
熊本大学・国際先端医学研究機構・特別招聘教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７４０１

挑戦的研究（萌芽）

2020～2019

人工染色体とゲノム編集技術によるトリソミー８骨髄異形成症候群の病態基盤解明

Understanding of pathogenesis of Trisomy 8-induced myelodysplastic syndrome

７０３４９４４７研究者番号：

指田　吾郎（Sashida, Goro）

研究期間：

１９Ｋ２２６４０

年 月 日現在  ３   ６   ７

円     5,000,000

研究成果の概要（和文）：染色体異常ががんの発生と進展に深く関与することは古くから知られていた。骨髄異
形成症候群(MDS)においても、トリソミー8 やモノソミー7といった数的染色体異常が、MDS病態や予後と密接に
関連しており、診断や治療法選択のための不可欠な判断基準でもある。トリソミー8は比較的予後不良である
が、8番染色体上の責任遺伝子や責任領域は、遺伝子発現変動のみの検証ではMDS細胞の不均一性もあって明白に
なっていなかった。こうした研究状況のなか、申請者は、人工染色体技術を用いて、ヒト8番染色体をマウスES
細胞に導入し、+8キメラマウスを作製して新規MDSモデルを確立し、その造血幹細胞機能を解析した。

研究成果の概要（英文）：It has long been known that chromosomal abnormalities are deeply involved in
 the development and progression of cancer. In myelodysplastic syndrome (MDS), numerical chromosomal
 abnormalities such as trisomy 8 and monosomy 7 are closely related to the pathophysiology and 
prognosis of MDS, and are also essential criteria for diagnosis and treatment selection. Although 
trisomy 8 has a relatively poor prognosis, the responsible gene and responsible region on chromosome
 8 were not clarified due to the heterogeneity of MDS cells by examining only alteration of 
expression of genes in Chromosome 8. Under these circumstances, we introduced human chromosome 8 
into mouse ES cells using artificial chromosome technology, created a +8 chimeric mouse, established
 a new MDS model, and analyzed the function of +8 hematopoietic stem cell.

研究分野：医学

キーワード： トリソミー8 　骨髄異形成症候群　数的染色体異常　造血幹細胞　クロマチン　キメラマウス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
数的染色体異常によるMDS発症機構の分子メカニズムは未だ明らかでない。本研究によって、こうしたMDSの病態
基盤が解明されることで、病態に応じた治療法開発のための知見が期待できる。さらに、申請者の新規がん生体
モデルによって、全く未知であった数的染色体異常によるがん発症機構の一端が理解できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
骨髄異形成症候群(MDS)は、造血幹細胞より発生して分化障害・造血不全状態になり、一部は急
性骨髄性白血病(AML)に進展する高齢者に好発する予後不良ながんである。近年、70 歳以上の
健常高齢者にも、MDS と同様の遺伝子変異を持つクローン造血・前がん状態が報告され注目さ
れている。ただし、こうしたクローン造血の一部が、MDS 幹細胞の発生を経て MDS 発症に至
るのであり、その病態進展の仕組みは依然として不明であった。 
 一方、染色体異常ががんの発生と進展に深く関与することは古くから知られていた。実際に、
MDS においても、トリソミー8 (+8 MDS)やモノソミー7 といった数的染色体異常が、MDS 病
態や予後と密接に関連しており、診断や治療法選択のための不可欠な判断基準でもある。トリソ
ミー8 は比較的予後不良であるが、8 番染色体上の責任遺伝子・領域は、遺伝子発現変動のみの
検証では MDS 細胞の不均一性もあって明白になっていなかった。一方、次世代シークエンサー
による網羅的な遺伝子変異の解析によって、トリソミー8 を有する MDS では、ポリコーム抑制
複合体を制御する ASXL1 の変異、またはエピゲノム制御因子と機能的に関連する RUNX1 の変
異と有意に共存することが報告されていた。こうした知見から、遺伝子変異やエピゲノム変異と
染色体異常の協調作用による MDS 幹細胞の発生と病態進展が推察された。一方で、MDS 患者
由来の MDS 幹細胞は、がんで一般的に使われる免疫不全マウスには生着せず、異種移植モデル
による MDS の病態解析は極めて困難であった。 
 
２．研究の目的 
こうしたヒト MDS の病態研究の困難を打破するために、申請者は、人工染色体とゲノム編集技
術を融合して確立したヒト 8 番染色体導入・マウス変異 ES 細胞による新規+8 MDS 生体モデ
ルを活用して、数的染色体異常によるがん発症機構を解析することにした。 
 本研究では、始めに人工染色体技術を用いて、ヒト 8 番染色体をマウス ES 細胞に導入し、新
規 MDS モデルを確立し、その造血幹細胞機能を解析する(研究目的 1)。また、+8 マウス ES 細
胞に対して、ヒト 8 番染色体の MDS 責任候補領域を欠損させることで、MDS 細胞機能を評価
するとともに、キメラマウスを作製して、生体レベルでの+8 による MDS 発症の病態基盤を解
析する(研究目的 2)。 
 
３．研究の方法 
（１）目的 1：人工染色体とゲノム編集技術によるヒト 8番染色体導入マウス ES細胞樹立 
人工染色体技術によって、ヒト 8番
染色体（またコントロールベクタ
ー）をキメラマウス作製が可能な野
生型 C57BL/6 マウス ES 細胞へ導入
する(鳥取大学・香月博士との協力) 
(右図参照)。樹立されたヒト 8番染
色体導入 ES クローンに対して、ゲ
ノム編集によって、Runx1 または
Asxl1 を欠損させた。染色体・遺伝
子変異は、核型解析および DNAシー
クエンスによって確認する。 
 作製した+8ES細胞をOP9支持細胞
との共培養によって造血細胞へ分
化誘導する。8 番染色体の維持を確
認 し な が ら 、 +8 ES 細 胞 の
CD31+CD41+血管内皮細胞への分化
を解析する。さらに Runx1 など MDS
でみられる遺伝子変異を導入して
解析する。Bリンパ球、顆粒球への分化障害が期待される。こうした解析によって、トリソミー
8染色体異常の協調による血球分化障害と MDS 表現型を再現する。 
 
（２）目的 2：新規モデルを活用した生体レベルにおけるトリソミー8 MDS の病態基盤解明 
確立したヒト 8 番染色体導入・Runx1+/-マウス ES 細胞を用いて、トリソミー8 の機能的役割を
解明するために、+8キメラマウスを作成して病態解析を実施する。ヒトでは+8 モザイク症候群
が知られており、+8キメラマウスは胎生致死ではないことが予想された。 
 続けて、がん発症過程における染色体高次構造異常を明らかにするため、+8 MDS 細胞のヒト
8 番染色体を含めたヒストン修飾・クロマチン構造制御の異常を ChIP-seq、ATAC-seq などによ
って統合的に解析する。こうして絞り込んだ 8番染色体上の MDS 病態の責任候補領域・遺伝子群
をゲノム編集ベクターライブラリーにて欠損させた後に、MDS 発症および MDS 幹細胞の機能を検
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証する。以上、世界初の+8 MDS モデルを活用して、数的染色体異常による MDS 幹細胞の発生と
病態進展の機序を検証する。 
 
４．研究成果 
（１）目的 1：人工染色体とゲノム編集技術によるヒト 8番染色体導入マウス ES細胞樹立 
人工染色体技術によって、ヒト 8 番染色体（また
コントロールベクター）をキメラマウス作製が可
能な野生型C57BL/6マウスES細胞へ導入に無事に
成功した。さらに、熊本大学・荒木喜美博士の協力
のもと、+8キメラマウスの作製にも成功した。GFP
の発現と 8 番染色体が維持されているのを確認し
た。生体レベルにおける造血幹細胞・造血機能の
解析を今後進める。 
 一方、樹立されたヒト 8番染色体導入 ESクロー
ンに対して、ゲノム編集によって、+8 MDS で認め
る遺伝子変異である Runx1 または Asxl1 を欠損さ
せた。染色体・遺伝子変異は、核型解析および DNA
シークエンスによって確認した。OP9 支持細胞に
よって造血細胞へ分化誘導すると、8 番染色体の
脱落とともに(GFP 陰性化)、+8 ES (GFP+)は
CD31+CD41+血管内皮細胞への分化が著しく障害さ
れた。さらに Runx1を欠損すると、Bリンパ球への
分化に偏り、顆粒球の異形成と分化障害を認めた
(右図参照)。従って、培養系ではあるが、Runx1変
異とトリソミー8 染色体異常の協調による血球分化障害が示され、MDS の分化障害、細胞形態の
異常が再現できた。今後、生体への移植実験によって、MDS の発症を確認して、その病態解析を
実施する。 
 
（２）目的 2：新規モデルを活用した生体レベルにおけるトリソミー8 MDS の病態基盤解明 
確立したヒト 8 番染色体導入マウス ES 細胞を用いて、トリソミー8 の機能的役割を解明するた
めに、+8 キメラマウスから+8幹細胞を採取して、MDS 病態解析を実施する。ヒトでは+8モザイ
ク症候群が知られており、MDS 発症も報告されている。体細胞変異に加えて、生殖細胞レベルで
の発症機構も実験的には困難が予想されるが、必要であれば検証する。 
 MDS の発症過程における染色体高次構造異常を明らかにするため、+8 MDS 細胞のヒト 8 番染
色体を含めたヒストン修飾・クロマチン構造制御の異常を ChIP-seq、ATAC-seq などによって統
合的に解析した（未発表データ）。今後は、絞り込んだ8番染色体上のMDS 病態の責任候補領域・
遺伝子群をゲノム編集ベクターライブラリーにて欠損させた後に、MDS 発症および MDS 幹細胞の
機能を検証する。確立した世界初の+8 MDS モデルを活用して、数的染色体異常による MDS 幹細
胞の発生と病態進展機序を、今後も引き続き解析する。 
 
（３）総括：がんの病態基盤を理解するために用いられる基本的な分子生物学的技術として、遺
伝子改変マウスがあるが、ヒトとマウスで異なる染色体をまたがった複数の広大な遺伝子・非遺
伝子領域を含めた改変は極めて困難であった。たとえ遺伝子コピーレベルで成功しても染色体・
核内高次構造の異常は再現できない。一方、疾患 iPS 細胞は造血器腫瘍でも樹立されているが、
がん本来のエピゲノム異常は一度消失している。また、ヒト MDS 幹細胞は増殖活性が低く、免疫
不全マウスへの生着と長期の造血維持は不可能である。実際、複数のサイトカインをヒト化した
免疫不全マウスに加えて、ヒト間葉系細胞や人工骨環境があっても、MDS 幹細胞の維持は極めて
難しい。このように、数的染色体異常による MDS 発症機構の分子メカニズムは未だ明らかでな
い。本研究によって、こうした MDS の病態基盤が解明されることで、病態に応じた治療法開発の
ための知見が期待できる。さらに、申請者の新規がん生体モデルによって、全く未知であった数
的染色体異常によるがん発症機構の一端が理解できる。今後の研究の進展によって、成功裡にな
されれば造血と造血器腫瘍に限らない領域への学術的なインパクトも非常に高いものになる。 
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