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研究成果の概要（和文）：がんの発症における新たな変異獲得によるクローン選択の過程は、ランダムな過程で
はなく、発症以前に生じた変異や環境に依存すると考えられているが、その分子論的基盤は十分に理解されてい
ない。本研究では、代表的ながんである白血病において有意に共存しやすい組み合わせの遺伝子変異に焦点をあ
てて、同一の遺伝子変異の組み合わせを有するものの、変異の獲得順序の違うマウスモデルを構築し、最新のゲ
ノム解析技術を用いて、変異の獲得順序や細胞間相互作用がクローン進化メカニズムの過程に及ぼす影響につい
て分子レベルでの解明を行った。

研究成果の概要（英文）：Next-generation sequencing technology have revealed a comprehensive registry
 of driver mutations recurrently found in MDS patients. It has also been revealed that driver 
mutations are acquired and positively selected in a well-organized manner to allow for expansion of 
the initiating clone to compromise normal hematopoiesis. To understand the molecular mechanisms 
underlying the clonal evolution of leukemic clones, we generated several mice models-- 1) mice with 
different combination of driver mutations among the four driver mutations (SRSF2, STAG2, ASXL1, 
RUNX1) that is frequently observed in “chromatin-spliceosome” mutated AML subtypes, 2) 
pre-leukemic mice models using RCAS/TVA mediated gene transfer which harbored several combinations 
of mutations but the order of acquisition of the mutations are different. This study elucidated the 
contribution of the order of mutation acquisition to the clonal evolution of cancer.

研究分野：腫瘍学、血液腫瘍学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
急性骨髄性白血病は、加齢に伴い造血幹細胞に遺伝子変異が蓄積して発症する腫瘍性疾患であり、高齢化に伴い
患者数が増加している。造血幹細胞が複数の変異を獲得し、クローン選択によって高度な多様性をもった細胞集
団が形成される分子メカニズムについては、発症の本質に関わる問題であるにもかかわらず、なお多くが不明で
ある。本研究成果は、同一の遺伝子変異の組み合わせを有するものの、変異の獲得順序の違うマウスモデルを用
いて、がんの発症におけるクローン選択の過程の分子病態を明らかにしたもので、将来的には、難治性がんの治
療成績向上に資する可能性がある意義深い研究成果と考えている。

※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 
 

近年高度に進化したシーケンス技術によって、遺伝子変異に基づいて直接的にがんの多様性

や進化を論ずることが可能となった。申請者を中心とする研究グループは、造血器腫瘍を含む

様々ながんのゲノム解析研究の分野で 1) RNA スプライシング因子(Yoshida et al., Nature 

2011)やコヒーシン複合体の異常(Kon et al., Nat. Genet. 2013)など、従来想像できなかった

「新たな変異標的」の同定、2)遺伝子変異に基づく新たな病型の同定、3)遺伝子変異の観点から

描出される腫瘍内多様性の理解などに関して重要な貢献を行ってきた。一方、こうして得られた

成果からは、新たに、がんの初期発生やクローン進化に関して新たな疑問も浮き彫りにされた。

がんの発症の過程で獲得される遺伝子変異には、しばしば強い共存・排他関係が存在すること、

一つのがん組織のなかで同一遺伝子に生ずる異なる変異が観察されることは、がんにおける新

たな変異獲得によるクローン選択がランダムな過程ではなく、発症以前に生じた変異や環境に

強く依存することを示唆している。しかし、その分子論的な背景については、がんの病態の本質

的な疑問であるにもかかわらず、ほとんど明らかになっていない。また、クローン選択において

重要な役割を果たす新たな分子標的が明らかになれば、治療抵抗性のがんに対して従来にない

新規の治療標的を提供できる可能性も期待できるが、その分子論的基盤は十分に理解されてい

ない。 

 

 
２．研究の目的 
 

がんは、単一の細胞を起源として増殖した(=クローン選択をうけた)、遺伝的に多様性に細胞

集団の異常な振る舞いによって引き起こされる疾患である。この増殖・選択は、ドライバー変異

と総称される一群の体細胞変異によって駆動されることから、ドライバー変異の同定と、それが

クローン選択を生ずるメカニズムの解明は、「がんはなぜ生じるか」を理解する上での中心的な

テーマといえる。 

代表的な「がん」である白血病の発症過程においては、腫瘍の起源となる遺伝子変異がしばし

ば造血幹細胞レベルで生じ、そこから、新たな変異の獲得とクローン選択によって、造血器腫瘍

の発症にいたると考えられている。さらに、近年、健常高齢者や骨髄不全状態の患者では、白血

病で頻繁に認められるドライバー変異を有する「クローン性造血」が高頻度に認められることが

報告されている(Jaiswal et al., NEJM 2014, Genovese et al., NEJM 2014)。白血病の各症例

においては複数の遺伝子変異が共存してみられるが、興味深いことに、白血病幹細胞において遺

伝子変異はランダムに獲得されるのではなく、ヒエラルキー(階層性)を持って段階的に獲得さ

れること、しばしば強い共存・排他関係が存在すること、一つのがん組織のなかで同一遺伝子に

生ずる異なる変異(“parallel 変異”)が観察されることも明らかになった（Haferlach et al., 

Leukemia 2014）。さらに、変異の獲得順序により、最終的には同じ組み合わせの遺伝子変異をも

っていても病態が大きく変わることも報告された(Ortmann et al., NEJM 2015)。この観察結果

は、がんの発症における新たな変異獲得によるクローン選択がランダムな過程ではなく、それ以

前に生じた変異細胞や造血環境（ニッチ）との相互作用ががんのクローン進化において重要な役

割を担うことを示唆しているが、その分子論的基盤は十分に理解されていない。そこで、本研究

では、病態を模倣するマウスモデルや、最新のゲノム解析技術を用いて、変異の獲得順序や細胞

間相互作用がクローン進化メカニズムの過程に及ぼす影響について分子レベルで理解すること

を目的とする。 

 



 
３．研究の方法 
 

上述の研究目的を達成するために、代表的ながんである白血病において有意に共存しやすい

組み合わせの遺伝子変異に焦点をあてて、遺伝子変異の獲得順序がクローン進化メカニズムに

及ぼす影響を探索した。 

第一に、”Chromatin–spliceosome ”グループと呼ばれる予後不良の同一の病型グループに

分類され(Papaemmanuil et al, NEJM 2016)、さらに互いに有意に共存しやすく、変異獲得順序

に一定のヒエラルキー（階層性）があることを我々が明らかとした４つの遺伝子変異 (RNA スプ

ライシング因子 SRSF2、コヒーシン複合体 STAG2、転写因子 RUNX1、ポリコーム複合体 ASXL1 の

変異)に着目した。 Stag2 と Runx1、Stag2 と Asxl1、Stag2 と Srsf2 のダブルミュータントマ

ウトマウスの病態解析を進め、それぞれの変異の組み合わせの違いによる MDS 発症機構の相違

の検討を行った。 

第二に、造血幹細胞特異的遺伝子導入システムと CRISPR/Cas9 によるゲノム編集技術を用い

て、MDS および AML における主要な複数のドライバー遺伝子変異を in vivo でごく一部の造血幹

細胞に導入したマウスを作成し、白血病発症におけるクローン進化の過程をモデリングした。具

体的には、まず初めに、造血幹細胞分画に特異的に高発現する Evi1 遺伝子座の下流に、トリ細

胞に特異的に発現する TVA 遺伝子を導入した Evi1-TVA ノックインマウス(Tajima et al., Sci 

Rep. 2017)と、Rosa26 遺伝子座に Cas9 遺伝子がノックインされたマウスを交配させた。白血病

のドライバー変異として知られる複数の遺伝子に対するガイド RNA を発現するウイルスベクタ

ー作成してプールし、経静脈的にマウスに感染させた。このウイルスは、Rcas ウイルスを改変

したレンチウイルスであり、TVA 遺伝子を発現する細胞のみに特異的に感染するため、一部の造

血幹細胞のみに目的の遺伝子変異を導入することが可能であった。遺伝子導入できた細胞を蛍

光マーカーにより追跡することにより、ドライバー遺伝子変異を導入された細胞がクローン選

択を受ける過程の解明を行った。さらに、マウス由来の造血幹細胞を ex vivo で増幅させ、

CRISPR/Cas9 技術を用いて高効率に遺伝子変異を導入し、多数の造血幹細胞をレシピエントマウ

スに移植することで、放射線照射によるストレスのない生理的な条件下で生着可能なマウスモ

デルを用いて、同一の遺伝子変異の組み合わせを有するものの、変異の獲得順序の違うマウスモ

デルの構築を進めた。 

 
 
４．研究成果 
 

第一に、”Chromatin–spliceosome”グループと呼ばれる予後不良の同一の病型グループに分

類され、さらに互いに有意に共存しやすく、変異獲得順序に一定のヒエラルキー（階層性）があ

ることを我々が明らかとした遺伝子変異 (SRSF2、STAG2、RUNX1、ASXL1の変異)に着目した。ま

ず、Stag2とRunx1に関するダブルノックアウトマウスの解析を通じて、Stag2とRunx1は、染色体

のエンハンサー領域において共局在しており、両者が欠失することによって、エンハンサー-プ

ロモーターのループ構造が破壊される結果、遺伝子発現調節の異常をもたらす結果、MDSを発症

することを見出した。さらに、Stag2 とAsxl1、Stag2 とSrsf2のダブルミュータントマウスをそ

れぞれ作出し、両変異の協調によるMDS発症メカニズムの解明を進めている。これまでに、異な

る遺伝子変異の組み合わせで、異なる表現型および分子病態を示すことを明らかにしており、造

血細胞を用いた網羅的なトランスクリプトーム解析、ATAC解析により、病気の発症におけるその

詳細な分子メカニズムの解明を継続する予定である。 



 

第二に、白血病クローン進化過程を、骨髄移植を用いないより生理的な実験系でモデリングす

るために、Rcas/TVA システムを用いて造血幹細胞特異的遺伝子導入モデル動物の作成を行った。

白血病の既知のドライバー遺伝子計 17遺伝子に対して、各 4-10 個の gRNA を発現するレンチウ

イルスベクター作成した。まず、マウス由来細胞株である 3T3 細胞にレンチウイルス gRNA ベク

タを感染させ、マーカー遺伝子でソーティングした細胞から DNA を抽出し、gRNA の標的領域の

ディープシーケンスにより、切断効率に優れた gRNA を選択した。その後、gRNA レンチウイルス

を経静脈的にマウスに感染させ、経時的に末梢血での蛍光マーカーを追跡することにより、造血

幹細胞に遺伝子変異を導入した。１年間の観察にて、変異を導入したい造血幹細胞が多様なパタ

ーンのクローン選択を受けることを明らかにした。このように、少数の造血幹細胞に in vivo で

遺伝子変異を導入し、初期の遺伝子異常の獲得からがん発症・進展に至るまでの挙動を評価する

のに有用なモデル動物を作成することができた。さらに、造血幹細胞を ex vivo で増幅し、上述

のドライバー遺伝子について CRISPR/Cas9 システムを用いてノックアウトするシステムの確立

を行った。まず、マウス由来の造血幹細胞を ex vivo で増幅させ(Wilkinson et al., Nature 

2019)、CRISPR/Cas9 技術を用いて高効率に遺伝子変異を導入し、多数(1x106個以上)の造血幹細

胞をレシピエントマウスに移植することで、放射線照射によるストレスのない生理的な条件下

で生着可能なマウスモデルを用いて、同一の遺伝子変異の組み合わせを有するものの、変異の獲

得順序の違うマウスモデルの構築を試みた。引き続き本研究を継続し、変異の獲得順序によって、

ドライバー変異の獲得順序ががん細胞そのものの振る舞いにどのような影響を与えるのか、 初

期のクローン選択に続く新たな変異を獲得した細胞が、それ以前に生じた変異細胞や造血環境

との間にどのような相互作用を生じるかの探索を行う方針である。 
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