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研究成果の概要（和文）：骨髄異形成症候群においてRNAスプライシングに関わる遺伝子群に高頻度かつ特徴的な変異
が認められるが、MDS発症における分子病態は不明である。そこで、本研究では、本遺伝子異常のモデルマウスの作成
ならびに造血系への影響を解析した。Sf3b1ヘテロ欠失マウスおよびSrsf2変異マウスを用いた造血系の解析では、造血
幹細胞数が減少し、造血再構築能が低下していること、さらにはSrsf2変異マウスにおいて特徴的なRNAスプライシング
変化が観察された。

研究成果の概要（英文）：Frequent mutation in RNA splicing factors is a cardinal feature of 
myelodysplastic syndromes. To understand their molecular mechanisms, we constructed model mice for these 
alterations in this study. In Sf3b1 hetero knockout mice and Srsf2 mutant conditional knock-in mice the 
number of hematopoietic stem cells are lower than those in wild type mice, and these repopulation 
capacities are also reduced. And RNA sequencing of hematopoietic stem/ progenitor cells from Srsf2 
mutated mice showed abnormal exon usages in many genes. Thus, in conclusion, these findings suggest that 
RNA spliceosome mutations lead to deregulated hematopoietic stem cell functions likely due to abnormal 
RNA splicing.

研究分野： 血液腫瘍学・分子遺伝学
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１． 研究開始当初の背景 

骨 髄 異 形 成 症 候 群 （ Myelodysplastic 

syndromes, MDS）を対象とした全エクソン
解析研究により、RNA スプライシングに関
わる遺伝子群に高頻度かつ特徴的な体細胞
変異が生じてことが明らかとなった。遺伝学
的な観察結果などからは、MDS の分子病態
において重要な分子異常であると認識をさ
れているが、MDS の発症・進展などの病態
形成に如何に関わっているのかは、不明であ
った。 

 

２．研究の目的 

本研究では、よりゲノム病態に則したマウス
モデルを構築し、さらには次世代シークエン
サーを活用したトランスクリプトーム解析
を通じて、スプライシング異常と MDS を結
ぶ分子メカニズムを正確かつ詳細に解明す
ることを目指す。 

 

３．研究の方法 

先行して行ったウィルスベクターを用いた
強制過剰発現系による検討（Nature 2011）で
は、広範な遺伝子の RNA スプライシングに
異常が生じていることが明らかとなった。し
かし、変異体導入細胞では細胞増殖が阻害さ
れ、如何にして本変異を獲得した造血幹細胞
HSC もしくは前駆細胞がクローナルに増殖
し、MDS 病態を形成していくのかについて
は、不明であった。 

臨床検体において、RNA スプライシング分
子変異は、ZRSR2 変異を除き、全例でアレ
ルが保たれたヘテロ変異として観察される
ことから、過剰発現系では、MDS 症例にお
ける分子病態を再現されない可能性が推測
された。そこで、本研究では生理的な発現量
での評価を行うために、変異体のコンディシ
ョナル・ノックイン（cKI）マウスまたはコ
ンディショナル・ノックアウトマウスの構築
を行った。同マウスおよび Sf3b1 欠失マウス
を用いた造血系の解析並びに次世代シーケ
ンス技術を用いた網羅的なトランスクリプ
トーム解析による RNA スプライシングへの
影響を検討した。 

 

４．研究成果 

本研究では内因性の発現制御による生理的
な 発 現 量 で の 評 価 を 行 う た め に 、
U2AF1_S34F変異およびSRSF2_P95H変異
においては Cre-loxP システムによる変異体
のコンディショナル・ノックイン（cKI）マ
ウス（図１）、不活化変異が大半を占める
ZRSR2 についてはコンディショナル・ノッ
クアウトマウスの作成を行った。 

 

 図１（右上）Cre-loxP システムを用いたコ
ンディショナル・ノックイン・アレルの構
築。Cre 発現に伴い、野生型のエクソンが
欠落し、逆位に挿入をされていた変異を有
するエクソンが読まれる。 

 

新規遺伝子操作マウスの構築と並行して、遺
伝子変異が最も多く認められる SF3B1 を欠
失させたマウスの造血系の解析を行った。
Sf3b1 をホモ欠失させた個体は胎生致死であ
るが、ヘテロ欠失マウスは軽度の骨格異常を
認めることが報告されているが、これまで造
血系に関する評価はされていない。末梢血所
見においては、ヘテロ欠失マウスの野生型マ
ウスと有意な差は認められなかったが、骨髄
において HSC 分画が減少していることが明
らかとなった。純化した HSC を用いた競合
移植実験では、野生型マウスの HSC を用い
た実験結果に比し、造血再構築能が低下して
いることから、HSC において重要な役割を担
っていることが明らかとなった（図２）。
（Leukemia. 28:1844-50, 2014） 

図２ 左：Sf3b1 ヘテロ欠失マウスでは
HSC(CD34-KSL)数が野生型マウスに比し
減少している。右：純化した HSC を用い
た競合移植後の末梢血キメリズム 

 

ただし、SF3B1 変異例に特徴的な環状鉄芽球
や血球の異形成など MDS 様の病態は観察さ
れず、変異アレル特有の効果が必要であると
考えられた。 

 

U2AF1およびSRSF2-cKIマウス作成におい
て genotyping 上、目的のマウスが得られた
ため、Mx-Cre マウスとの交配を行った。同



マウスに pIpC を投与し、造血細胞特異的に
変異アレルが誘導発現することが確認され
た。そこで、バッククロスが進んでいる
Srsf2-P95HcKI マウスを用いた造血系の解
析ならびに RNA 解析を重点的に進めた。
P95H 変異は SRSF2 変異の中で最も高頻度
に、特に CMML 例に多く認められる異常で
ある。造血細胞系列に特異的に発現する
vav1-Cre アレルを持つ遺伝子改変マウスと
交配をさせ、造血細胞特異的に SRSF2 変異
体を発現させたマウスを用いることで、野生
型アレルとほぼ近似した変異アレル発現量
となる、MDS 患者で観察される遺伝子異常
を再現した。12～15 週齢のマウスの解析に
おいて、末梢血には有意な所見は観察されな
かったが、骨髄中の HSC 数が、同腹の野生
型マウスと比し少なく、本観察結果は非競合
移植実験においても再現された（図３上）。
野生型マウスとの競合移植実験では、変異体
マウス由来のキメリズムは低く（図３下）、
先に行ったレトロウィルスベクターを用い
た強制発現実験（Nature 2011）と類似した観
察結果であった。 

図３ Srsf2-P95HcKI マウスにおいて
HSC 数が有意に少ない（緑：野生型アレ
ルマウス、橙：変異アレルマウス）上：HSC

数、下：全骨髄を用いた非競合移植後マウ
スの骨髄解析結果 

 

すなわち、SRSF2 変異による造血系への影
響は認められたが、クローン性増殖に代表さ
れる MDS 病態への寄与は本マウスにても再
現されていない。一方で、HSC を含む造血前
駆細胞由来の RNA のシーケンス解析では、
exon usage に特徴的な変化が認められ、別研
究で検討中の SRSF2 変異陽性 MDS 例の
RNA シーケンス解析においても同様に観察
されており、SRSF2 変異により生じたスプ
ライシング変化であると考えられた。 

今後、スプライシング変化を生じている遺伝

子群の中で、MDS 病態に寄与する標的分子
の同定を進めるとともに、U2AF1 ならびに
ZRSR2 の遺伝子操作マウスの解析を順次行
っていく。また、MDS 患者において、何故、
RNA スプライシング関連分子変異を有する
細胞がクローナルに増殖しうるのか、共存す
る遺伝子異常や老化の影響なども含めて、検
討を進める予定である。 
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