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研究成果の概要（和文）：がんにおいてDNA変異に加えてRNAレベルでの転写後制御機構が注目されている。中で
も、RNAスプライシング関連遺伝子変異が骨髄異形成症候群（MDS）の約半数で同定されるなど、腫瘍細胞特異的
なRNA制御異常も想定されるが、その理解は不十分であった。本研究では、クロマチンリモデリングに関わる新
規SWI/SNF複合体に不可欠な構成因子BRD9ががん細胞内でスプライシング異常によって消失する現象に着眼し
た。主にノックアウトマウスを用いて、造血幹細胞におけるBRD9の役割を中心に解明し、BRD9のスプライシング
異常がどのように幹細胞の運命制御を規定しているのか、クロマチン制御の点から明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Beyond DNA mutations, post-transcriptional regulatory mechanisms at the RNA 
level are gaining significant attention in cancer research. Notably, tumor cell-specific RNA 
dysregulation is emerging as a critical area of investigation, particularly given that RNA 
splicing-related gene mutations have been identified in approximately half of myelodysplastic 
syndromes (MDS). Despite this, the understanding of such dysregulation remains limited. In this 
study, we investigated the phenomenon wherein BRD9, a vital component of the novel SWI/SNF complex 
responsible for chromatin remodeling, is frequently lost in cancer cells due to the aberrant 
splicing. Utilizing knockout mice as our primary model, we concentrated on elucidating the role of 
BRD9 in hematopoietic stem cells (HSCs). Our research uncovered how aberrant splicing of BRD9 
affects the cell fate of HSCs through the chromatin regulation.

研究分野： 血液内科学

キーワード： BRD9　造血幹細胞　SWI/SNF複合体　クロマチンリモデリング　CTCF　RNAスプライシング
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果はゲノム変異を認めないBRD9遺伝子が転写後RNAレベルでの制御破綻によって機能喪失をきたし、そ
れに伴うクロマチン状態の改変が造血幹細胞の新たな運命制御を示唆する知見と言える。このように、がんにお
いては、DNAレベルの異常を伴わなくとも、他の重要な遺伝子の転写を脱制御するような現象が転写制御因子の
RNAレベルで起こりうることを実験的に証明した成果と言え、今後の病態理解や治療応用につながる内容と言え
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, Myelodysplastic syndrome）は高齢者に多い血液がんであり、ク

ローン性造血、エピゲノム・スプライシング異常、DNA ダメージなどによる多因子性難病

である。細胞死の亢進、無効造血、白血病への進展などを特徴とする。半数の症例で SF3B1、

SRSR2、U2AF1 などのスプライシングを司る遺伝子の変異が同定されており、それらは相互

排他的である 1)。中でも SF3B1 変異は環状鉄芽球（RS）を有する MDS の 70％近くで認め

られるだけでなく、慢性リンパ性白血病、悪性黒色腫、乳がん、膵臓がんなどがん種をまた

いで最も高頻度に報告されているが 2-3) 、SF3B1 変異などがもたらす RNA スプライシング

異常がどのように発がんに寄与するかは長い間の謎であった。 

 スプライシング制御異常がもたらす新たな転写産物の多くは Nonsense-mediated mRNA 

decay （NMD）により分解される。我々のこれまでの研究により、がん横断的な大規模な患

者 mRNA の解析と機能的 CRISPR スクリーニングの結果から、疾患発症とバイオマーカー

両面から極めて重要な NMD 標的遺伝子の存在を明らかにしてきた。中でも SF3B1 の変異

により、クロマチン制御因子 BRD9 のスプライシング異常を介した mRNA レベルでの分解

機構が腫瘍化に必須であることを報告した 4)。SF3B1 変異を有するあらゆる腫瘍細胞で、

BRD9 遺伝子上のイントロン 14 配列内のエキソン化を介して BRD9 の分解を誘導していた。

この結果、転写産物は NMD 機序により分解され、BRD9 自体のゲノム変異を認めることな

く BRD9 の機能が喪失し、発癌を誘導することをこれまでに明らかとした。これらの研究

成果は、遺伝子変異を起点にスプライシング制御とエピゲノム制御がリンクするという新

しいがんの病態を示唆しているものの 4)、BRD9 の役割については未解明のままであった。 

 BRD9 のように、アセチル化されたリジンのリーダータンパクとして知られるブロモドメ

インファミリー分子は 40 種類以上知られており、ヒストンマークを介した転写因子複合体

やクロマチンリモデリング因子のリクルートメントを行なっている。BET ファミリーに属

するブロモドメインファミリー分子 BRD4 は転写伸長やMYC 誘導に寄与し、広く創薬対象

として開発が進んでいる。一方、本研究で注目する BRD9 は単一のブロモドメイン（BD, 

Bromodomain）と機能不明ドメイン（DUF, Domain of Unknown Function）を有しているが、

その詳細な分子基盤は全く明らかになっていない。BRD9 はゲノムレベルで遺伝子変異を認

められないものの、スプライシング異常によって発現量が著減すること、そして近年同定さ

れた新規 SWI/SNF クロマチン制御蛋白複合体（non canonical BAF complex, ncBAF）5)に必須

の構成因子であることを我々の報告において明らかにしてきた。しかし、「遺伝情報の新た

な脆弱性」とも言える BRD9 の RNA レベルでの制御異常が、幹細胞レベルでの運命をどの

ように変化させているのか、その理解は不十分なままである。 

 

２．研究の目的 

 

そこで、本研究では、造血幹細胞における BRD9 の生物学的役割や ncBAF、他のクロマチ

ン制御因子との連携がどのように行われ、運命制御が決定されているのかについて、生体モ

デルを作成し、その詳細なメカニズムを解明することを目的とした。 

 



３．研究の方法 

 

マウス Brd9 遺伝子を条件的にノックアウト（KO）するべく、BD に対応するエキソン 4-6

を flox 配列で挟み、Brd9fl/flマウスを作出した。Mx1-Cre マウスと交配することで、Mx1-Cre; 

Brd9fl/fl モデルを作出し、pIpC 投与下で時間依存的・誘導的かつ造血細胞特異的に Brd9 を

ノックアウトできる生体モデルを確立した。同モデルの造血幹前駆細胞を用いたフローサ

ーメトリ解析、骨髄移植モデルを用いた造血再構築能の評価、RNA/ATAC/ChIP-seq/HiC 解析

を用いたマルチオミックス解析、単一細胞レベルでの発現解析 single cell RNA-seq（scRNA-

seq）を行った。 

 

 

４．研究成果 

 

 ブロモドメインをコードするマウス Brd9 遺伝子エキソン 4-6 を標的として、造血細胞特

異的かつ時間依存的な Mx1-Cre/LoxP システムを用いた条件的 KOモデルを確立した。プラ

イマリーKO マウスの解析では、コントロールと比べて長期造血幹細胞の質的量的低下、B

細胞系列への分化阻害、ミエロイド系列への顕著なスキューイングが確認された。 

 また、致死的放射線を照射したレシピエントマウスに対する非競合的骨髄移植実験にお

いても、KO 骨髄細胞を移植した群では、B 細胞を中心とする血球減少、ミエロイド分化シ

フト、形態異常を呈しヒト骨髄異形成症候群（MDS）に合致する結果が得られ（図 1）、そ

れらは造血細胞自律的な作用であることが裏付けられた。B 細胞分化は proB 細胞以降で顕

著に阻害され、IL-7 を用いた半固形培地上でも proBコロニーは皆無であった。さらに、ド

ナー細胞として正常骨髄と 1:1 で混合し、致死的放射線を照射したレシピエントマウスに対

する競合的骨髄移植実験においても、末梢血 B 細胞中の顕著な KO 由来キメリズム低下を

認めたものの、ミエロイド細胞での影響は軽微であり相対的な分化シフトが確認された。 

 次にプライマリーKO マウスの造血幹細胞のバルク RNA-seq を行い、BRD9 が制御するパ

スウェイについて検討を行った。従来の報告の通り、MYC経路の低下が確認された他、酸

化的リン酸化の低下、B 細胞分化関連因子の低下、リボソーム合成系の低下が確認された。

一方、ミエロイド系列の分化は顕著な亢進を認めていた。造血幹前駆細胞を用いて、単一細

胞レベルでの scRNA-seq、各種ヒストン修飾抗体・転写因子による ChIP-seq、クロマチン 3

次元構造を対象とした HiC、オープンクロマチンを評価する ATAC-seq を行い、BRD9 の喪

失がもたらす造血幹細胞の運命制御について統合的な解析を試みた。予想通り、B 細胞分化

のプログラムが多能性前駆細胞のレベルで抑制され、ミエロイド系列への分化を促進する

転写因子のエンリッ

チメントやパスウェ

イの亢進が認められ

た。他に、ヘム合成

系の低下、ミトコン

ドリア膜電位の低下

など加齢性造血に合

致する所見が得られ

た。興味深いことに、



BRD9 の喪失は遺伝子発現を亢進させる傾向にありスーパーエンハンサー部位でのオープ

ンクロマチンの亢進を誘導することを明らかとなった。 

 ChIP-seq の結果から BRD9 は、ncBAF を構成する ATPase である BRG1 はもちろん、クロ

マチンの区画化に不可欠な CTCF や、ブロモドメインファミリー分子である BRD4 とゲノ

ム上で有意に共局在することが明らかになった。特に CTCF との相関は、すべての DNA 結

合タンパクとのモチーフとシミュレーションを行っても、顕著な共局在が確認された（図

2）。実際、ゲノム上での BRD9 の分布は CTCF 部位とプロモーター領域で 70%を占めてい

た。BRD9 喪失時の変動を見ると、BRD4や BRG1 のピークは変化せず、CTCF のみピーク

の亢進が認められた（図 2）。BRD9 は CTCF の発現を直接制御しないものの、CTCF と直接

結合することも明らかになった。CTCF ピークが亢進する箇所を詳細に検討すると、野生型

条件で CTCF が弱く結合する部位で顕著であり、それらがプロモーター部位で生じると有

意に遺伝子発現の亢進が認められた。また、同部位では、H3K4me3や H3K27Ac などの活性

型ヒストンマークの上昇が認められ、Gene Ontology エンリッチメント解析では好中球分化

に関連したオントロジーが最上位に検出された。これらの現象は、KO マウスでの知見に加

えて、PROTAC 技術による蛋白レベルでの BRD9 喪失後、短時間で生じていたことから、

BRD9 による直接的な制御機構の存在が示唆された。とりわけ、ミエロイド分化に関連した

遺伝子では、BRD9 の喪失によってプロモーター・エンハンサーループを介して発現を促進

していると予想された（図 3）。 

 ここまで、正常造血において BRD9 を欠失したモデル、およびその帰結について検討を

重ねてきたが、ミエロイド分化プログラムの更新は BRD9 喪失後に短時間で生じることか

ら、急性骨髄性白血病（AML）モデルにおける KO の影響について考察した。本研究では、

ヒト AML モデルとして汎用されている MLL-AF9 cDNA をレトロウイルスで導入して形質

転換させ、骨髄移植によって発症させるモデルを用いて検証した。興味深いことに、Brd9 は

AML の発症および維持双方において不可欠であり、KO した造血幹細胞に MLL-AF9 を導入

しても AML を発症させることができず、また AML 発症後に KO が成功した個体において

は長期生存を認めた（図 4）。これらに一致して、KO個体では成熟ミエロイド細胞への分化

を強力に促進しており、ATAC-seq によってクロマチン変化を検討すると、KO によってグ

ローバルなオープンクロマチンを認め、同部位のモチーフ解析では CTCF および CTCFL

（BORIS）がトップモチーフとして検出された。すなわち、正常造血と同様に、BRD9/CTF 



部位のクロマチンがオープンとなることがミエロイド分化にお

いて重要な鍵となっていることを見出した。 

 最後に、治療応用に関して、アンチセンスオリゴを用いてBRD9

の転写後制御を正常化し NMD を阻害する治療戦略についても

考察を行った。SF3B1 変異により BRD9 のスプライシング異常を

有するヒト MEL202 細胞の皮下移植モデルにおいて、アンチセ

ンスオリゴの局所投与により腫瘍の縮小効果を認めた。また、全

く別の観点から、BRD9 スプライシング異常を利用した合成致死

について全遺伝子を対象とした CRISPR スクリーニングを行い、

SWI/SNF 複合体の構成因子だけでなく、代謝酵素やシグナル分

子を候補遺伝子として同定し、生体モデルにおける標的妥当性の

検証を重ねている。これらの成果の多くについては、代表研究者

を責任著者として、Nature Communications誌に掲載し、オープン

アクセスとして広く公開されている（doi: 10.1038/s41467-023-44081-6）。 
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