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研究成果の概要（和文）：再生不良性貧血から骨髄異形成症候群に進展した全22症例を全エクソン解析した結果、66個
の遺伝子変異を認めた。これまで報告のあるPIGAに加え、BCOR,BCORL1など骨髄腫瘍で既知の遺伝子が、新たに再生不
良性貧血でも変異していた。数十年にわたる時系列解析を行った結果、再生不良性貧血時には数％と微小であったクロ
ーンが、骨髄異形成症候群を発症するころには数十％まで拡大し、SETBP1遺伝子のようなら新規の遺伝子変異を獲得し
ていることが明らかとなった。このように複雑なクローン構造の変化が病勢の進行に関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We performed whole exome sequencing of 22 patients who diagnosed aplastic anemia 
and progressed myelodysplatic syndromes, which identified 66 mutations. They included not only PIGA which 
was already reported in aplastic anemia but also BCOR and BCORL1 which were not. Given analysis of 
different time points of several years from diagnosis, a tiny clone with mutations increased and acquired 
novel genetic alterations such as SETBP1 mutations, which related to advanced disease. In conclusion, 
variation of complicated clone structure informs the evolution from aplastic anemia to myelodysplatic 
syndrome.

研究分野：骨髄系腫瘍
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１．研究開始当初の背景 
造血器腫瘍の一つである骨髄異形成症候群 
(Myelodysplastic syndromes, MDS) は、汎
血球減少と急性骨髄性白血病（Acute 
myeloid leukemia, AML）への移行を特徴と
する治療抵抗性の骨髄性腫瘍であり、原
因・治療反応性・予後の異なる多様な病態
が含まれる不均一な疾患群である。近年、
大量並列次世代シークエンス技術の発展に
よりがんにおける体細胞性変異の網羅的な
解析が可能となり、(1) RNA スプライシン
グ因子の系統的な変異が MDS の病態に深
く関わっていること 、(2) 網羅的解析によ
り明らかとなった遺伝子異常は鋭敏に予後
を予測するということが報告されていた。 
これらの革新的な遺伝子解析技術を応用
することでさらに MDS 病態の詳細について
解明を行う。これまでの多くの研究は、MDS
診断時の腫瘍検体を解析対象にしており、
極早期の病初期における遺伝学的異常につ
いては明らかになっていない。すなわち臨
床的に MDS と診断されるまで進行した症例
のみが解析対象であるため、正常造血から
潜在的な MDS 前段階を経て、最終的に MDS
を発症するまでの間にどのような遺伝子異
常が蓄積しクローン増殖を獲得するのかこ
れまで解明されていない。 
MDS 発症の病初期における遺伝学的異常を
探索する目的で、正常人数万人の骨髄検体
を採取することは現実的には不可能である。
そのため、効果的に研究を進める目的で
我々は良性の血液疾患である再生不良性貧
血, Aplastic Anemia,(以下 AA)に着目した。
AA は白血球、赤血球、血小板などが減少す
る汎血球減少と骨髄不全を特徴とする良性
の疾患であるが、診断後 10 年で約 20％が
MDS や急性骨髄性白血病などの骨髄系腫瘍
を合併することが知られている。興味深い
ことに良性疾患であるAAにおいて6番染色
体短腕を中心としたコピー数異常が 15％
に認められ、骨髄系腫瘍と共通する遺伝子
変異も報告されていることから、AA におい
ても造血クローンの存在が示唆されている。
しかしながら AA が最終的に骨髄系腫瘍を
発症するメカニズムについてはほとんど解
明されていない。これらの潜在的な造血ク
ローンが時間経過でどのように MDS 発症に
関与するのかを明らかにすることで、MDS
の病初期におきる遺伝学的異常を解明する。
具体的には下記の三点である。 
(1)  MDS を発症するまで複数の経時的
検体を解析可能な AA 症例について全エク
ソンシークエンス解析を行い、MDS の病初
期におきる遺伝学的異常を明らかにする。 
(2) 同定された遺伝学的異常について、
異なるコホートの数十例の AA 症例を標的
シークエンス解析することにより、MDS 発
症前に存在する腫瘍クローンの特徴を明ら
かにする。 
(3) 新規に同定された病初期クローン

と既知の病勢進行に関わる腫瘍クローンと
を比較することで、極早期の腫瘍発症メカ
ニズムを明らかにする。 

 
２．研究の目的 
近年、大量並列の次世代シークエンス技術
発展によりがんにおける体細胞性変異が同
定され、様々ながん種の遺伝学的な特徴が
明らかとなっており、造血器腫瘍の一つで
ある骨髄異形成症候群,Myelodysplastic 
Syndrome (以下 MDS）においても特異的な
変異が多数同定されている。これまでに申
請者らは全エクソン解析にて新規に同定さ
れた高頻度の 100 個以上の変異遺伝子につ
いて 900 例以上の多数 MDS 症例において変
異解析を行うことで、新たな相関や排他関
係を同定し、遺伝学的情報を用いた鋭敏な
新規予後予測モデルの構築を行うことが可
能であった。 
しかしながら、臨床的に MDS と診断される
まで進行した症例のみが解析対象であるた
め、正常造血から潜在的な MDS 前段階を経
て、最終的に MDS を発症するまでの間にど
のような遺伝子異常が蓄積しクローン増殖
を獲得するのかこれまで解明されていない。
ごくわずかのクローンが遺伝子変異を獲得
することで増殖に有利に働き腫瘍が進展し
ていくパターンが予想されるが、MDS を
発症するまでの間に拡大するクローンと縮
小するクローンのいずれかに分類される可
能性がある。これらの病初期クローンの特
徴を明らかにする意義は、クローンを拡大
させる遺伝子変異に着目することで、それ
らを阻害する分子標的薬の投与が検討でき
ることである。すなわち、腫瘍発症の極早
期における個別化治療が可能となり、治療
成績の改善が期待される。 
MDS 発症時に同定される多数の変異の内、
発症初期のクローン拡大に直接影響を及ぼ
す遺伝子異常がいずれかは明らかとなって
おらず、MDS の病初期におきる遺伝学的異
常の探索により極早期の腫瘍発症メカニズ
ムを解明し、新たな治療戦略の構築に資す



ることを目指す。 
 
３．研究の方法 
健常人が MDS を発症するまでの期間、経時
的検体を解析することは発症頻度や倫理的
観点から実現困難であることから、AA と診
断され最終的に MDS を発症するまでの数年
に渡り経時的検体が採取可能な症例を解析
対象とする。具体的には金沢大学や米国・
NIH など国内外の再生不良性貧血症例を蓄
積している共同研究先と協力することで該
当症例の選択が可能となり、全エクソン解
析など次世代シークエンサーを用いた網羅
的な遺伝子変異解析を行うことで高感度に
腫瘍クローンを同定する。 
具体的な手法として、AA 患者の末梢血中か
ら特異抗原ビーズを用いて顆粒球と Tリン
パ球それぞれの分画に分離しこれらをペア
で解析を行う。抽出された DNA はアジレン
ト社の Sureselect システムを用いて全エ
クソン領域を濃縮し、次世代シークエンサ
ーであるイルミナ社の Hiseq を用いて全エ
クソン解析を行う。正常コントロールとし
て Tリンパ球を用いることで顆粒球特異的
な遺伝子異常を高感度に同定することが可
能となる。全エクソン解析で判明した体細
胞性変異については、変異領域を PCR 増幅
しディープシークエンスを行うことにより
正確な変異アレル比率の測定が可能であり、
腫瘍クローンの拡大や縮小の有無を正確に
評価することが期待される。 
骨髄系腫瘍である MDS と良性疾患である
AA は臨床的に鑑別が困難な症例も存在し
ており、どちらの特徴も重複が認められる。
AA であれば、自己免疫による病態への関与
が示され免疫抑制剤による治療効果が期待
され、MDS ではメチル化阻害剤などのエピ
ジェネティックドラッグによる治療効果が
期待される。診断によって治療方法が大き
くことなるため、どちらの病型に分類され
るのかを正確に診断することは極めて有用
性が高い。そのため、鑑別困難な重複症例
を含む AA 検体についても遺伝学的異常の
解明を行い、造血クローンの有無と臨床学
的特徴の相関について検討を行う。 
 
４．研究成果 
最終的に AA から MDS に進展した全 22 症例
を解析した結果、66 個の遺伝子変異を認め
た。これまで報告のある PIGA 遺伝子に加え、
BCOR、BCORL1 など新規の遺伝子変異も認め
られた。AA の発症から MDS まで病勢が進行
するまでの数年間にわたる時系列試料の解
析結果、AA 時に数％と微小なクローンが骨
髄異形成症候群を発症するころには数十％
まで拡大していることが明らかとなった。
典型的な 1 症例の結果を示す（図 2）。AA
と診断された時点では、約 15％のアレル頻
度で DNMT3A 変異を含むいくつかの遺伝子
異常を有するクローンが存在していたが、

AA診断から1年後にはこれらのクローンが
アレル頻度 30％まで拡大していた、さらに
これらのクローンは MDS の直接の原因遺伝
子の一つである RUNX1 変異を新規に獲得し
ていた。また、SUN3 遺伝子変異はアレル頻
度 5%程度であり、AA 診断時には認められな
かったことからサブクローンとして存在し、
MDS 発症に関わっている可能性が示唆され
た。 

 
本研究結果より、以下の 3点が得られた成
果である。 
１）AA 診断時に存在しているクローンが治
療経過中に拡大することで MDS 発症に寄与
する、２）RUNX1 や SETBP1 遺伝子変異のよ
うなMDSに関連のある遺伝子異常をAA治療
経過中に獲得することで、AA 診断時から存
在するクローンの進展に関わる、 
３）サブクローンを新規に獲得することで
MDS への進展に関わる、 
このように複雑なクローン構造の変化が病
勢の進行に関与していることが示唆されて
おり、複数の遺伝子異常が時間経過により
蓄積することで腫瘍が発生する“多段階発
がんモデルが仮定される。今後は前向き研
究を行い、クローン構造が解明される症例
数をさらに増加させることで検証すること
が必要と考えられる。 
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