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研究成果の概要（和文）：近年明らかとなったスプライシング分子変異は、骨髄異形成症候群MDSにおいて重要な遺伝
子異常として認識されているが、遺伝子導入実験において変異細胞の生物学的優位性は確認できない。MDSにおいて本
異常が選択され、クローナルに増加するのは、MDS特有の分子病態が関与しているとの仮説の下、マウスモデルを用い
て検証した。変異が高頻度に観察されるSF3B1のヘテロ欠失マウスの解析により、SF3B1は造血幹細胞において重要な役
割を担っていることを示した。MDSにおいて本異常と優位に共存関係にあるTET2の欠失マウスおよび高齢マウス由来の
造血幹細胞を用いた競合的移植実験において、優位性は確認できなかった。

研究成果の概要（英文）：Frequent pathway mutations involving multiple components of the RNA splicing machi
nery is considered one of the most important genetic events in MDS. But the molecular mechanisms of these 
alterations in the pathogenesis of MDS are still unknown. In this study we investigated the functional rol
e of these mutants in hematopoiesis using mice model that focused on clonal expansion of mutated cells.  W
e analyzed the hematological phenotype of Sf3b1 hetero mice, and SF3B1 plays an important role in the regu
lation of hematopoietic stem cells (HSCs), whereas SF3B1 haploinsufficiency is not associated with the MDS
 phenotype. Loss of function mutation of TET2 are often co-existed in MDS cases with RNA spliceosome mutat
ion, and that we performed the competitive stem cell transplantation using spliceosome mutant transduced H
SCs from TET2 knockout mice or wild type mice. But there are no evidence of growth advantage of HSCs with 
RNA spliceosome mutation in spite of TET2 deletion in this model.
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１．研究開始当初の背景 

骨髄異形成症候群（MDS）において RNA ス
プライシングに関わる遺伝子群に高頻度か
つ特徴的に変異が生じていることが、申請者
らが行った網羅的な遺伝子変異解析研究に
より明らかとなった。本異常は MDS の分子
病態において重要な遺伝子異常であると考
えられるが、そのメカニズムは不明な点が多
い。実際、MDS 患者で同定される RNA スプ
ライシング分子変異体を細胞株もしくはマ
ウス造血幹細胞に遺伝子導入すると、vitro、
vivo ともに細胞増殖は抑制される。MDS 患
者においては、本変異を獲得した造血細胞は
クローナルに増殖をしており、なぜ対照的な
結果が生じるのか不明である。 

 

２．研究の目的 

本研究では、主にマウスモデルを用いて、一
見、細胞に不利とも考えられる RNA スプラ
イシング関連遺伝子変異を有する細胞が、何
故、MDS 患者においては優位性を獲得し、
MDS 発症に至るのかを明らかにすることを
通じて、MDS 病態の本質的な理解に結び付
けることを目指す。 

 

３．研究の方法 

野生型 B6 マウスの造血幹細胞（HSC)分画を
用いて先行して行った遺伝子導入実験では、
変異体遺伝子発現に伴う、造腫瘍性は確認が
できなかった。そこで、MDS 検体においてス
プライシング変異としばしば共存する TET2
の機能欠失型変異のモデルマウス由来の HSC
を用いて、変異体の導入効果を検証した。ま
た、MDS は高齢者に多い造血器腫瘍であるこ
とから細胞老化が病態に関与している可能
性を考慮し、週齢の進んだ B6 マウスから採
取した HSCを用いた遺伝子導入効果を解析し
た。 
また、スプライシング分子はユビキタスに発
現し、生命活動の根源に関わる重要な機能を
有するが、造血系における機能は明らかでは
ないため、Sf3b1 欠失マウスを用いた機能解
析を行った。 
機能欠失型変異が主である ZRSR2 を除き、臨
床検体で観察される変異は、正常アレルが保
存されたヘテロ変異として観察をされ、LOH
を伴う症例は認めない。この遺伝学的な観察
結果は、正常アレルが保たれていることが重
要である可能性が示唆される。この観点から
は遺伝子導入実験による強制発現系では、十
分な再現モデルとなり得ない可能性を考え、
内因性プロモーターの下で、変異アレルを誘
導発現可能なモデルマウスの構築を行った。 
 
４．研究成果 
TET2 条件的欠失マウスを用いて、TET2 が不
活化された細胞において、代表的なスプライ
シング分子変異である U2AF1 ならびに SRSF2
変異導入細胞が優位性を獲得するか競合的
骨髄移植実験を用いて検証した。すなわち、

造血細胞特異的に Cre を発現させる Mx-Cre
マウスと交配し、pIpC 投与により TET2 を欠
失させた後に、CD34-KSL（造血幹細胞）を採
取し、レトロウィルスベクターを用いて
U2AF1 および SRSF2 の野生型ならびに変異体
を遺伝子導入し、致死量の放射線を照射した
マウスに、移植を行った。野生型マウス由来
に比し、TET2 ヘテロ欠失マウスを用いた移植
の末梢血キメリズム解析では、競合細胞に対
するキメリズムは高くなったが、依然として
野生型ならびに空ベクターに比し、キメリズ
ムは低く、優位性は確認できなかった（下図）。 

また、MDS は高齢者に多いことから、幹細胞
老化の影響を考え、生後 1 年以上の高齢 B6
マウス由来の造血幹細胞を純化し、スプライ
シング分子変異体を導入、移植実験を行った
が、これまでの観察期間内では、若年マウス
を用いた実験との差異は観察されていない。 
Sf3b1 ホモ欠失マウスは胎生致死であるが、
ヘテロ欠失マウスは骨形成異常が観察をさ
れるものの大きな異常なく出生する。本マウ
スを用いて、造血系の詳細な解析を行った。
末梢血におけては、欠失マウスと野生型マウ
スに有意な差異は認めなかったが、骨髄にお
いて、欠失マウスの造血幹細胞数のみ有意に
減少していた。また純化した造血幹細胞を用
いた競合的移植実験では、欠失マウス由来の
造血幹細胞では有意にキメリズムが低下し、
Sf3b1 は造血幹細胞において重要な働きを担
っていることが明らかとなった（下図、
Leukemia 2014）。長期間の観察においても MDS



様の所見は観察されず、また移植実験の結果
からも、MDS で観察される SF3B1 変異は単な
る機能欠失変異ではなく、機能獲得型変異で
あることが強く示唆された。本実験結果から
も変異体を生理的な発現レベルで導入をし
た系での評価が重要であると考え、Cre-loxP
システムを用いたコンディショナル・ノック
イン・マウスモデルの作成を行い、造血細胞
における変異アレルの発現が U2af1 および
Srsf2 においては確認がされており、今後、
本モデルマウスを用いて解析を行う予定で
ある。 
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