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研究成果の概要（和文）：詳細な家族歴聴取により家族性造血器腫瘍20家系を同定し、サンガー法により
RUNX1、CEBPA、GATA2、DDX41変異解析を行い5家系に変異を認めた。次世代シークエンサーを用いたターゲット
シークエンスにより、さらに1家系で変異を同定し、TP53等の付加的遺伝子変異を検出した。また、RUNX1変異家
系から樹立したiPS細胞は分化障害を示し、骨髄異形成症候群（MDS）発症に寄与する付加的遺伝子変異として
Gene Yを同定した。RUNX1変異とGene Yの両者を導入したマウス骨髄移植モデルを作製したところ、非常に短い
期間で貧血が主体のMDSを発症した。

研究成果の概要（英文）：Germline predisposition is increasingly recognized in myelodysplastic 
syndromes (MDS). We found 20 pedigrees of myeloid neoplasms and analyzed the mutations of RUNX1, 
CEBPA, GATA2 and DDX41 genes. Using Sanger sequencing and target sequencing by next generation 
sequencing, only 6 pedigrees were identified their responsible gene mutations. The responsible gene 
mutations could not be identified in other 14 pedigrees, suggesting that there still may exist many 
potential pedigrees of familial myeloid neoplasms caused by unknown gene mutations. 
We identified a collaboration partner gene, Gene Y, which was detected in iPS cells from 
RUNX1-mutated pedigree. Co-transduction of a RUNX1-mutant and Gene Y in mouse bone marrow 
transplantation model developed MDS with severe anemia in a few months. Therefore, we suspected that
 a RUNX1 mutation is one of the stem cell aging factors.

研究分野：血液内科学
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ス骨髄移植モデル
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研究成果の学術的意義や社会的意義
家族性造血器腫瘍20家系のうち、既知の原因遺伝子のうちいずれかの変異を認めた家系は少数にとどまり、大半
の症例で原因遺伝子変異が同定されなかったことから、germline変異の原因遺伝子変異として知られているもの
は一部に過ぎず、潜在的に多くの家系が未知の遺伝子異常により家族性造血器腫瘍を発症していることが示唆さ
れた。また、RUNX1変異自体が分化障害を有し、Gene Yと協調して非常に短期間でMDSを発症することから、
RUNX1変異自体がエイジング因子であると考えられた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
研究代表者らは RUNX1/AML1 転写因子の正常・異常造血に及ぼす役割、特に RUNX1 変異につい
て研究を続けてきた。まず、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（Blood 2003，
Blood 2004，J Rad Res 2008，Blood 2009，Blood 2010）、RUNX1 変異と協調して発症に関与
する遺伝子異常として、RTK～RAS シグナル伝達系、DNA 修復経路、エピジェネティック制御異
常を明らかにし、骨髄性腫瘍の分子発症機序全貌の解明を目指してきた（Leukemia 2006，Blood 
2008，Leukemia 2012，Blood 2013，Nat Commun 2014）。特に、RUNX1 変異は化学療法後や放
射線被曝後に発生した MDS や白血病で高頻度に認められることから、これら外的曝露に感受性
の高い遺伝子であり、またゲノム不安定性をもたらす可能性も示唆されている。さらに、正常
ヒト CD34 陽性細胞の in vitro 長期培養により、RUNX1 遺伝子再構成が生じてくることも見出
している。一方、RUNX1 変異は常染色体優生遺伝の家族性 MDS（高率に白血病に移行する家族性
血小板異常症：FPD/AML）の責任遺伝子異常であり、通常高齢者に好発する MDS が若年性に発症
する。研究代表者らはこの家系における遺伝子異常の解析（Nat Commun 2014）および iPS 細胞
作成による造血機能破綻機構の解明も行ってきた（Leukemia 2014）。以上のように、研究代表
者らはこれまでに RUNX1 変異の生化学的・生物学的機能解析によって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骨髄性腫瘍発症に寄与することを、マウスモデ
ルおよびヒト CD34 陽性細胞を用いて明らかにしている。 
 
近年、次世代シーケンス技術により MDS 発症に関わる遺伝子異常がほぼ同定され、一人の MDS
患者に遺伝子異常を有する複数のいわば MDS 幹細胞クローンが存在し、その中で特定の遺伝子
異常が協調的に働き MDS 発症させていることが明らかにされた。しかし、これらの遺伝子異常
は造血器腫瘍のない健常人でも加齢とともに増加することが示された。このことから、加齢に
よる造血幹細胞、すなわちステムセルエイジングによる造血幹細胞が MDS 発症までの時間軸で
どのように遺伝子異常を獲得・誘導していくかを検証する必要性がある。しかし、MDS にみら
れる多くの遺伝子異常はエピジェネティック制御やスプライシング機構などの異常であり、ヒ
トゲノム構造の違いもありマウスモデルを用いた解析が必ずしも適しているとはいえない。 
 
そこで、遺伝子変異ノックインマウスに加えて、ヒトの非症候群関連で単独遺伝性疾患であ
る若年発症家族性 MDS を「造血幹細胞早期老化モデル」と位置づけ、MDS 発症までの造血幹細
胞の遺伝学的・生物学的な解析を行い、MDS 発症機序の解明を目指す研究計画を考案した。研
究代表者らは、日本各地の家族性 MDS が疑われる家系の遺伝子解析を多数行い、これまでに
RUNX1、GATA2、CEBPA や DDX41 の体細胞遺伝子変異を同定し、胚細胞変異を確認してこれらの
単独遺伝子変異による若年発症家族性 MDS 家系を明らかにした。このような家系における MDS
の発症は散発性 MDS と比較して若く、未成年から発症する症例も認められる。したがって、家
族性 MDS の造血幹細胞はいわば前 MDS 幹細胞であり、一段階ステムセルエイジングが先行した
造血幹細胞といえる。この家族性 MDS の造血幹細胞を様々な環境下で長期間培養し、造血幹細
胞のエイジングおよび MDS の発症機序を解明できると考えるに至った。 
 
２．研究の目的 
本研究では、RUNX1、GATA2、CEBPA、DDX41 遺伝子変異を有するそれぞれの家系において、「家
族性 MDS 由来 iPS 細胞」を樹立し分化誘導により得られた造血幹細胞、あるいは造血器腫瘍発
症前の家系構成員から得られた造血幹細胞を用いて、長期培養またはヒト化マウスを作製して
低線量放射線照射やレトロウイルスによるストレスを与え、MDS 様の異形成・腫瘍性増殖能を
獲得する過程での経時的な遺伝子異常を網羅的な解析で同定する。また、これらの MDS 家系内
において MDS 発症検体と非発症検体を網羅的に解析し、MDS 発症までの獲得遺伝子異常を探索
する。さらに同一症例で MDS 発症前と発症時の経時的な検体が得られている症例に対しては、
全ゲノムを含めたより詳細な検討を行う。本研究により、造血幹細胞がエイジングとともに遺
伝子異常を獲得・蓄積し MDS を発症するプロセスの解明が期待できる。 
以上、本研究では、加齢とともに発症率が増加する骨髄系腫瘍である MDS を研究対象とし、
時間的・環境因子を加味した分子発症機序の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）家族性MDS家系の検索 
MDS患者の家族歴を詳細に聴取し家族性MDS家系を検索する。同意を得てRUNX1・GATA2・CEBPA・
DDX41遺伝子変異解析を行う。生殖細胞系列での変異の有無を確認する。これらの変異が認めら
れない場合は、網羅的解析により責任遺伝子変異を同定する。また、家族性MDS患者の未発症血
縁者から、同意を得た上で末梢血液を採取してDNAを抽出し、遺伝子変異解析を行う。変異が同
定された場合には遺伝カウンセリングを行い、研究への同意を得る。 
（２）iPS細胞の樹立、造血幹細胞への再分化と長期培養 
遺伝子変異を有する未発症の家族性MDS家系構成員から末梢血リンパ球を無菌的に単離し、
MDS家系由来iPS細胞を樹立する。iPS細胞の造血幹細胞への分化を誘導して長期培養し、正常iPS



分化細胞と比較してMDS幹細胞としての生物学的性状を解析する。 
（３）モデルマウス作製 
家族性 MDS の原因となっている遺伝子変異を導入したマウス骨髄細胞を移植し、マウス骨髄
移植モデルを作製する。 
（４）in vitro および in vivo における MDS 誘導 
造血幹細胞・骨髄移植モデルマウスを経時的に観察し、MDS 発症までのサンプルを経時的に
保存する。 
（５）MDS 発症に関わるエイジング因子の同定 
次世代シーケンスによる RNA・DNA・非コード部 RNA・マイクロ RNA 解析を行い、付加遺伝子
異常を検出し、エイジング因子を確定する。 
 
４．研究成果 
研究へのインフォームド・コンセントが得られた患者の骨髄液または末梢血を採取し、DNA・
RNAおよびCD34陽性細胞RNAを抽出した。また同時に血液疾患に関する家族歴を詳細に聴取し、
家族性造血器腫瘍家系が疑われる家系を新たに 7家系見出した。本研究期間に解析した検体数
は約 400 例で、家族性造血器腫瘍家系は計 20 家系に達した。サンガーシークエンス法により
RUNX1、CEBPA、GATA2、DDX41 の変異解析を行った。新たに同定された 7家系中 3家系は、家族
内発生した造血器腫瘍病型や血小板減少の存在から、UNX1 変異による「高率に白血病を発症す
る家族性血小板異常症 FPD/AML」であると推測されたが、予測に反し RUNX1 変異が同定された
のは１家系のみであった。いずれの変異も認めない家系が大半を占めており、責任遺伝子変異
を同定するために骨髄系腫瘍に高頻度に認められる54遺伝子を集めたMyeloid Panelによるタ
ーゲットシークエンス解析を行った。これにより新たに 1例で原因遺伝子が同定され、また発
症に関わったと考えられる TP53 遺伝子などの付加的遺伝子変異が検出された。しかしいずれか
の変異を認めた家系は 4分の 1にとどまり、大半の症例で原因遺伝子変異が同定されなかった
ことから、germline 変異の原因遺伝子変異として知られているものは一部に過ぎず、実際には
多くの家系が未知の遺伝子異常により家族性造血器腫瘍を発症していることが示唆された。さ
らなる変異解析として、germline 変異同定に的を絞ったエクソーム解析の準備を進めている。 
また、MDS 未発症（血小板減少のみ）の発端者の臨床経過については、本研究期間中には MDS
発症に至らなかったため、今後も引き続き慎重に観察を続けていくこととなった。 
 
変異が同定された家系のうち、RUNX1 変異４家系について詳細な検討を行った。RUNX1 変異を
有する症例から iPS 細胞を樹立し、iPS-SAC 法で造血前駆細胞まで分化させたところ、正常と
比較して有意にCD34陽性細胞が減少していた。また、このiPS細胞に正常RUNX1を導入すると、
CD34 陽性細胞の減少がレスキューされた。このことは、RUNX1 変異単独ですでに造血幹細胞の
障害が生じていることを示している。次に、RUNX1 変異と協調して MDS 発症に寄与する付加的
遺伝子変異を網羅的に検索した。同定された中から Gene Y に着目した。RUNX1 変異と Gene Y
をマウス造血幹細胞に導入して骨髄移植を行ったところ、短期間で貧血を主体とした低リスク
MDS を発症した。このモデルマウスの発症までの期間は、他の遺伝子変異による既存のモデル
マウスと比較して非常に短いことから、RUNX1 変異自体がエイジング因子である可能性が示唆
された。このマウスがどのように MDS 発症に至るのかを詳細に解析し、その機序の全貌が解明
できたと考えている。 
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