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緒緒  言言  

 
シーケンス技術の革新的進化により急性骨髄性白血病（AML）のあらゆる遺伝子変異が洗い出され、それぞれの  

遺伝子変異に応じた特異的な治療法が開発されている。国内外の様々な研究グループにより遺伝子発現異常・遺伝子 

変異の有無により予後の層別化が進んでいるが、未だに病態解明が十分でなく有効な治療が存在しない群も絞り込まれ

てきた。例えば、AML 全体の 6～11％で検出される EVI1 遺伝子の高発現は独立した予後不良因子であり、再発リス

クならびに治療抵抗性と相関していることが知られている［1］。興味深いことに、EVI1遺伝子をコードする3番染色

体長腕の逆位（inv(3)）や転座（t(3;3), t(3;21)など）により、EVI1 の発現が誘導されることが知られている。その    

メカニズムとして、GATA2 のエンハンサーがEVI1 の上流に組み込まれて遺伝子発現が誘導される機構が実証されて

いる［2］。これまでにEVI1遺伝子が造血幹細胞の自己複製能を亢進させ、マウスモデルで白血病を惹起することが知

られているが、EVI1 遺伝子の下流標的を含めて治療応用につながる有効な標的や戦略は見出されておらず、多くの先

行研究にもかかわらずEVI1の異常を有するAMLに対して特異的な治療法の開発には至っていない。その理由として

以下の二つが克服すべき課題である。まず、EVI1 は上流の MDS1 も含めて MECOM 遺伝子として転写されるが、 

スプライシングバリアントが多数存在し、どのバリアントが AML 発症に寄与しているか十分に解明されていない。 

また、臨床上EVI1異常単独で発症することはなく、他の遺伝子変異と合併するが、協調作用を反映したマウスモデル

が存在せず、研究開発における障壁となっている。 
 

方方  法法  

 
11.. 大大規規模模AAMMLLデデーータタベベーーススをを用用いいたた変変異異解解析析おおよよびびククロロママチチンン構構造造異異常常解解析析  

Memorial Sloan Kettering Cancer CenterのMSK-IMPACT™ データベース等を用いて、 inv(3)あるいは t(3;3)を
含むAML患者を抽出し、造血器腫瘍において繰り返し生じている体細胞変異の検索を行った。またそれらのサンプル

の遺伝子発現解析やスプライシング異常の評価を既報の手法を用いて行った［3］。 
22.. ママウウススモモデデルルのの作作製製  
我々のグループの山嵜らは、2 つの大腸菌人工染色体を連結する技術を用いてヒトの 3q21 領域と 3q26 領域との間

の逆位を再現し、このコンストラクトをもつトランスジェニックマウスを作製した［2］。これらを、すでに骨髄異形成

症候群モデルとして報告されている Mx1-Cre; Sf3b1K700E/WTマウス［4］と交配することによりヒト AML を模倣した

マウスモデルを作出した。これらをもとに in vivoでの協調作用の評価を行った。 
33.. 新新規規MMEECCOOMMババリリアアンントトのの機機能能評評価価  

DNA 結合能を評価するために 293T 細胞に HA タグを付加した cDNA を発現させ HA 抗体によりクロマチン免疫 

沈降および次世代シーケンスによる結合部位の評価およびモチーフ解析を行った。 
44.. MMEECCOOMMススププラライイシシンンググ機機構構のの解解明明  
既報の手法を用いてミニジーンプラスミドによりMECOMに人為的な変異を導入し［3］、分岐部位やスプライシン

グエンハンサーの同定を行った。また先天性の MECOM 関連症候群の患者検体からスプライシング異常を誘導する 
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イントロン変異の探索を試みた。 
  

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．SSFF33BB11変変異異はは iinnvv((33))//tt((33;;33))AAMMLLにに最最もも多多いい遺遺伝伝子子変変異異ででああるる  
SF3B1遺伝子変異は63例の inv(3)/t(3;3)AMLのうち、17例（27％）で検出され、最も高頻度に認められる体細胞

変異であった（図1）。このほかには、NRAS、PTPN11、KRAS変異など、RAS－MAPKシグナル伝達経路を活性化

する変異が続いて高頻度に検出された。SF3B1遺伝子変異はMDSの一亜型（環状鉄芽球を有するMDS、MDS with 
RS）では70％程度に認められるが、AML全体では5％以下と稀である。すなわち、inv(3)/t(3;3)AMLに特にエンリッ

チしていることが示されたため、その協調機構が存在するものと考えられた。RNA-seq による解析では遺伝子発現の

変化とスプライシングの変化の大部分は、それぞれ、inv(3)/t(3;3)とSF3B1変異によって惹起されていた。 

 
図1．inv(3)/t(3;3)AML患者における体細胞変異の解析結果 

各遺伝子変異の患者あたりの重なり（左）と頻度（右）を示した。 
  
22．．SSFF33BB11変変異異はは iinnvv((33))とと iinn  vviivvooでで協協調調的的にに形形質質転転換換をを誘誘導導しし、、MMDDSS//AAMMLLをを発発症症ささせせるる  

Mx1-Cre; Sf3b1K７００E/WTモデルと inv(3)トランスジェニックマウスを交配し、それぞれの骨髄細胞を2×10６細胞ず

つ、放射線照射（9.0 Gy）による前処置を施したレシピエントマウスに移植した。その結果、コントロール群と比較し

て明らかなmyeloid skewingやB細胞系への分化障害を認め、早期にMDS/AMLを発症し、有意差をもって生存期間

の短縮が確認された（図2）。骨髄細胞内ではより多くの造血幹前駆細胞が認められ、形態的に未分化な骨髄細胞の増加

や、脾臓への骨髄系細胞の浸潤が観察された。さらに、2次移植においてもより早期にAMLを発症させることから、

腫瘍性造血幹細胞分画の増大や自己複製能の亢進が示唆された。 
33．．SSFF33BB11変変異異にによよるる新新規規MMEECCOOMMババリリアアンントトのの発発見見ととそそのの機機能能評評価価  

SF3B1 によるスプライシング変化のうち、驚くべきことに最も顕著に認められるものが MECOM 遺伝子そのもの

のスプライシング異常であった。MECOM の intron12 と exon13 間の 3'スプライス部位が 18 塩基 exon12 側に移動

し、インフレームで 6 アミノ酸が挿入される新たなバリアントが SF3B1 変異を有する細胞にのみ確認された    

（図 3、4）。同部位はDNA 結合に重要な ZF2 ドメインであり、野生型と＋18 変異体を用いたChIP-seq によりゲノ

ムへの結合パターンが異なり、＋18 変異体ではより HOX 遺伝子の標的配列にエンリッチメントしていることを明ら

かとした（図5）。 
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図2．Mx1-Cre; Sf3b1K７００E/WT/inv(3)マウスを用いた移植実験 
それぞれ、コントロール群、単独モデル、ダブルモデルの計 4 群で比較を行った。  

移植後の生存曲線（a）と末梢血中の有核細胞において Myeloid 系列および B 系列

の細胞が占める割合（b）を示した。 
 

 
 

図3．SF3B1変異によるMECOMのスプライシング異常 
Zn2 domainにおける6アミノ酸の挿入がSF3B1変異症例においてのみ認められる 

ことを RNA-seq の結果と合わせて提示した（a）。今回同定した新規バリアントの  

比率をプロット図として示した（b）（P＜0.0001、Unpaired t test）。 
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図4．SF3B1変異によるexon12-exon13間の18塩基の挿入 
RT-PCRによりSF3B1変異を有する細胞（赤字）においてのみ新規バリアントが確認

された（a, b）上側のバンドを抽出してSanger法により配列を確認し、インフレーム

であることを確認した（c）。 
 

  

図5．ChIP-seqにおけるモチーフ解析 
MECOM野生型、MECOM＋18（新規バリアント）を293Tに発現させChIP-seqによ

り結合部位を評価した。つづいて、両者で結合に差が認められる領域をHomer解析に  

より結合モチーフの推測を行った。MECOM野生型と比較して新規バリアントの結合

が弱い部位（a）と強い部位（b）での解析結果を示す。 
  
44．．SSFF33BB11変変異異体体はは通通常常ととはは異異ななるる塩塩基基をを認認識識ししててMMEECCOOMMののススププラライイシシンンググ異異常常をを誘誘導導すするる  

exon12 から exon13 間のゲノム配列をサブクローニングしたミニジーンプラスミドを作製し、プラスミド上で

MECOM に人為的な変異を多数導入することで、分岐部位やスプライシングエンハンサーの同定を行った。これによ

り、SF3B1変異細胞では、通常とは異なる塩基を分岐部位として認識すること、また18塩基の中にはスプライシング

エンハンサーが存在しており同部位を塩基置換するのみで異常なバリアントが消失することを明らかとした。また、先

天性に胚細胞レベルでMECOM 変異が認められる患者の中に、我々が着眼している 3'スプライス部位がAG からAA
に置換した重症例を認め、同患者では SF3B1 変異細胞と同じく 18 塩基がインフレームで挿入された新規バリアント

が検出された。これらの知見は新しく同定されたアイソフォームが疾患の原因となることを強く示唆すると考えられる。 
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