の制御 
 DDX41 が RNA ヘリケースでありながら、その機能障害が DNA 複製に影響を及ぼすという
上記の観察結果は、間接的な細胞機能への影響を見ているものと想定し、次に我々は、DDX41
が直接的に関与するプロセスの特定に着手した。これを検討するうえで我々は、R-loop に着目
した。MDS では、変異するスプライシング因子の種類にかかわらず R-loop が増加することが
示されており、これが複製ストレスの増強を招くと考えられている。そこで、細胞周期を同調し
た細胞で DDX41 の機能を阻害し、S 期における DDX41 の機能障害と R-loop との関係性を検
証した。 
 DDX41 を S 期特異的に阻害すると、R-loop を反映する核内の S9.6 シグナル増強が認められ
た。一方で、転写を抑制した場合にはこの現象は著しく減弱したことから、DDX41 は転写依存
的な R-loop の蓄積を防ぐことが示唆された。 
 
(4) DDX41 が転写伸長に及ぼす影響 
 これらの観察結果を統合的に説明できる DDX41 の機能として、DDX41 が転写伸長と RNA
スプライシングの連携を行うという作業仮説を立てた。この仮説を立証するため、Pol II 抗体に
よる ChIP-seq 解析を行い、転写と RNA スプライシングとの関係性を調べた。その結果、DDX41
が適切に機能する細胞では、Pol II が 5’スプライスサイト近傍で一時的に速度を低下させるのに
対し、DDX41 を発現抑制した細胞ではその現象が認められなくなることが分かった。また、免
疫沈降実験により、DDX41 が Pol II とも相互作用することが確認された。 
 以上より、DDX41 は
転写伸長に連動した
RNAスプライシングを
正に制御することで、
転写伸長に対して促進
的に機能すると考えら
れた。DDX41 の発現や
機能が不十分な場合に
は転写伸長と DNA 複
製機構との衝突の頻度
が生じ、DNA 複製スト
レスの増強と分裂後の
細胞における DNA 損
傷の段階的な蓄積を引
き起こすものと想定さ
れた(図 3)1。 
 
(5) マウス造血細胞を用いた検証 
 Ddx41 ヘテロ／R525H ノックインマウスは、R525H バリアントを発現させると急速に造血
不全に陥る。マウス造血幹細胞・前駆細胞を用いて R-loop を観察した結果、R525H 発現細胞特
異的に R-loop が増加することが判明し、これが造血不全の表現型形成に関与するものと考えら
れた。 
 
(6) その他の研究成果 
・DDX41 の翻訳機構への関与：リボソームフットプリント法による解析から、DDX41 がリボ
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ソームタンパク質を中心とする、発現量が多く mRNA 長の短い特定のトランスクリプトの翻訳
を正に制御することを明らかにした 2。 
・DDX41 バリアントの部位による疾患表現型の相違：カナダのグループとの共同研究として実
施した。複数の DDX41 バリアントを有する MDS 症例はそうでない例と疾患表現型が異なるこ
とを示した 3。 
・DDX41 の細胞質における役割の解明：カナダのグループとの共同研究として実施した。
DDX41 は一部が核から細胞質に移行することが知られている。R525H 変異体は核酸をほどく
活性が減弱しているもののアニーリングする活性は保持しているため、R525H を発現する細胞
では細胞質に二重鎖 DNA の蓄積がみられる。これが自然免疫応答を増強させる原因であること
を示した 4。 
・DDX41 バリアントの解釈方法：今後国内で造血器腫瘍を対象とする遺伝子パネル検査が医療
実装される見込みである。このため、DDX41 を始めとして、生殖細胞系列バリアントが疾患発
症に関わる遺伝子のバリアントが検出される頻度が大きく増加することが想定される。これを
踏まえ、DDX41 を例にとりバリアントの病原性の解釈方法を解説した 5。 
・総説論文：DDX41 の機能や造血器腫瘍との関連性、および R-loop との関連性に関する総説を
出版した 6-8。 
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