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研究成果の概要（和文）：遺伝子の変異や欠損により発症する造血器腫瘍の成り立ちを理解するために、造血細
胞でゲノム編集手法を確立し、病態を解析することを目的とした研究を実施した。主に対象とした遺伝子は、
DDX41遺伝子である。この遺伝子は造血器腫瘍の一定の割合で生殖細胞系列変異もしくは体細胞変異が認められ
るが、現在に至るまで、造血細胞におけるDDX41分子の生理的な役割や、遺伝子変異の病的意義についてはまだ
全容が明らかになっていない。
CRISPR/CAS9システムを用いて作成したDDX41を発現しない細胞は、増殖が抑制されるなどの表現型を示した。こ
れがリボソーム生合成の障害に起因すると考え、引き続き検証を進めている。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the pathogenesis of hematopoietic tumors caused by gene 
mutations or deletions, we applied genome editing for leukemia cell lines and cord blood-derived 
CD34 positive hematopoietic progenitor cells. In this study, we targeted the DDX41, where germ line 
as well as somatic mutations are observed at a certain rate, for gene editing. We previously 
revealed that DDX41 protein plays a role in the processing of pre-ribosomal RNA, however, its 
physiological function and the role of its mutant for leukemogenesis has not been elucidated so far.
We found that a leukemia cell line that does not express DDX41, established using CRISPR/CAS9 
system, showed growth inhibition as compared with control cells. We assume this was caused by the 
inhibition of ribosome biogenesis, and further studies using these cells are underway.

研究分野： 血液内科学、分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
近年の、次世代シーケンサーを用いた遺

伝子解析スループットの大幅な向上によ
り、ごく稀なケースを除き、急性骨髄性白
血病(AML)や骨髄異形成症候群(MDS)をは
じめとする造血器悪性腫瘍の発症や進展
に関与する体細胞遺伝子変異の大半が明
らかになったといえる。このことは、とり
もなおさず、これまで以上に丹念に個々の
遺伝子変異がもたらす造血細胞の変化を
解析する必要が生じたということでもあ
り、我々の責務は大きい。 
これまで、造血器悪性腫瘍の解析には、

白血病細胞株や初代培養造血細胞、および
マウス(遺伝子改変マウス・骨髄移植モデ
ル)が有用なツールとして汎用されてきた。
しかしながら、細胞への変異遺伝子導入や
マウス骨髄移植は、多くの場合、内在的な
発現レベルを大きく超えた過剰発現系で
の解析となってしまうという問題点があ
る。また、腫瘍抑制因子の欠損を再現する
場合には、shRNA などを用いた発現抑制法
が頻用されるが、この場合も必ずしも発現
レベルの調節が容易ではない。このため、
遺伝子変異導入や発現抑制により起こる
細胞表現型の変化を疾患と対比させて考
える場合、発現量が生理的な範疇ではない
可能性があることを常に考慮しなくては
ならない。この問題を回避しうるのは、遺
伝子ノックイン／ノックアウトマウスの
作製であり、ノックインマウスであれば本
来のプロモーター・エンハンサーの制御の
もとで変異体を発現させることが可能な
ため、生理的な発現レベル下での解析が可
能である。また、ノックアウトマウスでも、
ヘテロ欠損により疾患発症に寄与する片
アレル不全遺伝子の解析が行える。けれど
も一方で、ノックイン／ノックアウトマウ
スモデルの作製には、ES 細胞への遺伝子導
入やマウス胚盤胞への注入をはじめ、多く
の専門的技術を要し、時間的・金銭的コス
トも無視できない。 
 これに対し、最近になって、こういっ

た技術障壁を解決しうる新たな研究手法
が一般化されつつある。本研究計画で導入
を予定しているゲノム編集技術は、任意の
配列でDNA切断を可能とするヌクレアーゼ
を使用し、遺伝子ノックアウトや変異の挿
入を比較的容易に行うことができる。 
こうしたことを背景とし、本研究では、

ヒト CD34 陽性造血幹・前駆細胞を用い
た、ゲノム編集による造血器腫瘍発症モ
デルを確立することを目的とし、次に示
すような遺伝子変異／遺伝子欠損の造血
器腫瘍への関与を、ヒト造血細胞でより
直接的に解明することを目指してきた。 
 

２．研究の目的 
(1) -7/7q- MDS/AML モデルの構築 
申 請 者 ら は 十 数 年 間 に わ た り 、

-7/del7(q) による MDS/AML 発症メカニズ
ムの解析を続け、7q21.3 上の SAMD9, 
SAMD9L, MIKI遺伝子を責任遺伝子候補とし
て機能解析を進めてきた。これら責任遺伝
子のうち、Samd9L遺伝子をヘテロないしホ
モで欠損したマウスは、高齢になるとヒト
MDS に類似した造血器悪性腫瘍を高頻度に
発症すること、および SAMD9L タンパク質
が初期エンドソーム内でサイトカイン・シ
グナルを負に調節することを明らかにし
た(Cancer Cell 2013)。また、MIKI 遺伝子
産物は細胞分裂期の中心体成熟化を担い、
染色体の均等な分配に深く関わることを
示した (Mol Cell 2012)。しかしながら申
請者は、-7/del7(q) MDS/AML はおそらく単
一遺伝子のみの欠損で説明できる疾患で
はなく、RPS14,miR-145/146a, SPARC など
複数遺伝子が片アレル欠損して発症する
5q-症候群と同じく、7q 上に配列する片ア
レル不全遺伝子が同時に複数欠損するこ
とが必要だと考えてきた。 
そこで本研究計画では、ヒト CD34 陽性

細胞を用いて、ゲノム編集により上記三遺
伝子を含む 7q 上の複数の責任遺伝子を同
時に欠損させ、コロニーアッセイ法や長期
液体培養法などにより、細胞表現型の変化
を仔細に観察する。すなわち、-7/del7(q) 
MDS/AML の初代培養細胞での再現を目指す
ことをひとつの目的とした。 
 

(2) エピゲノム関連因子変異導入による
エピゲノム変化・RNA スプライシング変化
の解析 
 最近の網羅的遺伝子変異解析の結果、
MDS や AML において、TET2, DNMT3A, EZH2, 
ASXL1 など DNA メチル化やヒストン修飾に
直接関与するエピゲノム因子の遺伝子変
異が高頻度に認められることが明らかと
なった。こういったなか申請者は、MDS/AML
症例の CD34 陽性細胞を用いて網羅的 mRNA
シーケンス解析を行い、遺伝子変異を基盤
に発症する造血器腫瘍が、実際どのような
遺伝子の発現変化を誘導し腫瘍化に至る
のか解析してきた。その結果、TET2遺伝子
変異を有する症例では、特定の限られた遺
伝子においてスプライシングパターンが
変化し、アイソフォームの異なる mRNA 発
現を誘導することを見出した。これは、
TET2 変異によるエクソンないしその近傍
におけるDNAメチル化の蓄積がエクソンの
使用に影響するためではないかと推測し
ている。MDS では高頻度にスプライシング
因子の遺伝子変異が認められ、一部の症例
では TET2 変異と共存することもある。し
たがって、TET2変異とスプライシング因子
変異とは、少なくとも部分的には異なる部
位のスプライシングに影響を与えている
と予想される。 
これをふまえ本研究では、他の病的遺伝

子変異の無い正常 CD34 陽性造血細胞に対



して、ゲノム編集手法を用いて生理的発現
レベルでエピゲノム変異(TET2, DNMT3A な
ど)を導入し、これに伴う DNA メチル化や
ヒストン修飾の変化を明らかにすること、
またこれがどのような遺伝子のスプライ
ス変化を起こすか、mRNA シーケンス法で解
析を行うことも目的とした。 
  

３．研究の方法 
実施計画 1. ヒト CD34 陽性造血幹・前駆細
胞でのゲノム編集手法の確立 
(A) 遺伝子導入方法の最適化 
 CD34 陽性細胞へのゲノム編集ベクター
導入には、まずレトロウイルス系を試みる
こととした。これまで、pMX/pMY レトロウ
イルスベクターと PLAT-F パッケージング
細胞の組み合わせで産生させたレトロウ
イルスを CD34 陽性細胞に感染させる遺伝
子導入実験を行ってきた。この実験系では、
マウス胸腺由来間葉系細胞をフィーダー
として用いることにより、約 30-50%の細胞
に遺伝子導入できることを実証している。 
まずこのシステムを応用し、白血病細胞

株による予備実験を経た後、CD34 陽性細胞
でゲノム編集が可能であることを確認す
ることとした。この際、レトロウイルスベ
クターは pMX/pMY の U3 portion を除去し
たものをベースとし、LTR ではなく、CMV
プロモーターや U6 プロモーターなど、ゲ
ノム編集ベクターに最適なプロモーター
で発現誘導できるよう工夫する。ただし、
ウイルスを介した遺伝子導入では、ウイル
スベクター由来の塩基配列がゲノム中に
組み込まれてしまうという問題点がある。
ゲノム編集の確認を行うことだけが目的
である実験ならばこれは無視できるが、こ
の系ではウイルス挿入部位を制御できず、
挿入部位の遺伝子に何らかの変化が生じ
る可能性があるため、長期間培養によって
クローン選択が起こりうる実験の場合に
は不都合である。 
 そこで、レトロウイルスベクターの構築
と並行して、エピソーマルベクターを用い
た遺伝子導入法の検討も視野に入れた。エ
ピソーマルベクターは、EBNA-1 と OriP の
作用により、細胞内に導入されてもゲノム
DNA に組み込まれないまま細胞分裂に伴い
複製され、娘細胞に受け継ぐことができる。
このため、ゲノム内の遺伝子破壊の危険性
が低く、長期にわたる発現も期待できる。
エピソーマルベクターでは、レトロウイル
ス系のような感染による導入が行えない
ので、エレクトロポレーションやリポフェ
クションによるベクターの導入を行うこ
とになるが、現時点ではLonza社のCD34 陽
性細胞用 Nucleofector kit による導入が
適していると考えている。この方法を含め
いくつかの手法を試み、高効率な遺伝子導
入の実現を図ることとした。 
なお、2014 年にイタリアのグループがヒ

ト CD34 陽性細胞でゲノム編集に成功した
と報告した(Nature 2014)。この報告では、
ゲノムDNAに挿入されない改変レンチウイ
ルスベクターとZFNヌクレアーゼを用いて、
IL2RG 遺伝子変異の修復を行っている。本
研究でも、エピソーマルベクターの導入が
不調に終わる場合には、この報告と同様の
システムを導入することを視野に入れた。 

実施計画 2. ゲノム編集による遺伝子欠損
の作成 
 本研究パートは、「実施計画 1」での最適
化が終了した時点で取り掛かる実験とし
て計画した。 
我々は、-7/7q-の責任遺伝子として

SAMD9, SAMD9L, MIKI 遺伝子を単離し、遺
伝子産物の機能解析を進めてきた。個々の
遺伝子産物に関する結果は「研究目的」に
記載の通りであり、少なくともマウスでは
Samd9L遺伝子の欠損がMDS/AML発症に関与
することを示してきた。しかしながらヒト
とマウスでは染色体構造が異なる部分も
多く、例えばヒトでは SAMD9L に隣接して
機能的冗長性が高い SAMD9遺伝子が存在す
るが、マウスは Samd9L のみを有する。こ
の た め 、 最 終 的 に は ヒ ト 細 胞 で
SAMD9/SAMD9L の両方を欠損させて-7/7q- 
の再現を試みる必要がある。なお、Samd9L
欠損では、マウス骨髄造血細胞を用いたコ
ロニーアッセイ法で複数回にわたるコロ
ニーの継代が可能であること、また個体レ
ベルではMDS/AML発症までに長期を要する
ことなど、Tet2 や Ezh2 遺伝子欠損の場合
とよく似た表現型を呈する。このため申請
者は、SAMD9/SAMD9L欠損により、サイトカ
イン・シグナルの遷延化を介して何らかの
エピゲノム変化が誘導されるのではない
かと推測している。そこで本研究では、ヒ
ト CD34 陽性細胞でまず SAMD9, SAMD9L 遺
伝子を破壊し、これに伴う DNA メチル化や
ヒストン修飾パターンの変化を解析する
こととした。最終的には MIKI 遺伝子も含
め3遺伝子の同時破壊を想定しているので、
この実験では主にCRISPR/CAS9システムの
適用を主体的に行った。 
 

４．研究成果 
(A) 遺伝子導入方法の最適化 
本研究ではまず、経験が豊富で手法も確立で
きているレトロウイルスベクターでの遺伝
子導入による、ゲノム編集を試みた。研究代
表者がレトロウイルスベクター系を用いた
場合、最大約 30%程度の効率で安定的に遺伝
子導入が可能であるが、これにはパッケージ
ング細胞(PLAT-F)の培養状態を安定化させ、
かつタイミングよく、増殖期の臍帯血由来
CD34 陽性細胞にウイルスを感染させること
が肝要である。本研究計画採択後に広島大学
から熊本大学に異動が生じ、異動後は実験の
実施を研究協力者の神力が中心となって行



ってきたが、それまで程の高い遺伝子導入効
率が得られなかった。そこで、その後は主に
レンチウイルスベクターを使用することと
したところ、比較的安定的に遺伝子導入が実
施できるようになった。 
 また、Nucleofector によるエピソーマルベ
クターの導入は、現在に至るまで最適化を続
けている。 
 
(B) ゲノム編集対象遺伝子の検討 
 研究開始当初は、造血細胞でゲノム編集を
行う対象として、TET2 や DNMT3A などの DNA
メチル化関連因子をコードする遺伝子を選
択した。しかしながら、本課題に並行して進
めてきた造血器腫瘍に関する研究で、DDX41
遺伝子変異に着目し、興味深い研究結果を得
た(発表論文 14)。我々の研究により、この遺
伝子にコードされる DDX41 は pre リボソーム
RNA プロセシング因子のひとつであることが
示された。また、本遺伝子変異によって生じ
るリボソーム生合成障害が細胞の増殖を抑
制し、骨髄不全と伴う造血器腫瘍の表現型を
形作ることも示唆された。一方で、本遺伝子
変異がどのようにして腫瘍化そのものを惹
起せしめるのかという点は、我々の研究でも
まだ解明に至っておらず、H30 年度以降も重
点的なテーマとして解析を継続する予定で
ある。 
 こうしたなか、我々はリボソーム生合成障
害が mRNA からタンパク質への翻訳効率や、
翻訳品質に影響を及ぼすのではないかとい
う作業仮説を立てている。この仮説を検証す
るため、「リボソームプロファイリング」実
験を計画し、現在に至るまで予備検討を進め
ているところである。そこで、ゲノム編集の
対象遺伝子としてDDX41を選択することとし
た。 
 CRISPR/CAS9 系によるターゲット配列の選
定はすでに終え、白血病細胞株への導入によ
るノックアウト細胞を作成したところ、細胞
の増殖が著しく抑制されるなどの表現型が
認められた。今後、細胞株での検討をさらに
進めるとともに、臍帯血 CD34 陽性細胞で同
様の実験を計画している。 
 
(C)マウスモデルの構築 
 上記の通り、本研究では当初予定していた
DNA メチル化関連因子を標的としたゲノム編
集ではなく、pre リボソーム RNA プロセシン
グ分子であるDDX41に的を絞った解析を行う
こととした。 
 これに際し、Ddx41 遺伝子に、ヒト造血器
腫瘍で最も多く認められるp.R525H変異に相
当する変異を導入したノックインマウスを
作成した。また、このマウスと CRISPR/CAS9
でゲノム編集した Ddx41ノックアウトマウス
とを掛け合わせたマウスモデルの樹立を急
いでいる。 
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