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研究成果の概要（和文）：本研究では、骨髄増殖性腫瘍における新たな遺伝子異常を発見することを目的とし、融合遺
伝子発見のための新規ベクターシステムの開発・応用および全エクソン配列解析法を導入し包括的ゲノム解析を行った
。新規システムの応用により、融合遺伝子に関連するゲノム構造異常の候補領域を同定した。一方、エキソーム解析か
らは症例間に共通した高い頻度の新規遺伝子異常を見つけるには至っていない。個々の遺伝子異常に対しては、ゲノム
編集法（CRISPR）を利用したiPSによる遺伝子機能解析を行うとともに、ミスセンス変異を免疫標的とした個別化免疫
療法による新規治療法の開発を行っている。

研究成果の概要（英文）：In this study, we performed a comprehensive genetic analysis by using a newly deve
loped system for fusion-gene detection and whole exome analysis, in order to identify novel genetic abnorm
alities responsible for myeloproliferative neoplasm (MPN) and to develop a new therapeutic option. We coul
d detect several candidate regions with altered genomic structures which would contribute to produce novel
 fusion-genes. In addition, many novel missense mutations were found in MPN cases by whole exome analysis,
 however, they are not shared among cases. We are applying CRISPR method to patients' derived iPSs in orde
r to clarify genetic functions of those mutations. Furthermore, we found out that peptides derived from th
ose mutations could be presented to patients' HLA molecules and be recognized by T cells. We are preparing
 a protocol to provide patients a novel therapeutic option as genetic analysis-based personalized immunoth
erapy.
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１．研究開始当初の背景 
 骨髄増殖性疾患（myeloproliferative 
disease; MPD）は、幹細胞のクローン性増殖
に基づく疾患であり、従来、真性多血症（PV）、
本態性血小板血症（ET）および原発性骨髄線
維症（MF）から成り立っていたが、これら疾
患は現在の WHO 分類では骨髄増殖性腫瘍
（myeloproliferative neoplasm; MPN）の一
部として分類される。近年、Jak2 遺伝子異常
をはじめ Tet2 遺伝子異常など病因遺伝子が
発見されてきており、われわれの教室でもこ
れまで Jak2・Tet2 変異について解析を行っ
てきた。しかし、各疾患はそれら遺伝子変異
のみでは説明できず病態には未だ不明な点
が多い。 
造血器腫瘍の病因遺伝子異常は、（a）染色

体転座による新たな融合遺伝子によるもの、
（b）欠失・増幅・点突然変異の遺伝子変異
によるものに大別されるが、MPN においても、
これまでの遺伝子変異以外に新たな疾患特
異的な遺伝子異常が存在することが予測さ
れており、新規の遺伝子異常の発見による
MPN の病態理解を基にした新しい臨床診断・
検査法、さらに治療法の開発が求められてい
る。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、新規システムの開発・導
入によりMPNにおける包括的ゲノム解析を行
うことにより、新たな遺伝子異常の発見に基
づく MPN 疾患群の病態の解明とともに、新し
い臨床診断・検査法そして治療法の開発を行
うことである。 
 造血器疾患の遺伝子異常としては、染色体
転座による新たな融合遺伝子によるもの、点
突然変異等の遺伝子変異によるものがある
が、新しい融合遺伝子の発見のために、未知
の転座遺伝子の発見を可能とする新規ベク
ターシステムの開発・応用を行うとともに、
遺伝子変異の探索のために、全エクソン遺伝
子解析を導入する。これら次世代シークエン
サーを用いた包括的なゲノム解析を行うこ
とから骨髄増殖性疾患の新規病因遺伝子を
探索・発見する。さらに、発見された遺伝子
異常について、その病態との関連を明らかに
するために遺伝子機能解析を行うとともに、
治療ターゲットとしての可能性を探る。 
 
３．研究の方法 
(1) 未知の転座遺伝子の発見を可能とする
新規ベクターシステムの開発およびMPNへの
応用 
 染色体転座は、通常は染色体分析により発
見され、その転座情報を基点としたゲノム解
析や遺伝子発現解析から融合遺伝子が発見
される。しかし、染色体検査には分析精度に
限界があり、転座部位や転座サイズ（数 Mbp
以下）によっては染色体の異常は検出されな
い。そこで、新たな染色体転座および融合遺
伝子を疾患から発見するために、新規ベクタ

ーシステムを開発した。本システムは、環状
化 DNA の結合両末端（メイトペア）の塩基配
列解析を基本としており、対象疾患の cDNA
ライブラリーから環状化 cDNA を作成し、そ

のメイトペア
断片の塩基解
析を行う。 
図１のように、
cDNA ライブラ
リーのメイト
ペア配列の末
端配列マッピ
ングから融合
遺伝子の存在
を明らかにす
ることができ
る。 

 本方法はシンプルであるが、実際には複数
のDNAがメイトペアを形成するという致命的
な問題点があり、これまで十分な応用がされ
ていなかった。 
 われわれは、この問題点を根本的に解決し、
融合遺伝子の検出を可能とする新規システ
ムを開発し、システムの検証とともに MPN の
解析に導入し融合遺伝子を探索する。 
 
(2) 全エクソン遺伝子配列解析 
 一方、遺伝子変異の探索、特に点突然変異
を見出す目的として、全エクソン塩基配列法
を導入した。近年、次世代シークエンサーに
よる全ゲノム解析（whole genome sequence）
が現実のものとなってきている。しかし、
whole genome sequence は極めて高額である
ことから、ゲノムからエクソン領域を濃縮し
配列解析を行う、エクソン・キャプチャー法
が開発されている。 
 われわれは、エクソン領域を SureSelect 
Human All Exon（Agilent）により濃縮し、
Hiseq（illumina）により遺伝子解析を行っ
た。データ解析には UCSC human genome 19
をレファレンス配列とし、Bowtie2 によりマ
ッピングを行った。SNP/indel の抽出には
SAMtoolsを使用し、ANNOVAによりannotation
を行った。SNP database および各正常対照の
データと比較解析し各症例の遺伝子変異を
同定した。 
 
４．研究成果 
(1)新規ベクターシステムと MPN への応用 
 融合遺伝子発見のための新規ベクターシ
ステムでは、アダプター付加後にシンプルな
２段階の DNA 環状化により、単分子 DNA 環状
化と複数分子DNA環状化を区別することが可
能となる。そのプロセスを図２に示す。 
 メイトペア作成の環状化の際に、１段階目
の DNA 環状化が単分子 DNA で形成され、さら
に２段階目 DNA環状化も単分子 DNAであった
場合、得られるメイトペアは正しい配列情報
で「正確にゲノム構造を反映」する。この時、
特異的配列(N)は必ず同一配列の組み合わせ



となり、環状化過程が単分子 DNA により正確
に進行した指標となる。一方、１段階目ある
いは２段階目環状化において複数分子DNAに
より環状化された場合、特異的配列は異なる
組み合わせ配列で合致しない。つまり、コン
ピューター解析上で合致した特異配列を選
別することから、正確なメイトペア配列情報
のみを抽出することが可能となる（in silico  
selection）。 
 本システムをまず既知の融合遺伝子を有
する K562（慢性骨髄性白血病由来細胞株）に
応用し、その検証を行った。プロトコールに
従い２段階環状化反応を行い、そのメイトペ
ア断片を解析した結果、有効配列リードの内
でシステムアダプター構造を有したリード
が 75%であった。さらに、その 91%において、
タグ解析から特異配列が同一であったクロ
ーン、つまり単分子 DNA 由来の環状化分子か
らのメイトペアであり、最終的に 543 ペアの
BCR-ABL 融合遺伝子を確認することができ、
本システムの有効性が実証された。 
 検証後、本システムを MPN 症例に導入し、
MPN 症例の末梢血あるいは骨髄細胞からの
cDNA の解析を行っているが、これまでのとこ
ろ新規融合遺伝子は検出されていない。検出
感度の問題を考慮して、均一化 cDNA ライブ
ラリー（Normalized cDNA library）へ変更
を試みたが、均一化は十分でなく、そのため
次項に説明するゲノム構造解析への本シス
テムの応用を平行して行った。 
 
(2)ゲノム構造解析による候補領域の発見 
 新規システムの導入から融合遺伝子同定
に至らなかった原因として、症例に融合遺伝
子が存在しない可能性と同時に、システムの
検出限界の問題が考えられた。融合遺伝子探

索では cDNA を対象とするため目的とする遺
伝子の発現量によっては検出感度を下回る
可能性が否定できない。そこで、われわれは
本システムをゲノム解析に応用した。cDNA の
代わりに 10～20Kb に裁断したゲノム断片を
出発材料とし、同アダプターシステムを導入
した。cDNA からゲノムへ移行したのは本研究
期間の後半であったため遺伝子の同定まで
には至っていないが、表１に示すようにゲノ
ム構造異常が予想されるゲノム領域を複数

同定することができており、今後各ゲノム構
造の解析を進めていくことで融合遺伝子が
発見できると考えている。 
 
(3)新規遺伝子変異の探索 
 MPN 疾患症例に対し全エクソン遺伝子解析
を行った結果、各症例から多数の遺伝子異常
が発見され、それらの中にはこれまで報告さ
れている Jak2, Tet2 等の遺伝子異常も認め
られたが、症例間において共通した新規の遺
伝子変異は見出されていない。個々の遺伝子
には疾患との関連が機能的に予想されるも
のが存在しているが、症例間での共通性が低
いため、病態への関与を明らかにするために
は各遺伝子異常の機能解析を行う必要があ
る。さらに、個々の症例で機能的に MPN に関
与する遺伝子異常が存在しても、頻度が低い
場合には診断や検査そして治療における意
義が明確ではないという問題点もある。 
これは本研究に限らずゲノム解析一般に

存在する問題であり、われわれは解決法とし
て次の２つの方法を導入した。ひとつは、
CRISPR によるゲノム編集で多数の遺伝子異
常の機能解析を行えるようにすることで重
要遺伝子を見落とさないようにすることで、
もうひとつは個々の遺伝子変異を免疫標的
とすることで、ゲノム解析が実際の治療に直
結するようにすることである。 
 
(4)遺伝子異常の機能解析 
 研究目的のためには、発見された遺伝子異
常が、疾患の原因となる driver 変異である
のか単なるpassenger変異であるのかを解析
する必要がある。研究計画では、症例間に幅
広く共通して存在する遺伝子変異を想定し、
遺伝子操作によるマウス実験による解析を
予定していた。しかし実際には、すでに報告
されている遺伝子異常以外では、少数例での
共通存在にとどまっており、多数の機能解析
を実施する中から重要遺伝子を抽出するこ
とが必要となった。そこで、機能解析の進め
方を修正し、2013 年に報告された新たなゲノ
ム編集法であるCRISPR（Clustered Regularly 



Interspaced Short Palindromic Repeat）法
を導入した。本方法では比較的容易に遺伝子
破壊を誘導できるため、iPS 細胞においてそ
れぞれの遺伝子の機能解析を行うことが可
能である。 
 実際に guide RNA を設定し CRISPR による
ゲノム編集活性を確認したところ、図３のよ
うに SURVEYOR assay により 5～10%の遺伝子
切断活性を認め、さらに機能解析のための遺

伝子変異導入を目的としてコンストラクト
および oligonucleotide による knock-in 法
を確立した。iPS 細胞においてもゲノム編集
効率は高く、まず正常細胞由来の iPS におい
て発見された遺伝子異常を導入し、その機能
解析を開始している。一方、遺伝子解析を行
った MPN 患者からの iPS を作成しており、
個々の症例におけるそれぞれの遺伝子異常
の意義付けを行うことで、疾患の個性を基に
した個別化した評価が可能であると考えて
いる。 
 
(5)遺伝子変異を標的とした個別化免疫療法 
 遺伝子異常に基づくMPNの治療法を確立す
ることが研究の最終目的であり、そのために
は、広く症例間に共通する遺伝子異常を発見
し、その遺伝子異常を制御する分子を探索し
て薬剤を開発していく、というのが研究の方
向となる。 
 われわれも、その方向に沿って研究を進め
ているが、現段階では多数の遺伝子変異が同
定されるものの、少数例にのみ共通した遺伝
子変異の発見にとどまっている。このような
個々多数の遺伝子変異に対応してそれぞれ
制御分子（薬剤）を探索することは現実的で
はない。われわれは別の観点から、これら遺
伝子変異を免疫の標的とした個別化免疫療
法という新しい治療法を開発することとし
た。 
 まず疾患毎にエキソーム解析データから
HLA を同定した（class I：A,B ローカス）。
次に遺伝子のミスセンス変異によるアミノ
酸変異を中心とした両側15merのアミノ酸ラ
イブラリーを作成し、netMHCpanにより各HLA
結合性を検討した。その結果、wt と比較して
高いHLA結合性を有するペプチド配列を各症
例において３～８ヶ所抽出することが可能
であった。このことは、遺伝子変異の発見が、
その遺伝子の機能に関わらず、免疫治療のタ
ーゲットになり得ることを示している。さら
に、人工抗原提示細胞に患者遺伝子変異を導

入し、auto あるいは allo リンパ球と共培養
することで遺伝子変異を当該HLA拘束性に認
識する T細胞を得ることが可能であり、遺伝
子変異を腫瘍抗原として治療に利用できる
ことを明らかにすることができた。 
 従って、遺伝子異常の探索は、必ずしも疾
患において高い頻度で存在する異常を同定
することによる臨床応用のみならず、個々の
遺伝子変異を免疫ターゲットとする個別化
免疫療法、つまりダイレクトに治療へ応用す
ることが可能である。引き続き、見出された
遺伝子変異を標的に免疫療法への応用を行
い、その効果を異種移植マウスモデルにおい
て検証していく。 
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