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研究成果の概要（和文）：慢性骨髄単球性白血病（CMML）を中心とした骨髄異形成／骨髄増殖性腫瘍
（MDS/MPN）患者のエピジェネティック関連遺伝子変異解析を行ったところ、スプライシング因子SRSF2変異およ
びU2AF1変異を高頻度に認めた。さらに、MDS/MPN発症に関与するスプライシング因子変異の標的遺伝子として、
患者CD34陽性細胞における遺伝子発現解析とMDS由来細胞株へのSRSF2変異体導入実験からRUNX1aを同定した。こ
の結果から、MDS/MPN発症においてスプライシング因子変異によるRUNX1a過剰発現を介した機序の存在が示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：RUNX1 mutations have been shown to contribute to the development of myeloid 
neoplasms and are frequently identified in patients with myelodysplastic/myeloproliferative 
neoplasms (MDS/MPN) including chronic monocytic leukemia (CMML). The RUNX1 gene has several 
isoforms. We focused on both functional full-length isoforms RUNX1b and the short isoform RUNX1a. 
RUNX1a has a dominant negative effect on RUNX1b. We quantified expression levels of RUNX1 isoforms 
in CD34+ cells from patients with MDS/MPN. We found that RUNX1a was overexpressed in MDS/MPN 
patients, and that these levels of expression increased as the disease progressed. Furthermore, the 
aberrant splicing resulting in RUNX1a was shown to be caused by splicing factor mutations that are 
frequently detected in MDS/MPN. We demonstrated for the first time that in addition to RUNX1 
mutations, overexpression of RUNX1a induced by splicing factor mutations may have an important role 
in disease progression in MDS/MPN patients.

研究分野： 血液内科学
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者は RUNX1 転写因子の正常・異常造血における必然性を究明している。図１に、こ
れまでに行った RUNX1 変異解析結果を示す。 
１）RUNX1 変異が骨髄異形成症候群
（MDS）や MDS から移行した急性骨髄性
白血病（AML）を中心とした骨髄性腫瘍患
者で高頻度に認められることを見出した
（Blood 2003，Blood 2004，J Rad Res 
2008，Blood 2009，Blood 2010）。 
２）RUNX1 変異と協調して MDS/AML 発
症に関与する遺伝子変異として、RTK～
RASシグナル伝達系やDNA修復経路の異
常 が 高 頻 度 で あ る こ と を 見 出 し た
（Leukemia 2006，Leukemia 2012）。 
３ ） RUNX1 変 異 体 導 入 マ ウ ス は
MDS/AML 様の造血異常を来たし、Evi1
高発現と協調して白血病を発症すること
を明らかにした（Blood 2008）。 
４）ヒト造血幹細胞に RUNX1 変異体を導入すると患者病態に類似した細胞増殖を再現でき、
RUNX1 変異患者では BMI1 が高発現で、増殖能を欠く変異体も BMI1 と共発現させることで
腫瘍性増殖能を獲得することを明らかにした（Blood 2013 他)。 
５）RUNX1 変異に高率に合併する 7q-の責任候補遺伝子 EZH2 遺伝子変異と RUNX1 変異体
との協調作用を解明した（Nat Commun 2014）。 
６）RUNX1 変異が原因の家族性 MDS の解析も試み、CDC25C による AML を発症する分子
発症機序を解明し（Nat Commun 2014）、iPS 細胞を樹立して造血機能破綻機構を解明した
（Leukemia 2014）。 
 
以上のように、これまでに RUNX1 変異による骨髄性腫瘍の分子発症機序の解明を試み、
RUNX1 変異が種々の遺伝子異常と協調して発症に寄与することをマウスモデル・ヒト CD34
陽性細胞を用いて明らかにした。一方、RUNX1 変異が高頻度に認められる疾患として慢性骨
髄単球性白血病（CMML）を中心とした骨髄異形成／骨髄増殖性腫瘍（MDS/MPN）が報告さ
れていたが、症例数が少なく十分に解析されていない。また、RUNX1 変異を有する MDS 症
例を経時的に観察していると CMML 様の病態となる症例が認められることから、同一の症例
が単に診断時期の違いによって早期には MDS、後期には MDS/MPN と分類されている可能性
も否定できず、診断にさえ苦慮する。MDS/MPN 症例では網羅的遺伝子解析により多数の遺伝
子変異が同定されたが、その病態解明は十分ではなく、確立した治療法もない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、MDS/MPN 病態を呈する骨髄性腫瘍患者の遺伝子変異・発現異常を広く解析して
原因遺伝子異常を同定し、in vitro および in vivo での腫瘍原性を解析することにより、RUNX
異常を中心とした MDS/MPN 発症の分子機構の解明を目的とする。 
１）MDS/MPN 症例の網羅的遺伝子変異解析によって様々な遺伝子変異が同定されたが、病型
を規定するような特異的な遺伝子異常はなく、MDSなど他の骨髄系腫瘍と共通のものである。
初発遺伝子変異としてエピジェネティック制御因子の異常が同定されており、これら遺伝子異
常と RUNX1 異常は高頻度に共存することが知られている。しかし、エピジェネティック制御
破綻の標的は明らかになっていない。その一方で、我々はこれまでの検討で RUNX1・RUNX2・
RUNX3 の発現異常を見出している。そこで、エピジェネティック制御破綻によって RUNX フ
ァミリー因子異常が誘導され、MDS/MPN 発症に至るのではないかと想定した。 
２）エピジェネティック調節制御因子異常によって引き起こされる RUNX ファミリー因子の
異常を解明し、MDS/MPN の分子発症メカニズムが明らかにする。有効な治療法のない
MDS/MPN に対する新規の分子標的薬の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
初診時から MDS/MPN と診断された症例に加え、臨床経過中に MDS から MDS/MPN へと進
展した症例や MDS/MPN から AML、MDS/MPN から骨髄線維症へと病型が進行した症例も含
めて、遺伝子変異とCD34陽性細胞での遺伝子発現を経時的に解析することにより、MDS/MPN
病態を形成する特異的異常を探索する。 
１）説明文書および同意文書を用いたインフォームド・コンセントが得られた造血器腫瘍患者
から経時的な骨髄液・末梢血の採取および臨床情報収集を行う。DNA・CD34 陽性細胞・RNA
を抽出後、遺伝子変異および発現量を網羅的に解析し、臨床病態と各種遺伝子異常との関連を



検討する。本研究は順天堂大学および東京薬科大学倫理審査委員会の承認済みである。 
２）同定した変異体および野生型の cDNA および shRNA を作成しレトロウイルスベクターに
挿入する。 
３）作成したレトロウイルスベクターを用いて正常または患者 CD34 陽性細胞や MDS 由来細
胞株 TF-1 に遺伝子導入し、in vitro における造血細胞の分化･増殖能、生存率、自己複製能を
検討して生物学的機能を解析する。 
４）目的遺伝子をマウス造血幹細胞へ導入した骨髄移植モデルマウスを作成し、in vivo におけ
る白血病原生についての検討を行い、生物学的機能を解析する。 
 
４．研究成果 
１）MDS および MDSMDS/MPN 患者症例における遺伝子変異解析 
MDS/MPN 患者の遺伝子変異解析を行ったところ、スプライシング因子 SRSF2 変異および
U2AF1 変異を高頻度に認めた。さらに、MDS に範囲を拡げてスプライシング因子の変異解析
を行ったところ、スプライシング因子変異を持つ MDS は単球比率が高い症例が多く、その後
CMML へ移行した症例が複数存在することを見出した。このことは、SRSF2 変異および
U2AF1 変異が骨髄造血器腫瘍における単球増加・MDS/MPN 病型決定因子である可能性を示
唆している。また、MDS で高率に変異がみられる RUNX1 変異を検討したところ、MDS より
もさらに高頻度に変異が認められた。 
２）MDS および MDS/MPN 患者症例における遺伝子発現解析 
MDS/MPN 患者から分取した CD34 陽性細胞における RUNX1 アイソタイプの発現量を検討
した。造血幹細胞の増殖を促進することが示されている RUNX1a は MDS/MPN において過剰
発現しており、逆に正常アイソタイプである RUNX1b の発現が抑制されていた。 
３）スプライシング因子変異による RUNX1a 発現誘導 
症例の検討からスプライシング因子変異と RUNX1a 過剰発現に有意な関連性が示されたこと
から、スプライシング因子変異の標的の一つが RUNX1a であることが示唆された。そこで、
TF-1 細胞株に SRSF2 変異体を導入したところ、RUNX1a の過剰発現が誘導され、逆に
RUNX1b の発現が抑制された。また、TF-1 細胞株に SRSF2 変異体を過剰発現すると単球系
への分化が誘導されたが、SRSF2 変異体を過剰発現した TF-1 細胞株において shRNA による
RUNX1a のノックダウンをおこなうと分化誘導はみられなかった。 
４）骨髄移植モデルマウスによる検討 
RUNX1a 過剰発現、SRSF2 変異体単独、SRSF2 変異体と RUNX1 変異体をそれぞれマウス造
血幹細胞に導入し、骨髄移植モデルマウスの作成を試みた。RUNX1a 過剰発現マウスの一部に
MDS/MPN 様の表現型を呈するものがみられた。一方、SRSF2 変異体導入マウスはその発現
を長期間維持することができなかった。マウスにおけるスプライシング因子の安定した発現誘
導実験は技術的に困難であると思われた。 
５）まとめ 
MDS/MPN の発症には、RUNX1 遺伝子変異に加え、スプライシング因子変異による RUNX1a
過剰発現を介した機序の存在が示唆された。本研究成果を踏まえて、RUNX1 の異常に起因す
る MDS/MPN の診断法の確立と治療法の開発を目指し、研究を継続していく。 
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