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研究成果の概要（和文）：MDSは不均一な疾患群であり、遺伝子変異も多様である。本研究では、エピジェネテ
ィクス分子であるEZH2とASXL1変異に焦点を絞り、MDS病態の解明を目指した。ASXL1変異はH3K4me3抑制を介し
て、造血幹細胞の機能低下、赤芽球細胞の分化抑制を誘導する。
　EZH2変異はマウスBMTモデルでMDSを発症したが、この際にH3K27me3抑制によるABC-G2の脱抑制が重要な役割を
果たしていた。ABC-G2は造血器腫瘍においてはMDSに特異的に高かった。またABC-G2過剰発現のみでMDS様症状が
発症した。これらの結果はABC-G2がMDS病態に深く関わっていることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：Myelodysplastic syndromes are a group of heterogeneous diseases, associated 
with a variety of gene mutations. In this work, we attempted to elucidate the molecular basis of MDS
 pathogenesis, by focusing on the mutations of epigenetic factors.ASXL1 mutations (ASXL1-MT) 
globally reduced histone H3K4me3, leading to reduced functions of hematopoietic stem cells, and 
differentiation block of erythroid cells. Our knock-in mouse of ASXL1-MT can be a good model for 
pre-MDS or clonal hematopoiesis.
   An EZH2 mutant lacking its SET domain induced an MDS-like disease in mouse MDS model, via 
derepression of ABC-G2 induced by reduction of H3K27me3. We found that ABC-G2, known as a 
hematopoietic stem cells, is specifically expressed at higher levels in MDS among hematological 
malignancies. Interestingly, overexpression of ABC-G2 alone induced an MDS-like disease in mouse BMT
 model. These results suggest that ABC-G2 expression plays pivotal roles in MDS pathogenesis.

研究分野：血液腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
 
骨 髄 異 形 成 症 候 群 （ myelodysplastic 

syndromes:MDS）は造血幹細胞に異常が生
ずる疾患である。MDS は様々な遺伝子異常
や染色体異常を有する不均一な造血器疾患
であるが、汎血球減少、形態異常、無効造血
などの共通の特徴を有し、しばしば急性骨髄
性白血病（acute myeloid leukemia:AML）
に移行する。また DNA メチル化阻害剤が半
数近くの MDS患者で効果を示すことが注目
されている。 
 MDS の遺伝子異常としては様々な染色体
異常と転写因子 Runx1、p53、C/EBPαやオ
ンコジーン N-Ras などの遺伝子変異が知ら
れていた。近年の高速シークエンス技術の革
新的進歩に伴い、MDS 患者サンプルにおい
て100以上の新たな遺伝子変異が同定された。
従来知られていた転写因子やシグナル伝達
分子以外にスプライシング関連分子、エピジ
ェネティクス関連分子、コヒーシン複合体分
子に遺伝子変異が見つかり（図１）、MDS病
態との関係が注目されています。 
現在、各遺伝子のノックアウトマウスや変異
遺伝子のノックインやトランスジェニック
マウス及び骨髄移植（BMT）モデルによって
各遺伝子変異と病態との関連が部分的にで
はあるが明らかになってきた。一方で、MDS
患者サンプルを利用して、遺伝子変異の組み
合わせや、出現順序、病態との関連に関して

研究が進み、MDS では最初にスプライシン
グ関連分子や TET２などの変異が入り、その
後 ASXL１や EZH２などエピジェネティク
ス関連分子に変異が入ること、さらに Rasや
SETBP１などシグナル関連分子に変異が加
わると病気が RAEBやMDS/AMLへ進展す
ることが示唆されている。U2AF1 変異が特
定の遺伝子のスプライシング異常を誘導す
ること、変異型 SRSF２が EZH２の異常なス
プライシングを特異的に誘導することを考
えると、スプライシング分子の異常は特定の
遺伝子の発現を抑制することを介して病態
に寄与する可能性がある。コヒーシン複合体
異常も DNA の高次構造も異常を介して遺伝
子発現異常を誘導することによって MDS病
態に寄与すると考えられる。このように
MDS の遺伝子変異の全容がほぼ明らかとな
り、遺伝子変異と病態との関連の研究が進み
つつある。 
 
２．研究の目的 
申請者のグループはさまざまな MDSモデル
マウスを樹立し、解析してきた。本研究の目
的はこれらのMDSモデルを利用して、MDS 
の発症機構や各種遺伝子変異の協調機構の
解明、白血病移行の分子機構の解明、DNA 
メチル化阻害剤の作用機序の解明、MDS 肝

細胞の同定・解析などを通じて MDS病態の
統合的解明を目指すことである。 
 
３．研究の方法 
 1. ASXL1 変異体（ASXL1-MT）による MDS の
白血病移行の機序の解明：ASXL1-MT を発現し
た骨髄細胞を移植したマウスが１年〜２年
で MDS 様病態を発症すること、この際に
EZH2/PRC2 抑制を介して HoxA9/10 や miR125a
の発現を立つ抑制することがMDS発症の原因
となりうることを以前示した（Inoue et al. 
J Clin Invest, 2013）。本研究では ASXL1-MT
と Runx1変異を発現した細胞を移植して発症
する MDS/AML（Harada et al. Blood, 2013）、
や ASXL1-MT と SETBP1 変異体の組み合わせて
AML が発症するかを調べることによって MDS
から AMLに移行する分子機序を明らかにする。 
 2. 変異型 EZH2 による MDSの発症機序の解
析： マウス骨髄移植（BMT）モデルにおいて、
SET ドメインを欠失させた変異型 EZH2
（EZH2-dSET）を過剰発現した骨髄細胞を移
植すると１−２年で MDS 様疾患が発症する。
このマウスにおけるMDS発症機序を解析する。 
 3. MDS と骨髄ニッチの関係性の解析：変異
型 EZH2 過剰発現で発症したマウス MDS にお
いて骨が柔らかくなることが観察された。ヒ
トMDS患者においても骨が柔らかくなる症例
があるので、骨形成不全あるいは骨破壊亢進
が起こっている可能性がある。MDS 発症と骨
形成の関係、造血に与える影響を調べる。  
 4. MDS の治療モデル：複数の MDS モデルに
おいてDNAメチル化阻害剤、MDM2阻害剤、TERT
阻害剤、IRAK 阻害剤などを投与する。 
 5. ASXL1-MT ノックインマウスの解析：MDS
や AML 患者の ASXL1 変異は多くの場合、ラス
トエクソンの 5’側のナンセンス変異あるい
は早期終結を伴うフレームシフト変異であ
ることが知られている。また、患者における
変異は常に片側アリルのみに認められるた
め、優性抑制型あるいは機能獲得型変異であ
ることが疑われるが、機能欠失型変異と考え
る科学者も多く、決着していない。我々は患
者由来の代表的な変異型 ASXL1（ASXL1-MT）
にストップカセットを付加したコンストラ
クトを Rosa26 に組込んだ ASXL1-MT ノックイ
ン（KI）マウスを樹立した。このマウスを
Vav-Cre マウスと組み合わせることにより、
造血系細胞のみで ASXL1-MT を発現すること
を確認した。このマウスでは１年観察しても
貧血や血球減少などは認められず、クローン
性造血の良いモデルとなると考えている。こ
のマウスは同時に、前白血病状態であると考
えられるので、Runx1 変異体の導入、MOL4070
ウイルスの感染を行い白血病発症が誘導さ
れるかを検証し、白血病移行の分子機構を調
べる。 
 
４．研究成果 
 1. ASXL1 変異体（ASXL1-MT）は他の遺伝子
変異と協調してMDS/AMLを発症する：MDS/AML
患者において ASXL1 変異と高率に並存する
SETBP1変異体をASXL1-MT-KIマウス骨髄細胞
に発現させた骨髄細胞を移植したマウスは
数ヶ月で MDS/AML を発症した。ウエスタンブ
ロット、RNAseq で調べたところ、PP2A のリ
ン酸化/Akt 活性化と TGFb 経路の抑制が認め
られこれらが白血病発症の一端を担ってい
ることが予想された（Inoue et al. Leukemia, 
2005b）。また発症した白血病においてはヒス
トンのアセチル化が抑制されていることが
認められた。HDAC 阻害剤を投与したところ白
血病細胞の増殖は抑制された（Saika et al. 



論文 revise 中）。 
 2. 変異型 EZH2 によるマウス MDS発症には
ABC-G2 の過剰発現が関与している：マウス
BMT モデルで EZH2-dSET を過剰発現して発症
した MDS で RNAseq を行った。興味深いこと
に、既知の EZH2 標的 HoxA9/10 や miR125a は
発現が脱抑制しておらず、ABC ファミリー分
子の高発現が認められた。高発現が認められ
た ABC-C1、F1、G2、G4 の発現を public data 
base の Blood-spot において造血器腫瘍患者
で調べたところ、ABC-G2 のみ MDS 患者で有意
にその発現が上昇していることが判明した。
ABC-G2 は幹細胞マーカーであり、幹細胞の
SP （side population）phenotype の責任分
子であることが報告されている。我々は
ABC-G2の発現がEZH2抑制によるH3K27me3低
下によって脱抑制していることを確認した。
驚いたことに BMT モデルにおいて ABC-G2 の
過剰発現のみでMDS発症が誘導されることも
判明した。この結果は EZH2 変異による MDS
発症には ABC-G2 が関与していることを示唆
している（Kawabata et al. Leukemia, 2018）。
このことを確認するために ABC-G2 ノックア
ウトマウスを樹立した。 
 3. MDS 細胞は骨髄 MSCの骨細胞への分化抑
制を介して正常造血を抑制する：EZH2-dSET
および ABC-G2 発現で発症した MDS マウスで
は骨が菲薄化していることが観察された。
MDS 細胞を移植したマウスでは骨が軟らかく
なっていた。カルセインアッセイで調べたと
ころ、MDS 細胞を移植したマウスではコント
ロール骨髄を移植したマウス比べて、骨形成
が著しく阻害されいること判明した。移植２
週後にはマイクロ CT で骨が菲薄化している
ことが明らかになった。そこで骨細胞の前駆
細胞である間葉系幹細胞のMSCの遺伝子発現
をフリューダイムで解析したところ、骨分化
関連遺伝子の発現が低下していた。MDS モデ
ルにおいて骨が薄くなることと関係してい
る可能性がある。マウス MDS 由来の MSC 細胞
は正常造血細胞のコロニー系性能を支持で
きないこと、正常マウス由来の MSC に MDS マ
ウス由来のエクソソームをかけると正常造
血支持能を失うことから、エクソソーム内の
マイクロ RNA が MSC に導入され、遺伝子発現
異常を引き起こしていることが予想される。
現在、マイクロ RNA の同定を試みている（未
発表）。 
 4. マウス MDS モデルの一部で、IRAK 阻害
剤の治療効果が認められた：複数の MDS/AML
モデルに対して、DNA メチル化阻害剤、デシ
タビン、Tert 阻害剤、IRAK 阻害剤を試した。
デシタビンは ASXL1-MT マウスには効果を示
し、生存が延長した。このマウスモデルでは
CpG アイランドに高メチル化が認められるの
で、MDS 治療モデルとして適している。 
 一方、Tert 阻害剤は臨床試験において、お
そらくオフターゲット効果で効果があると
思われる MDS患者は全員 ASXL1 変異を有して
いることから、製薬会社と共同研究で我々の
MDS モデルマウスに投与したが、効果が認め
られなかった。マウスとヒトでクロスしない
可能性や、モデルが適切でなかった可能性が
考えられる。 
 IRAK 阻害剤は慢性炎症との関係が言われ
ているMDSには効果を示す可能性があり試し
てみた。薬剤は米国のベンチャー企業が開発
した薬である。複数の MDS モデルに効果を認
めたが、中でも SETBP1-MT/ASXL1-MT のモデ
ルに効果が顕著であった。現在、詳しく解析
している（未発表）。 
 5.クローン性造血のモデルASXL1-MT-KIマ

ウスにおいては DNA damage が亢進してい
た：ASXL1-MT-KI マウスは一見健康であるが、
生後数ヶ月で赤芽球系細胞の分化ブロック
が認められ、コロニーの形成が抑制された。
１年以上経った Aged マウスでは軽度貧血、
ミエロイド skew、血小板増多に加えて、ご
く軽度の形態以上が存在し、軽度の形態異常
が認められた。変異型 Runx1 と組み合わせて
も、複製可能なマウス白血病ウイルスを感染
させても何もコントロールに比べ早めに白
血病を発症した。これらの結果から、
ASXL1-MT-KI マウスはクローン性造血の良い
モデルであることが判明した（Nagase et al. 
J Exp Med, 2018）。 
 このマウスの骨髄を調べたところ、若年期
にはい減少していた造血幹細胞（LT-HSCs）
が、老年期になると逆に増加すること、増加
した HSCs のコロニー系性能や移植能は低下
していることが判明した。また造血幹/前駆
細胞では、ミトコンドリアの活性化、ROS の
上昇、DNA ダメージの亢進が認められた。こ
れらの結果は、ASXL1-MT-KI マウスの造血幹/
前駆細胞は前白血病状態であり、２次性の遺
伝子変異が入りやすい状況になっているこ
とを示している（Fujino et al. 論文準備中）。 
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