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研究成果の概要（和文）： 

研究成果 

 

MDS に脱メチル化剤が大きな期待を集めているが、作用機序については不明だ。本研究では、
最終的に４人の患者さんの骨髄から得た CD34 陽性ブラスト細胞について、治療前後経時的に
ゲノムワイドにメチロームと遺伝子発現を解析した。まず、正常、DCMD1, RAEB2 と悪性度
が進むに連れて、プロモーター領域のメチル化が上昇する傾向を見る事が出来た。また、メチ
ル化の変化が見られた遺伝子でも、極めて限られた転写調節領域が特異的に、転写のメカニズ
ムと連携してメチル化が行われている事がわかった。この遺伝子リストには白血病に深く関わ
る多くの遺伝子が存在していた。 

 

研究成果の概要（英文）： 

 

The purpose of this study is to specify the effect of de-methylating agents on myelodysplastic syndrome 

(MDS) patients. So far, we have constructed promoter methylomes from 4 MDS patients (2 with RCMD 

and 2 with RAEB-2), as well as that from two healthy donors (commercial products). Samples from the 

two different subtypes clustered together, and it seems likely that DNA methylation analysis could serve 

as a useful diagnostic.  We found an enormous over-representation of transcription factors within sets of 

identified genes differentially methylated between the two tumor types. Most other genes identified could 

also be considered to have regulatory functions with many genes encoding proteins involved in signal 

transduction, as well as a number of microRNA genes. We also looked at biological process associated 

with these gene sets. For most analyses we found an even more enormous over-representation of genes 

associated with various developmental processes, with many genes involved in nervous system 

development.  
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１．研究開始当初の背景 

  これまでも発生再生科学総合研究セン
ター（CDB）では周辺の臨床施設との共同研
究を通して、直接医学研究に貢献することを
心がけてきた。2007 年、次世代シークエン
サーの導入を決め、様々な動物のゲノムを解
析する施設が整った。これを機に、ヒトゲノ
ム解析についても周辺の医療施設の必要に
答えられるのではないかと呼びかけたとこ
ろ、先端医療財団の永井、神戸大学医学部、
松井、伊藤の血液腫瘍を専門とする第一線の
医師から、高齢化とともに増加が懸念される
骨髄異形性症候群（MDS）のエピゲノム解析
が出来ないかという打診を受けた。特に、当
時明らかになりつつあった MDS に DNA メ
チル化阻害剤の有効性を日本でも確かめる
ための治験に併せて、治療によりどのように
メチル化が変化し、どの遺伝子の変化が実際
の治療につながるのかを明らかにすること
は、臨床のみならず、血液発生の研究に携わ
ってきた私自身の研究にも資すると考え、共
同で基盤 S を申請することを決めた。ただ、
同じ解析を他の腫瘍でも行う目的で、神戸大
学皮膚科の錦織にも呼びかけ、計画を作成し
た。 

 

２．研究の目的 

  ガンに epigenetic 過程が関わることは、
今や当然のこととされているが、これを標的
にした治療が明らかに有効であることが化
学的に証明された例はほとんどなく、MDS

は中でも最もはっきりした疾患である。ただ、
MDS に有効性が確認されている DNA メチ
ル化阻害剤は特定のメチル化部位を阻害す
るわけではなく、原理的に染色体上の全ての
メチル基に対して同じ効果を持つと予想で
きる。従って、なぜこの薬剤が MDS に効果
があるのか理解するためには、治療前後で遺
伝子発現と、全ゲノムレベルのメチル化DNA

について比べる必要があった。幸い、日本で
もメチル化阻害剤の治験が 2008-2009 年に
始まることが決定されたところだったので、
この治験にあわせて、実際の患者さんについ
てメチローム解析を行い、この薬剤の作用機
序を明らかにし、MDS の発症と、白血病化
に関わる遺伝子を道程することを目的に研
究を行った。 

 

３．研究の方法 

  研究方法については、当初の計画から大
きな変更を余儀なくされたので詳しく述べ
る。元々この計画は、CDB に次世代シークエ

ンサーを導入することから、その力を周りの
医療機関にも早く利用していただけるよう
考えてきたものだった。しかし医療機関から
提案されたのはメチローム解析であり、
exome 解析、遺伝子発現解析とは異なり、た
だ配列を早く読めばよいというものではな
かった。実際モデルシステムを用いて、メチ
ローム解析を次世代シークエンサーで初め
て見ると、結果をゲノム上にマップすること
が極めて難しいことがわかった。このため、
新たに様々な方法を比べ、最終的に CHARM と
呼ばれる方法を、様々なゲノムアレーと組み
合わせる方法に変更した。また、２０１０年
ぐらいからサービスが始まった、infinium と
呼ばれる方法も加えてメチロームを様々な
レベルで調べた。 
  研究計画のフローは以下のものであっ
た。 
１） モデル細胞を用いて、治療に使われ

る量のメチル化阻害剤が実際の DNAメチ
ル化パターンにどのような影響を与え
るか、ゲノムワイドに調べる。患者さん
のサンプルを使う解析では、治療前後で
同じ腫瘍細胞が調べられるという保証
がないため、細胞株で何が起こるかを確
かめることは、実際の患者さんの解析の
ためにも極めて重要である。 

２） 治験が始まった時点で、メチル化阻
害剤投与前と、投与中の患者さんの CD34
陽性ブラスト細胞について様々なレベ
ルのメチローム解析を行い、病型や治療
により、メチロームがいかに変化するか
を明らかにする。 

３） 分析から見つかると予想される、メ
チル化パターンが大きく変化する遺伝
子の発現とメチル化パターンを多くの
患者さんのサンプルを用いて調べ、MDS
の発症や、進行に関わる遺伝子を明らか
にする。 

 
  しかしこの治験を利用してメチル化阻
害剤の効果を確かめるという当初のスキー
ムは決定的な変更を余儀なくされた。メチル
化阻害剤には、ビダーザ（アザシチジン：日
本製薬）と、デシタビン（ヤンセンファーマ）
があり、生化学的には後者がより DNA メチル
化阻害剤としては特異的であることがわか
っていた。開始当時は、ビダーザの治験はほ
ぼ終わっており、保険収載へ向けた申請が行
われているところで、この薬剤について調べ
るには２０１１年まで待つ必要があった。一
方、デシタビンは２００９年の後半には治験



が始まることが予想されており、また先端医
療財団、神戸大学医学部殻の提案もこの薬剤
の治験想定したものであった。念のため、治
験を主導される長崎大学の朝長教授、またジ
ャンセンファーマの担当者とも議論をした。
その上で、名古屋大学の上田教授を始め、治
験を予定している先生方にも集まってもら
い、患者さんのリクルートなどについて話し
合った。 
  しかし、治験の開始は遅れ、最後に 2010
年開発中止がヤンセンファーマ側で決まり、
完全に計画遂行が不可能になった。当時は本
計画自体の中止も考えたが、幸い 2011 年 4
月からビダーザの健保収載が認可されたこ
とを聞き、遅れは覚悟で治験ではなく、実際
の治療過程で患者さんのリクルートを行う
ことに決めた。そのため、元々被爆者の方を
中心に MDS患者さんの数が多い長崎大学原爆
医学研究所内科に提携先を急遽移し、このス
キームで新たに倫理委員会などの申請を行
い、ようやく 2011 年秋から、呼びかけに応
じた患者さんのリクルートが始まった。 
  その後、全体で 5例の患者さんの参加を
得ることが出来、4 例については、ビダーザ
治療中に CD34 陽性細胞ブラストについて、
出来るだけ長期の解析を行った。残念ながら、
1 例の患者さんは治療開始後すぐに亡くなら
れ、結局確実な結果が得られたのは 4となっ
た。 
 以上が計画変更等の経過であるが、リクル
ートが始まってからは、予定通りメチローム
と遺伝子発現について検討した。 
 
４．研究成果 
結果は、モデル細胞についての治療実験の結
果と、実際の患者さんを使った結果に大きく
分かれる。 
１） モデル細胞株についての結果。 
a) ビダーザもデシタビンも、治療に使う濃度

で実際に DNA の脱メチル化を起こした。 
b) 両薬剤で特に脱メチル化の程度に差を認

めなかった。この意味で、実際の臨床例
でなぜデシタビンの効果が得られなかっ
たのか理解できない。 

c) 脱メチル化は全ての遺伝子領域で平均的
に起ってはおらず、起こりやすい場所と
そうでない場所に分かれた。ただ、薬剤
の作用機序から考えると、選択制が生ま
れる事は考えにくい。ただ、脱メチル化
が起こっても、細胞内では de novo にメ
チル化が進んでおり、これは転写状態と
リンクする可能性が高い。従って、この
差が生まれる原因は、de novo メチル化の
され方の差を反映していると考えている。 

d) high densityCpG アレーを用いた検討では、

脱メチル化と遺伝子の発現が明確に相関
するケースは少なく、我々のデータでは
１００種類程度であった。 

e) 薬剤処理により、実際に脱メチル化ととも
に、遺伝子発現量が上昇した遺伝子のう
ち の ト ッ プ ３ ０ は TNF,JUN,CXCR4, 
IMAGE:3838859,CLC.CCL4,TyroBP, 

APOC2,HLA-DPA,HLA-DRA,HLA-DPB,MT

AP44,TRPM4,SERPINA1,IL1B,S100P,SGK,

BTG2,CRIP1,UCHL1,IFI6,¥ccl3,LGALS3¥

b,IFIT2,IFITM1,AF1q,IL8,IFIT1,KLHDC7B

,MX1 であった。ここでリストされた遺伝子は、

実際の臨床例の検討によりリストする予定の

遺伝子のレファレンスを提供すると期待して

いる。 
残念ながらこのモデル細胞は、治療に使う脱
メチル化剤に反応して形質を変化させると
言う事はなかった。ただ、領域特異性を持た
ない薬剤であるにも関わらず、脱メチル化の
され方に領域間で大きな差を見られる事が
確認できた事は重要な一歩になった。また、
例えば脱メチル化がhigh density CpG island
でほとんど起こっていない事から、実際の臨
床例の研究では、プロモーターアレーを中心
に検討すると言った方針を決めるのに重要
な情報を得る事が出来た。 
 
実際の MDS 例についての研究結果 
  既に述べたように、治験の中止などの
様々な問題が起こったため、実際の患者さん
のリクルートが始まったのが 2011 年の秋に
ずれこんだ。その上で、３ヶ月の間に、全５
例の患者さんのリクルートを得る事が出来
た。不幸にして、その中の１例は治療開始後
亡くなったが、残りの患者さんについては長
期にわたる治療期間を通してゲノムメチロ
ームを調べる事が出来た。以下にこれまでの
結果をまとめた。 
 
１）モデル実験系と同じで、high density CpG 
island は疾患タイプや治療であまり変化を
見る事はなかった。一方、プロモーターアレ
ーを使った結果では、病型との高い相関性を
見る事が出来た。 
２）細胞間でメチル化の差が見られる領域は
予想以上に短かく、周りは全く変化がない事
が多かった。これは、メチル化が転写状態に
依存して、動的に維持されていることを示す。 
３）最も大きなメチル化パターンの差は、治
療より、病型間で見られた。今回 RCMD1２例
と RAEB2 ２例を詳しく調べたが、図１に見
られるように、両者を完全にメチロームで分
類パターンと相関を見せた。 
 



図１ MDS４症例のゲノムワイドメチル
化パターン 
 

この結果は、メチル化パターンを将来 MDS の
分類に利用できる可能性を示唆するととも
に、MDS 発症に確かに DNA メチル化が関わっ
ている事を示唆した。 

 
４）一般的に腫瘍ではがん抑制遺伝子のメチ
ル化が起こる事が指摘されている。今回の分
析でもより悪性の MDSになるほどメチル化が
進む傾向が見られた。ただ、遺伝子領域全て
に見られる一般傾向ではない。図２に MIR9
遺伝子領域のメチル化パターンを例として
示したが、赤系の線と青系の線をたどってい
くと、ある場所だけで赤系のせんが青系より
高い領域があるのがわかる。この赤系の線は
RAEB2 の２例を示しており、青線の方は RCMD1
と正常血液細胞を示す。即ち、この場所は悪
性度と相関するメチル化状態が見られる。 

 
 
図２ MIR9 遺伝子のメチル化パターン 
 
５）図２にはメチル化阻害剤による治療の
様々な段階で解析した結果もプロットして
あるが、脱メチル化剤の治療によって抗メチ
ル化状態を正常化できるケースはほとんど

なかった。しかし、今回調べた全例は治療に
一定の反応を示しており、治療前後で変化す
る領域を更に詳しく調べる必要がある。 
６）メチル化パターンの変化は、MDS の発症
と、進展と高い相関を持つ事が明らかになっ
たが、次にこの変化が見られた個々の遺伝子
について検討した。最も顕著な傾向として、
MDS 細胞でメチル化亢進を示す遺伝子の多く
が転写因子であった。亢進を示した top10 遺
伝子のうち７つ、top100 のうち半分が転写因
子であった (図３)。 

図３ MDS で抗メチル化されている遺伝子の
top100. 
 
この中には MDSの発症に関わる事がはっきり
示されている Nr4a2 を含め、これまで腫瘍発
生と関わる事が示された興味ある遺伝子が
多く含まれていた。これら遺伝子について、
現在簡便な検査法を開発しており、今後多く
の患者さんについて調べ、診断的価値がある
かどうかを確かめる。 

 
７）治療により大きな改善を見せた一例では、
免疫系に関わる遺伝子に比較的選択的な脱
メチル化が見られた。ただ、脱メチル化の程
度は強くはなかった。他の症例でも、治療に
より脱メチル化が確かに確認された。ただ、
この変化は治療開始後すぐに見られるだけ
で、長期に治療を続けると、元のパターンに
戻った。一方、この治療は長期間続ける事に
よる効果の存在が既に示されており、メチロ
ームの我々の結果とは一見矛盾するように
思われた。 
 
以上４例ではあったが、MDS の理解に新しい
可能性を開く様々な結果を得る事が出来た。
いずれにせよ、メチル化パターンが診断的価
値がある事がはっきりしたため、次はゲノム
ワイドではない、特定のセットの遺伝子に絞
った、多くの患者さんについての検討が必要
であると考える。この研究については、長崎
大学原爆医学研究所を中心に準備を進めて
いる。 
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