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研究成果の概要（和文）：骨髄不全症候群において、ゲノムおよびトランスクリプトームの異常を併せて解析す
ることにより、骨髄不全症・二次性の白血病化の病因・病態を明らかにした。
ゲノムシーケンスおよびRNAシーケンスを行い、新規ゲノム異常および遺伝子発現異常を検索した結果、遺伝子
発現に関連した新規の病型分類（幹細胞および赤芽球系フェ ノタイプ）を提唱し、遺伝子変異陽性クローンの
拡大に起因する、高頻度の白血病化との関連を示した。さらには、再生不良性貧血後のゲノム異常の検討によ
り、７番染色体の欠失および、SAMD9/SAMD9L変異の関与を明らかにした。以上の成果を、基礎的な機能解析およ
び臨床情報を併せた解析により検証した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we clarified novel pathogenesis of bone marrow hypoplasia and
 luekemia evolustion in cases with bone marrow failure syndromes by simultaneous genome and 
transcriptome analysis. 
Genomic and RNA sequencing in the same case revealed that novel mutations, copy number alterations, 
and abnormal gene expression were significantly associated with pathophysiology of bone marrow 
failure syndromes. For example, gene expression and its associated mutations defined new 
classification of bone marrow failures into different groups such as stem cell and erythroid 
phenoytpes, which were related to clinical course of leukemia evolution. In addition, novel 
SAMD9/SAMD9L mutations and chromosome 7 deletions were coincidently identified in secondary 
myelodysplastic syndromes after congenital bone marrow failure. These findings were validated by 
analysis using basic animal models and clinical information on prognosis and morphological 
phenotype.

研究分野：血液疾患におけるゲノム解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
骨髄不全症候群は、骨髄異形成症候群、再生不良性貧血、発作性夜間血色素尿症を含む、骨髄造血機能の障害を
共通の病態とする難治性疾患である。これらの疾患は、共通の遺伝子異常を呈しながらも、疾患特異的な異常を
も来たすことが明らかとなっていた。これらの研究成果を踏まえ、本研究では、骨髄不全症候群おいてどのよう
な異常がゲノム上あるいは遺伝子発現パターンに起こり、より悪性度の高い難治性の病型に変化するのか、さら
に白血病への変化を引き起こすのかについて、これまでに培ったシーケンス技術と、マウスモデルを用いた機能
解析によって明らかにした。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
いまだかつてない高齢化社会が到来しているわが国では、がんの罹患率は増加の一途をたどっ
ている。がんの原因である体細胞性遺伝子変異は、次世代シーケンス技術によって網羅的に検
索されてきた。血液疾患に関しても、今研究のテーマである骨髄不全症候群 (Bone marrow 
failure syndrome; BMFS) のうち、まず腫瘍性疾患である骨髄異形成症候群 (Myelodysplastic 
syndromes; MDS) において、全エクソームシーケンスにより網羅的な体細胞変異の検索が行わ
れた。我々の研究グループは、国際共同研究により、CBL（Sanada et al. Nature 2009, Makishima 
et al. J Clin Oncol 2009, Makishima et al. Leukemia 2012）、TET2（Jankowska et al. Blood 
2009）、EZH2（Makishima et al. Leukemia 2010, Khan et al. Leukemia 2013）、DNMT3A（Jankowska 
et al. 2012 Blood）、スプライス因子（Yoshida et al. Nature 2011, Przychodzen et al. Blood 
2013, Kar et al. Haematologica 2013）、SETBP1（Makishima et al. Nat Genet 2013, Sakaguchi 
et al. Nat Genet 2013）、RIT1（Gómez-Seguí et al. Leukemia 2013）、GNB1（Yoda et al. Nat 
Med 2015）、DDX41 (Polprasert et al. Cancer Cell 2015)などの異常に関する遺伝子学的・
臨床的意義を明らかにした。その他の BMFS に関しても、我々は 300 例以上の再生不良性貧血
(Aplastic anemia; AA)症例において体細胞変異を網羅的に検索し、様々なドライバー変異を報
告した (Yoshizato et al. NEJM 2015)。さらには、発作性夜間血色素尿症(PNH)においても、
世界で初めて全エクソームシーケンスを用いて複数例で変異解析を行い、PIGA 変異に追加して
様々な体細胞変異が獲得されることを明らかにした (Shen et al. J Clin Invest 2014)。以上
より、すべての BMFS においてクローン性増殖を認め (Afable, et al. Blood 2011, Katagiri, 
et al. Blood 2011)、疾患のクローンが維持、選択されるためには、MDS と共通あるいは類似
した体細胞変異が加わり、クローン構造の多様性が経過とともに認められることが推察される。
さらに、AA から MDS、あるいは PNH から AA へ移行する症例を認めることも、これら遺伝子異常
の共通性・特異性と深く関連する可能性が示唆されている。 
 
２．研究の目的 
BMFS は、MDS、AA、PNH を含む、骨髄造血機能の障害を共通の病態とする難治性疾患である。
上記の通り、我々の研究により、これら BMFS は共通のドライバー遺伝子に異常を呈しながらも、
疾患特異的なゲノム異常を来たすことが明らかとなった (Yoshida et al. Nature 2011、
Makishima et al. Nat Genet 2013、Shen et al. J Clin Invest 2014、Yoshizato et al. NEJM 
2015)。これらの研究成果を踏まえ、本研究では、BMFS においてどのような異常がゲノム上あ
るいはトランスクリプト－ムに生じ、クローン選択・骨髄不全を引き起こし、さらに白血病化
を引き起こすのかについて、これまでに培ったシーケンス技術と、マウスモデルを用いた機能
解析によって明らかにした。 
 
３．研究の方法 
BMFS の 3 疾患（MDS、AA、PNH）は、いずれも臨床的に難治性で、病理学的に未だ原因が不明で
ある。本研究では、これら BMFS において分子病態を明らかにするために、全遺伝子を対照とし
て、全エクソームシーケンスと全トランスクリプトーム (RNA) シーケンスを行った。（１）全
エクソームシーケンスでは検出不可能であった構造異常、非コーディング領域の異常などを検
索した。（２）RNA シーケンスを追加することにより、フェノコピーなどを含む、スプライシン
グ異常に基づく様々なメカニズムに注目し解析を行った。（３）BMFS に認められるクローン構
造の変化を、多数の経時的検体においてシーケンス解析することにより検討した。（４）新規の
異常について、マウスモデルなどを用いて機能的・病理学的意義を確認した。以上により、BMFS
の新規病態を明らかにした。 
 
４．研究成果 
（１）全ゲノムシーケンス、全エクソームシーケンスによる新規遺伝子異常の検索 
MDS および MDS 関連疾患 (二次性 AML) において、構造異常・体細胞変異をターゲットとして全
ゲノムシーケンスおよび全エクソームシーケンス解析を行った、米国 Cleveland Clinic、NIH、
ドイツ MLL 研究所、台湾 Chan Gung 大学および国内の共同研究者より提供される、腫瘍および
胚細胞由来のペア DNA を同時に解析した。変異コールおよびコピー数異常・その他の構造異常
の検出に関しては、東大医科研ヒトゲノム解析センターの宮野 悟教授との共同研究により、最
新のスーパーコンピューター (Shirokane 3) を用いて行った。低深度スクリーニング (X20) 
にて構造異常を含めたスクリーニングを行い、さらに標的高深度 (X100 以上) シーケンスにて
体細胞変異を確認した。新たに検出された構造異常は、十分なシークケンスリードを確保して
ターゲットシーケンスを行い、1,000 例以上の BMFS にて再現性を確認した。体細胞変異に関し
ては、MutSeq などのプラットフォームを用いて、ドライバー変異を検索した。具体的には、ア
ミノ酸配列の変化しない体細胞変異には低スコア、あるいは変異部位が集中している遺伝子な
どに高スコアを当てはめる方法で、単純にコーディング領域長による補正以上に遺伝子学的・
生物学的に妥当な結果を算出した。同時に、病因を直接推定するための、遺伝子変異シグニチ
ャー解析を併せて行い、加齢に伴う変化が変異パターンに認められた(Makishima et al. Nat 
Genet 2017)。 
（２）全トランスクリプトームシーケンスによるフェノコピーの検索 



フェノコピーとは、異常なジェノタイプにより発現するのと同じ形質が、ジェノタイプが正常
であるにも関わらず認められることを指す、遺伝学的な概念である。病理学的には、遺伝子変
異により発症する疾患が、該当変異を認めない例において、類似の病態により発症する現象に
相当し、今回対象となる、BMFS の発症に関わるフェノコピーの原因は、主に、高頻度のスプラ
イス因子の変異とサイレンス変
異にもとづく異常スプライスで
ある。我々は、本研究により、BMFS
において、ゲノム (DNA) とトラ
ンスクリプトーム（RNA）の解析
を同時に同一症例で行い、フェノ
コピーを来たす遺伝子に注目す
ることにより、これまで、ゲノム
あるいは、トランスクリプトーム
の解析のみでは発見できなかっ
た、新たな腫瘍関連遺伝子を検索
した。合計で、200 サンプルの
MDS の RNA シーケンスにより、主要な変異スプライス因子によってスプライシングの異常を生
じる遺伝子群を網羅的に同定するイタリアパビア大学との共同研究により、新規ゲノム異常お
よび遺伝子発現異常を検索した結果、遺伝子発現に関連した新規の病型分類（幹細胞および赤
芽球系フェ ノタイプ）を提唱し、遺伝子変異陽性クローンの拡大に起因する、高頻度の白血病
化との関連を示した(右上図)（Shiozawa et al. Blood 2017）。さらには、SRSF2 変異に特異的
な EED のフェノコピーを新規に発見し、その他のスプライス以上のスペクトラムと共に報告し
た（Shiozawa et al. Nat Commun 2018）。 
（３）全ゲノムおよびエクソームシーケンスによる、BMFS におけるクローン構造の解析 
全ゲノムおよびエクソームシーケンスでは、血液疾患において体細胞変異がおよそ 100-200 個
程度認められるため、シーケンス深度を含めたベイジアンディリクレモデルを当てはめること
ができ、PyClone などのアルゴリズムを用いて、比較的正確なクローン構造と腫瘍内多様性を
明らかにすることが可能である (Suzuki et al. Nat Genet 2015)。この数理モデルを用いて、
体細胞変異のクラスタリングを行い、最大のクローンが獲得した変異と、サブクローンに認め
られる変異を区別して検出した。以上から、BMFS において初発時のクローンに変異が次々に蓄
積されていくリニアエボルーションパターンと、初発時のクローンが後発のクローンに圧排さ
れ消失するクローンスウィーピングのパターンを呈することを明らかにした（Makishima et al. 
Nat Genet 2017）。 
（４）マウスモデルを用いた、新規遺伝子異常の機能解析 
BMFS において高頻度に変異することが確認されている遺伝子に関して、マウスモデルを作成し
解析を行った。用いるマウスモデルは、理化学研究所および東京大学医科学研究所幹細胞研究
施設との共同研究により構築、解析した。主要な変異 RNA スプライス因子である Srsf2 に関し
て、これらの欠失アレルおよび機能獲得型アレル (p.P95H) がスプライシングに及ぼす効果を、
マウスの全トランスクリプトームシーケンスにより解析した。この実験により、ヒトで認めら
れるフェノコピーなどの新規異常を in vivo で確認し報告した（Kon A et al. Blood 2018）。 
（５）新規遺伝学異常の BMFS における臨床的意義 
最後に、本研究における、新たな胚細胞変異に関して、BMFS において臨床的意義を検討した。
Cleveland Clinic より試料・臨床情報の提供を受け、共同研究を行ったところ、AA のゲノム異
常の検討により、７番染色体の欠失および、SAMD9/SAMD9L 変異の関与を明らかにした。以上の
成果を、基礎的な機能解析および臨床情報を併せた解析により検証した。これらの機能獲得型
変異は BMFS を発症し、MDS クローンでは変異アレルが欠失することが確認された。一方、機能
消失型変異のアレルは 7 番染色体の欠失の際に保存されることも解明された（Nagata et al. 
Blood 2018）。 
以上の通り、本研究により、骨髄不全症候群において、ゲノムおよびトランスクリプトームの
異常を併せて解析することにより、骨髄不全症・二次性の白血病化の病因・病態を明らかにし
た。 
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