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研究成果の概要（和文）：骨髄異形成症候群（MDS）症例のRNAシークエンスによりRNAスプライシング因子にお
ける変異によるRNAスプライシング異常のパターンを解析し、MDS発症のメカニズムを明らかにした。また、MDS
は発現パターン、予後の異なる2群に大きくわかれることを見出した。経時的に採取されたMDS検体の全エクソン
解析によりMDS症例では複雑なクローン構造の変化がみられることを示した。さらに、脱メチル化剤Azacitidine
(AZA)治療治療前後に採取された検体の解析から完全寛解が得られた症例のほとんどはTP53変異例であり、TP53
変異がAZA治療奏功性のマーカーとなることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：RNA sequencing of myelodysplastic syndromes revealed characteristic splicing
 abnormalities caused by mutations in RNA splicing factors, which were likely to be underlying 
mechanism of MDS pathogenesis. Gene expression analysis also separated MDS samples into two distinct
 groups, which were correlated with distinct prognosis. Whole-exome sequencing of serially collected
 MDS samples depicted complex pattern of clonal evolution in MDS patients with and without therapy. 
Targeted sequencing of MDS before and after treatment of demethylating agent, azacidine, revealed 
that most patient achieving complete remission harbored TP53 mutations, suggesting that TP53 
mutations could be a therapeutic marker of azacitidine treatment.

研究分野： 造血器腫瘍

キーワード： 骨髄異形成症候群
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１．研究開始当初の背景 
 2011 年に申請者らの研究によって骨髄異
形成症候群（MDS）においては RNA スプライ
シング因子の遺伝子変異が、特異的かつ高頻
度(45-85%)に認められることが明らかにさ
れた(Yoshida et al., Nature. 2011)。さら
に、その後の研究で MDS では各症例において
多くの遺伝子変異が共存してみられるが、遺
伝子変異はランダムに獲得されるのではな
く、ヒエラルキーを持って段階的に獲得され
ていることがわかってきた（Haferlach et 
al., Leukemia. 2014）。RNA スプライシング
因子やDNAメチル化に関わる遺伝子は最も早
期に獲得される変異であり、一方、RAS 経路
の遺伝子の変異は後期に獲得され腫瘍の進
行に関わると考えられている。このように
MDS では複数のドライバー遺伝子変異が段階
的に獲得されているが、実際に MDS では同一
患者の腫瘍細胞における遺伝学的な多様性
（ITH: intratumor heterogeneity）が存在
することがわかってきている (Walter et 
al., NEJM., 2012)。しかし、その経時的な
変化やITHの有無と治療成績や予後との関係
については十分にわかっていない。 
 また、MDS では現時点では造血幹細胞移

植が唯一の根治的な治療であるが、一部の症
例で azacitidine（AZA）や decitabine（DEC）
といった脱メチル化剤が有効である。MDS で
は TET2や DNMT3Aなどの DNAメチル化に関わ
る遺伝子の変異も高頻度にみられるため、
DNA メチル化の異常あるいはメチル化に関わ
る遺伝子異常が脱メチル化剤の作用機序に
関与していることが示唆されるが、現時点で
は十分なエビデンスはなく、治療効果を予測
できるようなマーカーも同定されていない。
さらに、多くの症例では経過中に治療抵抗性
が獲得されるが、そのメカニズムも十分にわ
かっていなかった。 
したがって、MDS の主要な原因遺伝子異常

である RNAスプライシング因子による MDS発
症のメカニズム、MDS におけるクローン構造
や脱メチル化剤の作用および抵抗性獲得の
機序を理解することは、MDS における今後の
治療戦略を考える上で重要であると考えら
れた。 
 
２．研究の目的 
（１）RNA スプライシング因子の遺伝子変異
の MDS 発症における役割を明らかにする。 
（２）MDS におけるクローン構造やその経時
的な変化を明らかにすることにより、MDS の
本質的な病態を明らかにする。 
（３）脱メチル化剤による治療の MDS におけ
る作用機序や耐性獲得のメカニズムを明ら
かし、MDS の予後改善を目指す。 
 
３．研究の方法 

（１）MDS 患者骨髄由来の RNA 検体について
次世代シークエンサーを用いたRNAシークエ
ンス解析を行い、RNA スプライシング因子の
変異とRNAスプライシングのパターンや遺伝
子発現の関係を解析し、MDS 発症のメカニズ
ムを解明する。 
（２）経時的に採取された MDS 検体の全エク
ソンシークエンスにより、MDS におけるクロ
ーン構造、およびその経時的な変化を解析す
る。特に治療などの影響によりどのようにク
ローン構造が変化しているか、またクローン
構造が治療効果や予後にどのような影響を
及ぼしているかを明らかにする。 
（３）脱メチル化剤などによる治療前後に経
時的に採取された多数のMDS試料について全
エクソンシークエンスやドライバー遺伝子
変異の標的遺伝子シークエンス、メチル化解
析を行い、遺伝子変異やメチル化状態により
治療の効果にどのような影響がみられるか、
また治療によりどのような変化がみられる
かを明らかにする。 
 
４．研究成果 
（１）214 症例の MDS 患者骨髄単核球あるい
は CD34 陽性細胞検体から抽出した高品質な
RNA 検体を用いて、RNA シークエンスを行い、
異常スプライシング産物を同定した。214 症
例中、これまでに MDS で変異が報告されてい
る SF3B1、SRSF2、U2AF1、ZRSR2 遺伝子の変
異はそれぞれ 28%、18%、5%、7%に認められ、
それぞれの遺伝子について変異の有無によ
るスプライシングパターンの違いを検討し
た。SF3B1 変異を有する症例について変異の
ない症例と比べて、スプライシングパターン
を検討したところ、554 個の SF3B1 変異例で
特徴的に増加あるいは減少がみられるスプ
ライシング異常が同定されたが、このうち
90％が 3'スプライス部位の異常（誤認識）に
よるものであると考えられた 2)（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 SF3B1変異と強い相関がみられたスプラ
イシング異常のパターン 
 
この結果は SF3B1 が U2 snRNP complex を構
成して 3’イントロンの branch point 
sequence の認識に関わっているという従来
から知られている機能と一致する結果と考
えられた。また、これらの 3’スプライス部



位の異常の約半数は標的遺伝子のフレーム
シフトを起こし、この結果 SF3B1変異により
多くの遺伝子の機能異常が起こっていると
考えられた。同様に、SRSF2 遺伝子変異を有
する症例について変異のない症例と比べて
スプライシングパターンを検討したところ、
248 個の SRSF2 変異例で増加あるいは減少が
みられるスプラシング異常が同定され、その
うち多くがエクソンスキッピングなどエク
ソン単位の異常と関係していた。この結果は、
SRSF2 がエクソン部分にあるエクソンスプラ
イシングエンハンサーと結合してスプライ
シングに関わる分子を集めてスプライシン
グを促進する役割を持っていることに合致
している。また、U2AF1 遺伝子の変異はオル
タナティブエクソンの利用および 3'スプラ
イス部位の誤認識と関係していた。ZRSR2 は
minor (U12-type) spliceosome を構成するこ
とが知られているが、ZRSR2 変異例は過去の
報告と同様にU12タイプのイントロンのイン
トロンリテンション（スプライスされるはず
のイントロン配列が，スプライスされずに保
持される）がみられていた。上記のように各
遺伝子変異によるスプライシングの異常は
多くの遺伝子に起こっていると考えられた
が、その中で特定の遺伝子のスプライシング
異常がMDSにおける表現型と関わっている可
能性も考えられている。SF3B1 変異例でスプ
ライシング異常が見られる遺伝子の中には、
ヘム合成に関連した遺伝子が複数同定され、
環状鉄芽球の生成に関わっていると考えら
れ、また SRSF2変異例でスプライシング異常
が見られる遺伝子にはMDSでも変異が認めら
れる EZH2が含まれており、SRSF2変異により
できるスプライシングバリアントでは早期
に終止コドンが出現し、最終的に蛋白量が低
下すると考えられた。さらに、RNA シークエ
ンスにより MDS 症例の発現解析を行い、その
結果 MDS症例は大きく発現パターンから 2群
に分けられることがわかった。1群（Class-I）
は赤芽球系の遺伝子の発現の亢進に特徴づ
けられ、もう 1群（Class-II）はシグナル分
子や幹細胞に関わる遺伝子の発現が亢進し
ており、Class-II の症例では高頻度に白血病
化がみられており、Class-I に比べて予後不
良であった。本研究で同定された TP53 変異
による脱メチル化剤の効果の予測や、遺伝子
発現による予後予測は今後の臨床的な応用
が期待される。 
（２）MDS におけるクローン構造の解析につ
いては、12 症例について初診時を含めて 52
検体の経時的（観察期間：2.5-11 年）に採取
された試料について全エクソン解析を行い、
同定された変異をさらに deep sequencing を
行うことにより正確なクローン構造の解析
を行った。 
無治療で経過を観察していた症例、治療を行
っている症例とも複雑なクローン構造の変
化が観察され、しばしばドライバー変異を獲
得した新たなクローンが経過中に出現して

いた（図 2）。また、しばしば臨床的な兆候が
現れる前に既に低頻度に新たなドライバー
変異を獲得しているクローンの出現がみら
れる症例もあり、経時的に遺伝子異常をモニ
ターすることは臨床上も有用であることが
示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 MDS 治療中にみられたクローン進化 
 
（３）高リスク MDS で脱メチル化剤
Azacitidine(AZA)による治療前後に経時的
に採取された 72 例の MDS 試料について骨髄
性腫瘍におけるドライバー遺伝子の標的遺
伝子シークエンスを行った。平均 1000depth
と高深度でシークエンスすることにより、正
確に変異アレル頻度を測定し、治療前後のク
ローンサイズおよびクローン構造の変化を
解析することが可能であり、治療効果と相関
する遺伝子異常について解析した。治療効果
と変異アレル頻度から測定されたクローン
サイズの変化はよく相関しており、寛解例で
はクローンサイズが著明に減少していた(図
3)。 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 AZA 治療前後のクローンサイズの変化と
治療効果との関係 
 
本コホートで最も高頻度に認められた遺伝
子異常は TP53 変異であったが、完全寛解が
得られた症例のほとんどは TP53 変異例であ
り、TP53変異が Azacitidine 治療奏功性のマ
ーカーとなることが示唆された(図 4)。 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4 TP53 変異陽性例における AZA 治療前後
のアレル頻度の変化 
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