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研究成果の概要（和文）：先天性RUNX1変異を有する家族性MDS患者の非腫瘍細胞である末梢血リンパ球からiPS細胞を
樹立し、これを用いてRUNX1変異と協調する遺伝子異常の解明を行ってMDS発症の分子機構解明を目指した。樹立したiP
S細胞は血液細胞への分化が障害されており、特に巨核球への分化が抑制され機能も低下していた。しかし、長期培養
でも芽球増加は認められず、MDS発症には付加的遺伝子異常が必要と考えられ、家族性MDS患者の網羅的遺伝子解析によ
りCDC25C変異を同定した。

研究成果の概要（英文）：We established RUNX1-mutated induced pluripotent stem cells (iPSs) derived from 
familial myelodysplastic syndromes (MDS) pedigrees. Familial MDS-iPSCs were clearly defective in the 
emergence of hematopoietic progenitors and differentiation of megakaryocytes. The familial MDS-iPSCs are 
thought to be a useful tool to investigate RUNX1 mutant-mediated molecular mechanisms of MDS, however, 
blast cells did not expand during long time culture. Therefore, additional gene abnormalities should be 
required to develop MDS. We investigated gene abnormalities in familial MDS patients with RUNX1-mutations 
using whole-exome sequencing. As a result, we identified recurrent CDC25C mutations to drive malignant 
transformation in familial MDS pedigrees.

研究分野： 血液内科学

キーワード： 家族性MDS　iPS細胞　RUNX1変異　骨髄異形成症候群　CDC25C変異
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 骨髄異形成症候群（MDS）は多段階の遺伝
子異常蓄積を経て発症することが知られて
おり、これまでに様々な遺伝子異常が同定さ
れてきた。中でも RUNX1 変異は常染色体優
性遺伝を呈する家族性 MDS の原因遺伝子異
常である。研究代表者は RUNX1/AML1 転写
因子の正常・異常造血に及ぼす中心的な役割
の解明を目指してきた。これまで明らかにし
た骨髄系腫瘍におけるRUNX1変異結果を図
１に示す。 

 RUNX1 遺伝子の点突然変異が芽球 5%以
上の MDS や MDS から移行した急性骨髄性
白血病（AML）患者の約 20%に認められ
（Blood 2004）、核被害者や化学療法・放射
線治療歴のある人々で高頻度であり（Blood 
2003; J Rad Res 2008; Blood 2009; Blood 
2010）、様々な DNA 障害性要因に対して
RUNX1 が高い感受性を持つ可能性が示唆さ
れた。さらに化学療法剤などの外的要因が、
実際にRUNX1遺伝子再構成を引き起こすこ
とを証明した。 
 さらに、RUNX1 変異の生化学的・生物学
的機能解析によって MDS 分子発症機序の解
明を試み、RUNX1 変異が他の遺伝子異常と
協調して MDS 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
明らかにしてきた。 
 RUNX1 変異体の腫瘍原生を検討するため、
共同研究により N 末（D171N）および C 末
（S291fsX300）変異体レトロウイルスを用
いたマウス移植実験を行ったところ、変異体
導入マウスは MDS 様の造血異常を来たし、
特にN末変異体はEVI1遺伝子と協調して白
血病を発症することを示した（Blood 2008）。
またヒト造血幹細胞にRUNX1変異体を導入
すると、患者病態に類似して、N 末と C 末の
変異体で異なる細胞増殖を再現できること
を見出した（J Cell Physiol 2009）。また、
MDS 発症には複数の遺伝子異常の蓄積が必
要であることから、RUNX1 遺伝子変異と協
調して MDS/AML 発症に関与する遺伝子変
異の同定を試み、RTK～RAS シグナル伝達
系がセカンドヒットの好発部位であること
を明らかにした（Leukemia 2006）。さらに、
RUNX1 変異を有する患者で高発現の BMI1
遺伝子が、RUNX1 変異体と協調して MDS
発症に関わることをヒト造血幹細胞で示し、
マウス移植実験でも確認した。RUNX1 変異

に高率に合併する 7q-の責任候補遺伝子
EZH2 遺伝子と RUNX1 変異体との協調作用
は、共同研究が進行中である。 
 以上の研究代表者らの研究に先立ち、1999
年、常染色体優性遺伝疾患である「高率に急
性骨髄性白血病に進展する血小板異常症
（FPD/AML）」の原因遺伝子異常として
RUNX1 遺伝子変異が同定され、これがその
後の様々な造血器腫瘍の原因遺伝子異常研
究の発端となった。これまでに世界で約 20
家系が報告されており、近年本邦でも相次い
で家系が報告されており、全国調査が開始さ
れた。FPD/AML は、年齢とともに進行する
血小板減少症と骨髄異形成、および白血病移
行が特徴で、家族性 MDS とみなされる病態
である。先天的に RUNX1 変異を有するにも
かかわらず、小児期には無症状か血小板減少
が見られるだけで、白血病移行は成人後の症
例が大半であることから、遺伝子異常の積み
重ね、あるいは何らかの抑制機構の破綻など、
発症に至るまでにはいくつかの段階を経る
必 要 が あ る こ と が 推 測 さ れ て い る 。
FPD/AML 患者の造血幹細胞は、MDS 発症
機序のモデルとして遺伝子異常の積み重ね
や発がん抑制機構の破綻など発症に至るま
での段階を解析できると推測された。 
 
２．研究の目的 
 本研究計画では、RUNX1 変異にどのよう
な多段階の分子異常の蓄積がおこって MDS
発症に至るのかを解明することを目的とし
ている。MDS 症例の網羅的解析を行い、発
症に関与する遺伝子異常の同定を行う。
RUNX1 変異を有する未発症あるいは低リス
ク MDS 状態の FPD/AML 患者の末梢血リン
パ球（非腫瘍細胞）を用いて iPS 細胞を樹立
し、これを用いて生理学的発現量の RUNX1
変異をもつ造血幹細胞への分化誘導システ
ムを確立する。この RUNX1 変異を有するヒ
ト造血幹細胞に、新たに同定した遺伝子異常
を導入することによって MDS 発症の分子機
構解明を目指す。さらに、MDS 治療におけ
る新規分子標的療法の開発につなげること
を目指す。家族性 MDS の原因遺伝子である
RUNX1 変異が、「MDS 幹細胞」を規定する
遺伝子異常であることを証明し、RUNX1 変
異を有する幹細胞が遺伝子異常を積み重ね
ていくことで MDS 発症に至る過程を明らか
にする。 
 本研究の特長は、未発症の家族性 MDS 患
者のリンパ球から iPS 細胞を樹立し、造血細
胞に分化させて MDS 発症機序の解明を試み
る点である。iPS 細胞を用いて造血器腫瘍の
発症機序を解明しようという試みは既に始
まっており、これは iPS 細胞が凍結保存可能
で、未分化性を維持したまま増幅可能である
ことを利用し、iPS 細胞を再分化させること
によって、患者から直接採取することの出来
ない量の疾患細胞を用いた各種解析を行う
というものである。しかし既に腫瘍化した細



胞は様々な遺伝子異常がすでに生じている
ため、iPS 化は困難で成功報告例はわずかで
ある。一方本研究は、単一遺伝子異常のみを
有すると考えられる未発症家族性 MDS 症例
のリンパ球から iPS細胞を樹立する試みであ
る。大量の細胞採取を目的としたものではな
く、iPS 細胞から再分化させた造血幹細胞が
遺伝子異常を獲得して MDS 発症に至る経過
を長期培養期間に観察していく研究である。
これまでにマウス・ヒト過剰発現にて検討し
てきた RUNX1 変異体の生物学的役割を、正
常発現レベルで生理学的に近い状態で検討
できる。他にはない新たな手法であり、MDS
発症機序、特に N 末と C 末の変異体型によ
る違いを解明するうえで有用と考えられる。
また、家族性 MDS においても、孤発性の
MDS 症例の場合と同様に、RUNX1 変異の
タイプによって血球減少が主であったり、白
血病に移行しやすかったりなど、MDS から
の白血病移行率に差がある。このことから、
変異体の生化学的活性に依存した発症機序
や協調遺伝子の相違などが想定される。また、
正常の対立アレルもRUNX1変異を獲得した
場合には、最未分化型の AML(M0)を発症す
ることから、付加遺伝子異常としての
RUNX1 変異も興味深い。できるだけ多くの
家系から、様々なタイプの RUNX1 変異を有
する iPS 細胞を樹立し、様々な協調遺伝子を
導入して、その生物学的活性を比較すること
で、MDS の分子病態が明らかになるものと
期待される。遺伝子異常が明らかになること
で、治療戦略にも有用な情報をもたらす。 
 
３．研究の方法 
１）RUNX1 遺伝子変異による家族性 MDS
家系の検索 
（１）家族性 MDS（FPD/AML）家系の検索 
 研究へのインフォームド・コンセントが得
られた造血器腫瘍（主に MDS・白血病）患
者の骨髄液あるいは末梢血から、DNA・RNA
を抽出する。血液疾患に関する家族歴を患者
および家族から詳細に聴取し、血縁者内に複
数の造血器腫瘍が認められた場合、DNA を
用いた RUNX1 変異解析を行う。変異が同定
された場合、生殖細胞系列での変異を証明す
る目的で口腔粘膜スメアの採取を行い、DNA
を抽出して RUNX1 変異を確認する。
RUNX1 変異体のタイプと造血器腫瘍の遺伝
浸透度についても検討する。 
（２）未発症家族性 MDS 家系構成員の検出 
 RUNX1 変異が同定された造血器腫瘍患者
の血縁者から同意が得た上で、末梢血液を採
取して DNA を抽出し、RUNX1 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 
（１）iPS 細胞樹立 
 白血病を発症していない FPD/AML 患者
や、１）で検出された未発症の家族性 MDS

家系構成員から末梢血リンパ球を無菌的に
単離する。RUNX1 変異体のタイプにより異
なる結果が予測されるため、様々な RUNX1
変異を有する複数の家系から樹立する。iPS
細胞の樹立は、慶應義塾大学で既に確立され
ている方法により、共同研究により行う。 
（２）造血幹細胞への再分化と長期培養 
iPS 細胞をメチルセルロース培養、OP9 また
は MS-5 ストローマ細胞との共培養、あるい
は各種サイトカイン存在下での培養により、
造血幹細胞への分化を誘導する。長期に培養
を行い、形態、表面抗原、増殖能などの変化
を、正常 iPS 分化細胞と比較し、MDS 幹細
胞としての生物学的性状を解析する。様々な
培養期間・分化段階で遺伝子プロファイリン
グ用のサンプルを保存する。 
３）MDS 発症に協調して働く遺伝子の同定 
（１）MDS 幹細胞と正常造血幹細胞の遺伝
子プロファイリングの比較 
 MDS 症例、特に家族性 MDS 症例の次世代
シーケンスによる網羅的解析を行い、DNA
レベルの遺伝子変異に加えて RNA や
miRNA の発現異常を検討し、MDS 発症に関
わる遺伝子異常の同定を行う。RUNX1 変異
幹細胞と正常幹細胞の遺伝子プロファイリ
ングを検討する。遺伝子発現の違いをマイク
ロアレイで検討し、RUNX1 遺伝子異常によ
って引き起こされる造血器腫瘍の分子機序
を解明する。 
（２）RUNX1 変異 iPS 細胞への協調遺伝子
導入 
 樹立した iPS 細胞～造血幹細胞に、これま
でにRUNX1変異の協調遺伝子として同定さ
れている EVI1、BMI1 などの過剰発現遺伝
子をレトロウイルスで導入する。長期に培養
を行い、形態、表面抗原、増殖能などの生物
学的性状の変化を解析して、様々な遺伝子
（正常または異常）の過剰発現による影響や
MDS 発症機序を検討する。 
（３）協調遺伝子導入による遺伝子プロファ
イリングの検討 
 遺伝子導入したRUNX1変異 iPS細胞と正
常 iPS分化細胞との遺伝子発現比較をマイク
ロアレイで検討し、特異的なマーカーを同定
して MDS の根治的治療法の開発につなげる。
また MDS 発症時の遺伝子変化を網羅的に解
析する。 
 
４．研究成果 
 家族性 MDS 由来の 3 種類の iPS 細胞を樹
立し、in vitro で造血幹細胞様の CD34 陽性
細胞まで分化誘導するシステムを確立した。
樹立した家族性 MDS 由来 iPS 細胞は、正常
の iPS 細胞同様、未分化性と多能能を保持し
ていることが確認された。これらの iPS 細胞
を造血幹細胞、さらに各系統の血液細胞へと
in vitro で分化させたが、いずれの血液細胞
へも分化が障害されていることが明らかに
なった。特に、巨核球系への分化が抑制され、
機能低下も認められた。これは、家族性 MDS



家系における巨核球・血小板異常と同様であ
った。さらに、血液前駆細胞への分化も障害
されており、これが家族性 MDS の MDS 原
性・AML 発症の根幹、いわば pre MDS stem 
cell となっていると推測された。しかし、iPS
細胞から分化させた血液細胞を長期培養し
ても、MDS でみられるような芽球の増加は
認められなかった。このことからも、MDS
発症には RUNX1 変異だけでなく、付加的遺
伝子異常が必要であることが明らかになっ
た。そこで、様々な協調遺伝子異常の iPS 細
胞への導入を試みた。しかし、通常の造血幹
細胞には導入可能である遺伝子でも、iPS 細
胞への導入は非常に困難であり、繰り返し試
みているが良好なデータが得られなかった。 
 そのため、ヒト臍帯血由来造血幹細胞やマ
ウス骨髄細胞への導入により、RUNX1 変異
と協調遺伝子異常の協調作用の実証を試み
た。RUNX1 変異体と協調して MDS 発症に
関わる遺伝子異常として、BMI1 遺伝子過剰
発現、Ezh2 欠損を証明し、また RUNX1 の
標的として Hmga2 が造血器腫瘍発症機序に
関わっていることを示した。 
 さらに、全国規模の家族性 MDS 患者調査
分子疫学的調査に班員として参加し、網羅的
遺伝子解析の結果から、FPD/AML 家系構成
員の MDS 発症時に付加的に獲得される遺伝
子異常として、CDC25C 変異を同定した。さ
らに複数の候補遺伝子異常を同定している。 
 以上の結果を踏まえ、RUNX1 変異を含めた
MDS 発症に関わる遺伝子異常の全体像の考察
を行い、現時点での造血器腫瘍発症に関わる
遺伝子異常を図 2に総括した。 
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