
1 

 

博士論文 

 

論文題目  Frequent pathway mutations of splicing machinery  

in myelodysplasia 

（骨髄異形成症候群で高頻度にみられる 

RNA スプライシング関係遺伝子変異） 

 

氏名  吉田 健一 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2 

 

要旨 

骨髄異形成症候群（MDS）の分子メカニズムとしては従来からいくつかの遺

伝子変異や染色体異常が報告されていたが、それらの多くは他の骨髄性腫瘍で

もみられ、MDS に特徴的な異常は少なかった。29 症例の MDS および関連疾患

の全エクソンシーケンスを行うことにより、MDS では SF3B1、SRSF2、

U2AF1、ZRSR2 などの RNA スプライシング因子の遺伝子変異が高頻度かつ特

異的にみられることを見出した。同定された RNA スプライシング因子の変異

は変異例において排他的にみられていて、多くの遺伝子が 3’スプライス部位の

認識に関わる遺伝子であることから、共通のメカニズムで MDS の発症に寄与

していると考えられた。 
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序文 

 骨髄異形成症候群 

骨髄異形成症候群（Myelodysplastic syndromes、MDS）は血球産生と分化の異

常による血球減少と、急性骨髄性白血病（Acute myeloid leukemia、AML）への

移行を特徴とする腫瘍性疾患である 1。MDS の患者数は正確には把握されてい

ないものの、米国では年間に 1 万人以上が罹患すると推定されている 2。現時

点での治癒の期待できる唯一の治療は造血幹細胞移植であるが、患者の多くが

高齢者であり副作用の観点からその適応は限られており、予後は不良である。

したがって、MDS の治療成績向上のためには、MDS 発症に関わる遺伝子異常

を明らかにし、分子標的を同定することや、より正確に予後を予測して治療を

選択することが必要である。 

WHO 分類 3における MDS の定義の主要な要素の一つがクローナルな造血で

あるが、MDS 発症には未熟な造血幹細胞が体細胞変異を獲得して優位性を獲得

し、最初は局所的にクローンを形成し、やがて骨髄全体で優位性を獲得して循

環している成熟した細胞もほとんどがクローン造血由来のものになるという過

程をとると考えられている 1。 一方、MDS のもうひとつの特徴として、少な

くとも低リスク MDS では造血幹細胞でアポトーシスが増加していると考えら

れており、骨髄内で未熟な赤芽球や顆粒球、単球、巨核球にアポトーシスが起
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こり、汎血球減少をきたすと考えられる。したがって、MDS 発症には造血幹細

胞において機能獲得をもたらす遺伝子異常に加えて、造血前駆細胞の機能喪失

をきたすような遺伝子異常も必要だと考えられている 1。 

従来から MDS においてはいくつかの遺伝子の変異や染色体異常が報告され

てきたが、これまで MDS において報告されていた遺伝子変異（RAS4、TP535、

RUNX16,7、ASXL18、c-CBL9-11、DNMT3A12、IDH1/213、TET214,15、EHZ216,17な

ど）や染色体異常の多くは MDS とは形態学的にあるいは臨床的に異なった特

徴を有する骨髄性腫瘍である AMLや骨髄増殖性腫瘍（Myeloproliferative 

neoplasms、MPN）などの MDS 以外の骨髄性腫瘍（表 1）でも同程度あるいは

より高頻度にみられており、MDS に特徴的な遺伝子変異は少なく 18、MDS の

特徴的な病態を説明する遺伝子異常は同定されていなかった。 また、20％程

度の MDS 症例では従来の方法ではまったく遺伝学的な異常を検出できていな

かったため 11、MDS の原因となっている遺伝子異常の理解は十分ではないと考

えられていた。 
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表 1 WHO 分類 3による骨髄性腫瘍の分類 

 

 

次世代シーケンサーを用いた遺伝子解析 

がんは遺伝子異常が蓄積することにより生じるが 19、がんの生物学的理解、

診断技術の向上や標的治療の開発のためにはがんにおける点変異、コピー数異

常、構造異常などの様々なゲノム異常の解析が必要である。我々のゲノムはハ

プロイドあたり約 30 億塩基からなっており、2 万 4 千～5 千種類のタンパクコ

骨髄異形成症候群（MDS）

単血球系異形成を伴う不応性血球減少（RCUD）

鉄芽球性不応性貧血(RARS)

複数血球系異形成を伴う不応性血球減少（RCMD）

芽球増化を伴う不応性貧血（RAEB）

5q-症候群

分類不能方骨髄異形成症候群（MDS-U）

骨髄増殖性腫瘍（MPN）

慢性骨髄性白血病（CML）

慢性好中球性白血病（CNL）

真性赤血球増加症（PV）

原発性骨髄線維症（PMF）

本態性血小板血症（ET）

慢性好酸球白血病（CEL）

肥満細胞症（mastocytosis）

骨髄異形成/骨髄増殖性腫瘍(MDS/MPN)

慢性骨髄単球性白血病（CMML）

非定型性慢性骨髄性白血病、BCR-ABL1陰性（aCML）

若年性骨髄単球性白血病（JMML）

著明な血小板増加を伴い環状鉄芽球を有する不応性貧血（RARS-T）

急性骨髄性白血病(AML)

芽球の形態や遺伝学的情報により様々なサブタイプにわけられる
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ード遺伝子を持っている。これらの塩基配列のすべてを決定するためのヒトゲ

ノムプロジェクトにより、2001 年に初めてヒトゲノムが解読された 20。これに

よりヒトリファレンスゲノム配列が得られ、がんにおけるゲノム変異、遺伝性

疾患の発症責任遺伝子などの解析が加速している。 

また、従来のシーケンス技術では一人のゲノムの解読に 13 年もの年月がか

かっていたが、近年の次世代シーケンス技術の発達により現在ではヒトゲノム

を最短 1 日で解読できるようになった。次世代シーケンサーの技術は、断片化

した DNA（リード）を数十億本も同時に並行して読む方法をとっており、この

技術は大量並列シーケンス技術（massively parallel sequencing）と呼ばれる 21-

24。これにより従来のキャピラリーシーケンサーに比べて 1 回の解析で 100 万

倍以上もの大量の塩基情報を得ることができるようになった。次世代シーケン

サーを使用したゲノム解析には主に全ゲノムシーケンスと全エクソンシーケン

スに代表される全ゲノムのうちの一部の領域のみを解析するターゲットゲノム

シーケンスがある。全エクソンシーケンスはヒトゲノムの約 1.3%のみを占める

タンパクをコードする領域のみに解析対象を絞る方法である。遺伝子再構成や

non-coding 領域の解析は難しいが、ヒトの疾患の原因となる遺伝子異常の約

85％はコーディング領域にあると推定されていることからも 25、効率的な方法

である。過去に Vogelstein らは従来の Sanger 法を用いて悪性膠芽腫のエクソン
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シーケンスを行い、IDH1 遺伝子変異の同定に成功し、その有効性を示してい

た 26。次世代シーケンサーを使用した全エクソン解析ではより効率よく網羅的

に解析が可能である。現在、最も広く使用されている Agilent 社の SureSelect と

いうシステムでは対象配列に相補的な bait と呼ばれる cRNA プローブを用い

て、溶液中でハイブリダイゼーションによって標的配列を含む DNA のみを濃

縮している（図 1）。ターゲットゲノムシーケンスでは全ゲノムシーケンスに比

べて一度に大量のサンプルの解析が可能であり、全エクソン解析により多く 

図 1 ターゲットゲノムシーケンス（エクソンシーケンス）（） 

ゲノム上の解析を目的とする標的配列（エクソンシーケンスの場合は、全ての

遺伝子のエクソン）に相補的なプローブを設計し、断片化した DNA と溶液中

でハイブリダイゼーションを行ったあと、プローブを磁気ビーズで純化する。

（文献 22 より引用） 
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の新規の標的遺伝子が同定されていた 27-29。そこで、本研究では MDS の遺伝

子変異の全貌を明らかにし、MDS 特異的な変異を明らかにするため、MDS お

よび関連する骨髄性腫瘍について全エクソンシーケンスをはじめとするゲノム

解析を行った。 

 

方法と材料 

 検体 

29 症例の様々な病型の MDS および関連する骨髄性腫瘍である慢性骨髄単球

性白血病（Chronic myelomonocytic leukemia、CMML）、骨髄異形成に関連した

変化を有する急性骨髄性白血病（Acute myeloid leukemia with myelodysplasia-

related changes、AML/MRC）を対象に全エクソンシーケンスおよび SNP アレイ

を用いたコピー数解析を行った（表 2）。骨髄あるいは末梢血から採取した腫瘍

DNA と同一患者から採取した CD3 陽性 T 細胞あるいは頬粘膜由来の germline

コントロール DNA をペアで解析し、腫瘍細胞特異的な体細胞変異を検出し

た。さらに、582 例の様々な病型の骨髄性腫瘍検体について、RNA スプライシ

ング因子の遺伝子変異を解析した（表 3）。検体はインフォームドコンセントを

取得した上で患者より採取され、本研究は、東京大学倫理委員会の承認を受け

て施行された（承認番号：948）。 
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表 2 全エクソンシーケンスを行った 29 症例の MDS および関連骨髄性腫瘍 

 

 

表 3 RNA スプライシング遺伝子の変異解析を行った 582 症例の骨髄性腫瘍 

Sample ID Sex Age
WHO

Classification
Cytogenetics Sample(腫瘍) Germline control

MDS-03 M 45 RA 47,XY,+1,der(1;7)(q10;p10),+8 骨髄 CD3陽性T細胞

MDS-04 M 72 RA 46,XY 骨髄 CD3陽性T細胞

MDS-06 M 73 RCMD 46,XY 骨髄 CD3陽性T細胞

MDS-07 M 70 RCMD 47,XY,+8 骨髄 CD3陽性T細胞

MDS-08 M 75 RCMD 46,XY 骨髄 CD3陽性T細胞

MDS-09 M 86 RCMD 46,XY,add(5)(q11.2),add(8)(q24.1) 骨髄 CD3陽性T細胞

MDS-10 F 25 RCMD 47,XX,+8 骨髄 頬粘膜
MDS-11 M 64 RCMD 46,XY 骨髄 CD3陽性T細胞

MDS-12 F 24 RCMD NA 骨髄 CD3陽性T細胞

MDS-13 F 40 del(5q) 46,XX,del5q 骨髄 CD3陽性T細胞

MDS-14 F 46 del(5q) 46,XX,del5q 骨髄 CD3陽性T細胞

MDS-15 M 77 RAEB-1 46,XY 骨髄 CD3陽性T細胞

MDS-16 M 86 RAEB-1 46,XY 骨髄 CD3陽性T細胞

MDS-17 M 73 RAEB-1 46,XY 骨髄 CD3陽性T細胞

MDS-18 F 75 RAEB-2 46,XX 骨髄 CD3陽性T細胞

MDS-19 F 78 RAEB-2 46,XX 骨髄 CD3陽性T細胞

MDS-20 F 56 RAEB-2 46,XX,t(6;9)(p23;q34) 骨髄 CD3陽性T細胞

MDS-21 M 59 RAEB-2 46,XY 骨髄 CD3陽性T細胞

tAML-01 M 77 AML/MRC 46,XY 骨髄 CD3陽性T細胞

tAML-02 F 68 AML/MRC 47,XX,der(1;7)(q10;p10),+8 末梢血(CD3陰性) CD3陽性T細胞

tAML-03 M 67 AML/MRC Complex 骨髄 CD3陽性T細胞

tAML-04 M 58 AML/MRC NA 骨髄 CD3陽性T細胞

tAML-05 M 59 AML/MRC 47,XY,+11 骨髄 CD3陽性T細胞

tAML-06 M 73 AML/MRC 45,XY,-7 骨髄 CD3陽性T細胞

tAML-07 F 73 AML/MRC Complex 骨髄 頬粘膜
CMML-01 M 48 CMML1 46,XY 末梢血(CD3陰性) CD3陽性T細胞

CMML-02 M 83 CMML2 47,XY,+14 骨髄 CD3陽性T細胞

CMML-03 M 77 CMML1 46,XY 骨髄 CD3陽性T細胞

CMML-04 F 88 CMML1 NA 骨髄 CD3陽性T細胞

Abbreviations: NA, not available; ND, not determined.
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全エクソンシーケンス 

 エクソン領域の濃縮は Agilent 社の SureSelect 38Mb あるいは 50Mb キットを

用いて、溶液中でエクソン領域を含むゲノム DNA 断片のみを濃縮した。

Illumina 社の次世代シーケンサーGAIIx あるいは Hiseq2000 を用いて、75-108 塩

基のペアエンドで解析を行った。シーケンスデータは東京大学医科学研究所の

スーパーコンピューターを用いて、in-house の解析パイプライン Genomon-

exome（http://genomon.hgc.jp/exome/en/）を用いて体細胞変異を検出した。具体

的には、シーケンサーから得られたシーケンスリードからまず PCR アダプター

ー配列を除去した後、ヒトゲノムリレファレンス配列（NCBI Human Reference 

Genome Build 37）に BWA（Burrows-Wheeler Aligner）30を用いてマッピングを

行った。PCR による重複リードやクオリティの低いリードを除去した後、コー
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ディング領域上の全塩基における塩基配列を測定し、腫瘍検体においてそれぞ

れのゲノム上の部位を読んでいた総リード数の 7%以上のリードにより同定さ

れている一塩基置換（single nucleotide variant, SNV）あるいは挿入欠失変異

（insertion-deletion, indel）を変異候補として抽出した。また、dbSNP131

（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/）、1000 genome project

（http://www.1000genomes.org/）および in-house の SNP データベースに登録があ

る一塩基多型と考えられる候補（single nucleotide polymorphism, SNP）およびア

ミノ酸置換を伴わない変異を候補から除いた。さらに、抽出された候補が体細

胞変異であるかどうかを調べるために、それぞれの変異候補の腫瘍および正常

コントロール検体における変異アレルをサポートするリードの数、正常アレル

をサポートするリードの数を用いて腫瘍検定で有意に変異アレルをサポートす

るリードの割合が多いかを Fisher 検定により評価し、p 値が 0.001 以下である

場合に体細胞変異の最終的な候補とし、Sanger シーケンス法により確認した。

その結果、497 個の候補のうち、268 個の変異が体細胞変異であることが確認

された。 

  582 例の骨髄性腫瘍検体のプールシーケンス 

スプライシング経路の遺伝子（U2AF1、SRSF2、ZRSR2 、SF3B1、SF3A1、

PRPF40B、 U2AF2、SF1、SRSF1）の変異について、582 症例の骨髄性腫瘍に

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/）、1000
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ついてプールシーケンス法により解析を行った（表 3）31,32。具体的には、解析

検体数が多いことから 12 患者由来の DNA を均一に混合した DNA プールを 49

個作成し、各遺伝子の全てのエクソンについて PCR アンプリコンを作成した。

さらに、次世代シーケンサーの解析ではランダムに断片化したゲノム DNA を

繰り返し読むことが重要であるため、電気泳動で Not I配列を付加したプライ

マーで作成した PCR 産物を確認後、Not I 酵素で切断し T4 ligase で PCR アンプ

リコンをライゲーションして、長鎖の DNA を作成した（図 2）。その後、次世

代シーケンサー用に DNA を断片化して、次世代シーケンサーで解析した。検

出された変異を各プールに対応する 12 サンプルについて Sanger シーケンスを

行い、変異を持つ検体を同定した。 
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図 2 NotI 配列を付加したプライマーを用いたサンプル調整 

a . PCR 後、NotI消化、ligation を行うことで長鎖の DNA を作成した。b . 

Bioanalyzer（Agilent）を用いて実際に長鎖の DNA が作成されたことを確認し

た後、DNA を断片化した。 

 SNP アレイを用いた網羅的なコピー数およびアレル不均衡の解析 

 Affymetrix GeneChip 50K/250K array（Affymetrix）を用いて網羅的なゲノムコ

ピー数およびアレル不均衡の解析を行った。解析は Affymetrix 社のプロトコー

ルに準じて行った。スキャンされたアレイ情報を GTYPE ソフトウェア

（Affymetrix）によって SNP タイピングを行い、CNAG/AsCNAR アルゴリズム

を用いてコピー数およびアレル不均衡の解析を行った 33,34。 

 U2AF1 遺伝子の細胞株および CD34-KSL 細胞への発現 

 FLAG タグを付加した変異型（S34F、Q157R、Q157P）あるいは正常型の

U2AF1 cDNA を作成し、マウス CD34 陰性 c-Kit 陽性 Sca-1 陽性 Lineage marker
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陰性（CD34-KSL）細胞あるいは細胞株にそれぞれ GFP マーカーにより標識し

たレトロウイルスベクターあるいはテトラサイクリン誘導型のレンチウイルス

ベクターにより U2AF1 遺伝子を導入した。 

 変異 U2AF1 を導入した細胞株の発現アレイ解析 

正常型および変異型 U2AF1 を導入した HeLa 細胞および TF-1 細胞から RNA

を抽出し、マイクロアレイ（GeneChip Human genome U133 plus 2.0 array、

Affymetrix）で解析した。NMD 関連遺伝子の発現については定量 PCR 法で結

果の妥当性を確認した。 

 変異 U2AF1 による RNA スプライシングへの影響についての検討 

変異 U2AF1 発現により RNA スプライシングの異常が誘導されるか評価する

ために、正常型および変異型 U2AF1 を導入した HeLa 細胞から RNA を抽出

し、エクソンアレイ（GeneChip Human exon 1.0 ST Arrray, Affymetrix）および次

世代シーケンサーを用いて RNA シーケンスを行った。RNA シーケンスは

illumina 社の mRNA Sample Preparation Kit を用いて調整し、GAIIx でシーケンス

を行った。 

 変異 U2AF1 を導入した細胞株の細胞増殖の解析 

正常型および変異型 U2AF1 を前述のレンチウイルスベクターで導入した HeLa

細胞および TF-1 細胞の増殖について、ドキシサイクリン存在下／非存在下に
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おいて細胞数の推移を Cell Counting Kit-8（Dojindo co.） を用いた MTT アッセ

イにより解析した。また、細胞のアポトーシスの誘導を検出するために、抗

Annexin-V 抗体を用いてフローサイトメトリーにて Annexin-V 陽性細胞数を測

定した。 

 in vivo における変異 U2AF1 による生物学的効果の検討 

 変異 U2AF1 発現による in vivo での効果を検討するために、マウスを使用し

た競合的造血再構築能アッセイを行った。C57BL/6(B6)-Ly5.1 マウス骨髄から

分離した CD34-KSL 細胞にレトロウイルスで EGFP マーカーをつけた正常

U2AF1、変異（S34F、Q157P あるいは Q157R）U2AF1 あるいは mock ベクター

を導入し、ドキシサイクリンによる遺伝子発現誘導の 48 時間後に 2×10^5 個

の B6-Ly5.1/5.2 F1 由来の競合細胞と共に致死量の放射線照射をした B6-Ly52 マ

ウスに骨髄移植を行った。移植後 6 週間後に末梢血で GFP 陽性のドナー由来細

胞の割合をフローメトリーで測定した。本研究は東京大学の倫理委員会の承認

を受けて行われた（PM22-38）。 
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結果 

 MDS の全エクソンシーケンス 

全エクソンシーケンスでは、ターゲット領域の平均で 133.8 回（depth）以上

読まれていて、またターゲット領域の 80.4%は 20 回以上読まれていて、十分な

深度、カバレッジでシーケンスされていると考えられた（図 3）。 

 

図 3 29 ペアの MDS およびコントロール検体のエクソンシーケンス 

平均カバレッジは腫瘍で 127.3×、germline コントロールで 140.2×と十分な

深度でシーケンスされていた。20×、10×、2×、それぞれの深度で読めてい

るターゲット領域の割合をそれぞれ対応する色で示した。 
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検出された体細胞変異の候補を Sanger シーケンス法で validation し、全体と

して 29 症例で 268 個の体細胞変異が確認された（陽性的中率は 53.9%）。この

中には 206 個のミスセンス変異、25 個のナンセンス変異、10 個のスプライス

部位に起こった変異、27 個の挿入・欠失変異が含まれていた（図 4）。 

 

 

図 4 29 症例の myelodysplasia 症例で同定された体細胞変異 

平均で 1 症例あたり 9.2 個の体細胞変異が同定された。同定された変異のタ

イプを色分けして示した。 

 

1 症例あたりの平均のアミノ酸置換を伴う変異の数は 9.2 個（0-21）と、過去

に報告されている固形腫瘍 28,35,36や多発性骨髄腫 37における数に比べると優位
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に少ないものの、AML（7.3-13）29,38,39や慢性リンパ性白血病（Chronic 

lympocytic leukemia, CLL）（11.5）40などの造血器腫瘍とは同等の数であると考

えられた 41,42。 

同定された遺伝子変異の中にはこれまでに MDS で変異が報告されていた

TET2、RAS、ASXL1、TP53、RUNX1、DNMT3A などの遺伝子の変異が過去の報

告と同程度の頻度で検出され、今回の解析の感度は十分であると考えられた。

一方、残りの大多数（235/268）の変異はこれまでに MDS で報告のない遺伝子

の変異であった。この中で複数症例に高頻度に変異が認められる遺伝子には

MDS 発症に関わる重要な遺伝子が含まれると予測されたが、それら 12 個の遺

伝子にはこれまでに MDS で変異が報告されている 8 個の遺伝子（ASXL1、

DNMT3A、EZH2、KRAS、NRAS、RUNX1、TET2、TP53）以外に、RNA スプラ

イシングに関わる U2AF1、SRSF2、ZRSR2 の 3 つの遺伝子が含まれていて（表

4）、これらの遺伝子の他に 1 症例のみに変異がみられた SF3B1、SF3A1、

PRPF40B という 3 つの RNA スプラインシング因子の遺伝子を含めると RNA

スプライシング装置の遺伝子変異は実に 29 例中の 16 例（55％）にみられ、変

異がある症例では変異は排他的にみられていた（図 5）。 
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表 4 29 症例の myelodysplasia で複数症例に認められた変異遺伝子 

 

Annotated

Gene

Mutation

Type

Amino Acid

Change
RefSeq Sample ID

WHO

Classification

ASXL1 Nonsense S852X NM_015338 MDS-19 RAEB-2

ASXL1 Nonsense R693X NM_015338 CMML-01 CMML1

BCOR Frameshift V1351fs NM_017745 MDS-19 RAEB-2

BCOR Nonsense Q1187X NM_017745 CMML-02 CMML2

DNMT3A Missense G543C NM_175629 MDS-19 RAEB-2

DNMT3A Missense R882H NM_175629 CMML-02 CMML2

EZH2 Missense D664A NM_004456 tAML-01 AML/MRC

EZH2 Frameshift K718fs NM_004456 CMML-01 CMML1

KRAS Missense G12D NM_033360 tAML-06 AML/MRC

KRAS Missense K5E NM_033360 CMML-01 CMML1

NRAS Missense G13D NM_002524 MDS-19 RAEB-2

NRAS Missense G13D NM_002524 MDS-20 RAEB-2

NRAS Missense G12S NM_002524 MDS-19 RAEB-2

NRAS Missense G12S NM_002524 tAML-05 AML/MRC

RUNX1 Frameshift L294fs NM_001001890 MDS-19 RAEB-2

RUNX1 Missense D171N NM_001001890 tAML-02 AML/MRC

SRSF2 Missense P95L NM_003016 MDS-09 RCMD

SRSF2 Missense P95H NM_003016 MDS-18 RAEB-2

SRSF2 Missense P95H NM_003016 CMML-04 CMML1

TET2 Frameshift I340fs NM_017628 MDS-06 RCMD

TET2 Missense C1271W NM_017628 MDS-15 RAEB-1

TET2 Nonsense Q323X NM_017628 MDS-16 RAEB-1

TET2 Frameshift Y1255fs NM_017628 MDS-16 RAEB-1

TET2 Nonsense S825X NM_017628 MDS-19 RAEB-2

TET2 Frameshift L1046fs NM_017628 MDS-19 RAEB-2

TET2 Nonsense R550X NM_017628 tAML-01 AML/MRC

TET2 Frameshift H994fs NM_017628 tAML-01 AML/MRC

TET2 Nonsense Q1680X NM_017628 tAML-07 AML/MRC

TET2 Frameshift S402fs NM_017628 tAML-07 AML/MRC

TET2 Frameshift Q749fs NM_017628 CMML-01 CMML1

TET2 Nonsense Q317X NM_017628 CMML-03 CMML1

TP53 Missense R116W NM_001126116 MDS-09 RCMD

TP53 Frameshift M1fs NM_001126116 tAML-03 AML/MRC

U2AF1 Missense Q157R NM_006758 MDS-03 RA

U2AF1 Missense A26V NM_006758 MDS-12 RCMD

U2AF1 Missense Q157P NM_006758 MDS-15 RAEB-1

U2AF1 Missense Q157R NM_006758 CMML-01 CMML1

U2AF1 Missense S34F NM_006758 CMML-02 CMML2

ZRSR2 Splice site K257_splice NM_005089 MDS-06 RCMD

ZRSR2 Frameshift G323fs NM_005089 MDS-08 RCMD

ZRSR2 Nonsense E362X NM_005089 MDS-16 RAEB-1

ZRSR2 Missense N261Y NM_005089 tAML-05 AML/MRC

ZRSR2 Missense F239V NM_005089 CMML-03 CMML1
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図 5 全エクソンシーケンスで検出された 6 つの RNA スプライシング関連遺

伝子の変異の Sanger 法での validation 

16 個の変異について、腫瘍検体（上部）および germline コントロール検体

（下部）を Sanger シーケンスし、体細胞変異であることが確認された。代表的

な 8 例について示した。変異が見られた塩基について矢印で示し、変異がみら

れたアミノ酸については赤字で示した。 
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造血器腫瘍における RNA スプライシング因子の変異 

RNA スプラインシングは遺伝子を転写した前駆体 mRNA からイントロンを

除去し、エクソンを結合して成熟 mRNA を合成する反応であり、RNA スプラ

イシングはスプライセオソームと呼ばれる、5 つ（U1、U2、U4、U5、U6）の

核内低分子リボ核酸蛋白質粒子（snRNP）と 150 以上の蛋白で構成される複合

体（スプライセオソーム）により行われる 43（図 6）。一方、イントロンには 2

種類のイントロンがあり、ヒトでは 99.5%以上を占める U2-type イントロンと

0.5%以下でヒトでは 700-800 個の遺伝子にあると考えられている U-12 type イ

ントロンがある。それぞれのスプライシングを行うスプライセオソームは

major spliceosome, minor spliceosome としばしば呼ばれる 44。U1、U2、U4/U6、

U5 snRNP が主な major spliceosome の構成要素であるが、それぞれの snRNP は

snRNA とさまざまな数の関係する蛋白により構成されている。スプラインシン

グの過程で、各イントロンの始まりと終わり（5’と 3’のスプライス部位）と 3’

に近いところにある branch site にある共通配列（consensus sequence）に snRNP

と U2AF1、U2AF2 などの補助因子が結合することにより認識されている。今

回変異が見つかった RNA スプライシング因子は、機能が十分にわかっていな

い PRPF40B を除いて主に 3’側のエクソン・イントロン境界の認識に関わるス

プライセオソーム E/A 複合体に属するものだった。 
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図 6 RNA スプライシングとスプライセオソーム 

U1, U2, U4/U6, U5 snRNPs が主スプライセオソーム（major spliceosomes）

の主な構成因子で、 それぞれの snRNP は small nuclear RNA (snRNA) と多

くの関連蛋白からなっている。スプライセオソームの集合は U1 snRNP が 5’

スプライスサイトに結合することから始まり、続いて U2 snRNP が branch 

point sequence に結合し（A 複合体）、さらに U4/U6.U5 tri-snRNP がリクル

ートされ、B 複合体を作る。U1 および U4 snRNP を放出した後, 活性化され

た B 複合体は触媒工程を受ける (C 複合体)。はじめに、5'スプライスサイトが

開裂し、イントロンの 5’側が 3’スプライスサイトに接近する。次に、3’スプラ

イスサイトが開裂し、エクソンが結合する。イントロンはラリアット型で放出

され、mRNA は mRNA and associated protein (mRNP)の形で放出される。

（著者作成） 



23 

 

 

U2AF1（U2AF35: 35 kDa subunit of U2AF）は U2AF2 (U2AF65)ととも

に、U2 auxiliary factor (U2AF)の subunit の一つで、U2AF2 と結合して

U2AF heterodimer を形成し、また 3’ splice 部位の AG dinucleotide に結合す

る（図 7）。一方、branch point sequence（BPS）と polypyrimidine tract に

は SF1/BBP と U2AF2 が結合する。これらの結合によりスプライセオソーム

E 複合体を形成し、3’ スプライス部位の認識に重要な役割を果たしている。

SRSF2（SC35）は SR 蛋白に属し、arginine-serine-rich (RS) domain と

RRM (RNA recognition motif)を持ち、RRM domain を介して exonic splicing 

enhancer（ESE）と相互関係し、splice-site usage に positive に作用すると考

えられている。また、ESE に結合すると、SRSF1 や SRSF2 といった SR 蛋白

は RS domain を介して、下流の 5’ splice site に U1 snRNP を、上流の 3’ 

splice site に U2AF1、U2AF2 を誘導すると考えられている。SF3B complex

は SF3A complex とともに U2 snRNP を構成し、SF3B1 (subunit 1 of the 

splicing factor 3b protein complex あるいは SF3b155）は SF3B14(p14)とと

もにスプライセオソーム A 複合体を構成し、BPS に結合し、また U2AF2 とも

結合し、U2 snRNP と pre mRNA の結合を強固なものにしている。ZRSR2

（Urp）は U2AF1 と似た構造を持ち 45、U2AF や SR 蛋白と相互作用すると考
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えられているが、U2-type と U12-type 両方のイントロンにおいて 3’スプライ

ス部位で働いている 46。 U12-type イントロンでは A 複合体を構成するが、

U2-type イントロンでは U2AF に置き換わって働くと考えられている。 

 

図７ myelodysplasia で変異がみられたスプライセオソーム E/A 複合体の構

成要素 

変異がみられたスプライシング因子のほとんどは 3’スプライスサイトの認識

など RNA スプライシングの初期のステップに関わる遺伝子だった。U2AF1 は

U2AF2 とともに、U2 auxiliary factor の subunit の一つで、U2AF2 と結合して

U2AF heterodimer を形成し、また 3’ splice 部位の AG dinucleotide に結合する。

一方、BPS と polypyrimidine tract には SF1 と U2AF2 がそれぞれ結合する。これ

らの結合によりスプライセオソーム E 複合体を形成し、3’ スプライス部位の

認識に重要な役割を果たしている。SRSF2 は SR 蛋白に属し、RRM domain を

介して ESE と interact し、splice-site usage に positive に作用すると考えられてい

る。また、ESE に結合すると、RS domain を介して、下流の 5’ splice site に U1 

snRNP を、上流の 3’ splice site に U2AF1、U2AF2 を誘導すると考えられてい

る。SF3B complex は SF3A complex とともに U2 snRNP を構成し、SF3B1 は

SF3B14(p14)や SF3A1 とともにスプライセオソーム A 複合体を構成し、BPS に

結合し、また U2AF2 とも結合し、U2 snRNP と pre mRNA の結合を強固なもの

にしている。ZRSR2 は U2AF1 と似た構造を持ち、U2AF や SR 蛋白と相互作用

すると考えられている。（著者作成） 

W: Trp residues, RRM: RNA-recognition motif, UHM: U2AF homology motif 

domain, RS domain: arginine and serine rich domain 
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今回見つかった RNA スプライシング関係の遺伝子変異をより多数例の骨髄

性腫瘍で頻度を調べるため、これら 6 つの遺伝子にさらに関連のある RNA ス

プライシング因子である U2AF2、SF1、SRSF1 を加えて、582 例の骨髄性腫瘍

検体を用いて次世代シーケンサーを用いたプールシーケンス解析を行った（表

3）31,32。その結果、582 例中の 209 症例で合計 219 個の変異が同定され、

SF3B1 (N =79)、U2AF1 (N = 37)、SRSF2 (N = 56)、ZRSR2 (N = 23)遺伝子に主に

変異が同定され、低頻度ではあるが SF3A1 (N = 8)、PRPF40B (N =7)、U2AF2 (N 

= 4)、SF1 (N =5)の遺伝子変異も同定された。RNA スプライシング装置の遺伝

子変異は MDS（57.0%）、CMML（54.5%）や AML/MRC（25.8%）という骨髄

異形成の特徴のある骨髄性腫瘍で高頻度にみられることがわかり、一方で de 

novo AML（6.6%）、MPN（9.4%）ではより低頻度であり、myelodysplasia に特

異的な遺伝子異常であった（図 8）。同定された遺伝子変異は多数例の解析でも

やはり変異のある症例では排他的にみられ、RNA スプライシングの機能がこれ

らの遺伝子変異の共通の標的となっていることが考えられた（図 9）。また、そ

れぞれの遺伝子変異の頻度は特定の病型と相関がみられ、特に SF3B1 遺伝子の

変異は鉄芽球性不応性貧血（Refractory anemia with ring sideroblasts、 RARS）お

よび多血球異形成を伴う鉄芽球性不応性貧血（Refractory cytopenia with 



26 

 

multilineage dysplasia and ring sideroblasts、 RCMD-RS）という環状鉄芽球の増

加により特徴づけられる病型の MDS で 75.3%と高頻度に変異がみられた。

RARS および RCMD-RS はそれぞれ MDS の 4.3%、12.9%を占め、鉄代謝の異

常の病態への関与が考えられているが 47、今回見つかった高頻度かつ特異的な

SF3B1 遺伝子の変異は RARS および RCMD-RS の原因とも言っていい遺伝子異

常と考えられた。また SRSF2 遺伝子の変異は CMML で 28.4%とより高頻度に

みられていた。したがって、今回変異が見つかった RNA スプライシング因子

の変異は共通して 3’側のエクソン・イントロン境界の認識に関わるスプライ

セオソームを構成するものではあったが、それぞれの遺伝子変異は異なった効

果を持っていると考えられた。例えば、SRSF2 遺伝子は DNA 安定性の調節に

関与し、SRSF2 蛋白の減少によりゲノム不安定性が引き起こされるという報告

があるが 48、実際に SRSF2 遺伝子変異を持った症例では U2AF1 変異を持った

症例に比べて多くの他の遺伝子変異を持っていた（p=0.001）。 
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図 8 RNA スプライシング因子の遺伝子変異の様々な骨髄性腫瘍における頻

度 

582 症例の骨髄性腫瘍で検出されたスプライシング因子の遺伝子変異の頻度

を占めした。582 例中の 209 症例で変異が同定された。RNA スプライシング装

置の遺伝子変異は MDS（57.0%）、CMML（54.5%）、AML/MRC（25.8%）とい

う骨髄異形成の特徴のある骨髄性腫瘍で高頻度にみられ、一方で de novo AML

（6.6%）、MPN（9.4%）ではより低頻度であり、myelodysplasia に特異的な遺伝

子異常であった。SF3B1 遺伝子の変異は RARS、RCMD-RS という環状鉄芽球

の増加により特徴づけられる病型の MDS で 75.3%と高頻度に変異がみられ

た。また SRSF2 遺伝子の変異は CMML で 28.4%とより高頻度にみられた。 

 

 

図 9 RNA スプラインシング因子の変異子変異の変異例における分布 

同定された遺伝子変異は変異のある症例ではほぼ排他的にみられ、RNA スプ

ライシングの機能がこれらの異なった遺伝子の変異の共通の標的となっている

と考えられた。 
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U2AF1 遺伝子の変異は N 末端と C 末端にある 2 つの zing finger ドメインに

ある特定の種間で保存されたアミノ酸（S34 あるいは Q157）に変異に集中して

いて（図 10、11）、また SRSF2 遺伝子は RPM ドメインと RS ドメインの間にあ

る P95 に（図 10、12）、SF3B1 遺伝子における変異は HEAT リピート領域にあ

る K700、K666、H662、E622 などのやはり種間で保存されたアミノ酸に集中し

てみられていた（図 10、13）。これらの変異は、RAS（codon 12、13、61）、

JAK2（V617F）、BRAF（V600E）、EZH2(641)49などのがん遺伝子と同様に機能

獲得型の変異であると考えられた。一方、ZRSR2 遺伝子の変異はコーディング

領域全体に変異が起こり、2/3 がナンセンス変異やタンパクの中断を起こすと

予測されるスプライス部位の変異であり（図 10）、機能喪失型変異であると考

えられた。一方、U2AF1 および SRSF2 遺伝子の変異はリンパ性腫瘍である、急

性リンパ性白血病（N = 24）や非ホジキンリンパ腫（N = 87）には認められな

かった。 
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図 10 複数の RNA スプライシング因子に認められた遺伝子変異 

8 つのスプライセオソームを構成している遺伝子に変異が同定された遺伝子

変異を矢印で示した。体細胞変異であることが確認できている変異は赤い矢印

で示した。既知のドメイン構造を色分けして示し、MutationTaster 

(http://www.mutationtaster.org/)で polymorphism と予測された変異は星印で表し

た。X 染色体にある ZRSR2 遺伝子の女性で認められた変異は青字で示した。 
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図 11 U2AF1遺伝子のアミノ酸配列の異なった種間での比較 

種間で完全に保存されたアミノ酸配列は青字で示し、変異がみられたアミノ

酸部位（A26、S34、Q157）を赤字で示した。また、保存された機能的ドメイ

ンを示した。 

 

図 12 SRSF2遺伝子のアミノ酸配列の異なった種間での比較 

種間で完全に保存されたアミノ酸配列は青字で示し、変異がみられたアミノ

酸部位（P95）を赤字で示した。また、保存された機能的ドメインを示した。 
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図 13 SF3B1遺伝子のアミノ酸配列の異なった種間での比較 

種間で完全に保存されたアミノ酸配列は青字で示し、変異がみられたアミノ

酸部位を赤字で示した。また、保存された機能的ドメインを示した。 

 

RNA スプライシング因子の変異による RNA スプライシングの異常 

今回同定された RNA スプライシング因子の遺伝子変異はスプライセオソー

ム E/A 複合体の主なコンポーネントに排他的にみられていたことから、これら

のスプライシング因子の変異により 3’のスプライス部位の認識が障害されるこ

とによりにより異常なスプライシングを受けた mRNA が産生されると推測され
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た。そこで、実際にスプライシング因子の変異による生物学的/生化学的な効果

を調べるために、正常型および変異型 U2AF1 (U2AF35)を EGFP（enhanced 

green fluorescent protein）によって標識したレトロウイルスベクターを用いた遺

伝子導入により HeLa および TF-1 細胞に導入し、発現アレイ（GeneChip 

Human genome U133 plus 2.0 array、Affymetrix）を用いて遺伝子発現を解析し、

gene set enrichment analysis（GSEA）50を行った。GSEA により、変異 U2AF1 を

導入した HeLa 細胞、TF-1 細胞では有意に nonsense-mediated mRNA decay

（NMD）に関わるパスウェイの発現が上昇していて（図 14、15）、これは定量

的 PCR（quantitative polymerase chain reaction）でも確認された（図 16a）。 

 

図 14 変異 U2AF1 を導入した HeLa 細胞における NMD パスウェイの活性化 

a. 野生型および変異型 U2AF1 をレトロウイルスベクターを用いて HeLa 細

胞に導入し、Western blot で発現を確認した。b. GSEA では 17 個の NMD パ

スウェイの遺伝子が正常型および変異型 U2AF1 を導入した HeLa 細胞で有意

に異なって発現される遺伝子として濃縮された。 
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図 15 変異 U2AF1 を導入した TF-1 細胞における NMD パスウェイの活性化 

a. 野生型および変異型 U2AF1 をレトロウイルスベクターを用いて TF-1 細胞

に導入し、Western blot で発現を確認した。b. GSEA では 17 個の NMD パス

ウェイの遺伝子が正常型および変異型 U2AF1 を導入した TF-1 細胞でも有意

に異なって発現される遺伝子として濃縮されていた。底部にこれらの遺伝子

の発現の heat map を示した。 

 

 

 

図 16 NMD パスウェイ遺伝子の発現の定量 PCR 法による確認 

a. 発現アレイで同定された変異 U2AF1 を導入した HeLa 細胞での NMD パスウ

ェイの活性化を、9 つの遺伝子で定量 PCR 法により validation した。GAPDH の

発現レベルを基に正規化した発現値の平均値と標準誤差、Mann-Whitnery U test

により算出した p 値を示した。b. NMD パスウェイ遺伝子の活性化は正常型

U2AF1 を共発現させることにより抑制された（左）。導入された U2AF1 遺伝子

の発現は RT-PCR 法で確認された。（右） 
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この変異 U2AF1 による NMD パスウェイの活性化は正常 U2AF1 を共発現させ

ることにより有意に抑制されたことから（図 16b）、変異蛋白による効果は正常

型蛋白の機能を抑制することを介している可能性が高いと考えられた。NMD

パスウェイは mRNA 監視機構として転写後に途中で翻訳が中止してしまう異常

な転写産物を認識・除去していることを考えると 51、変異 U2AF1 により異常な

RNA スプライシングが HeLa あるいは TF-1 細胞に起こり、スプライシングさ

れなかった不完全な終始コドンを持つ mRNA が産生され、NMD パスウェイが

活性化されていると考えられた。 

U2AF1 遺伝子変異によって実際に RNA スプライシングの異常が起こってい

るかどうかを調べるために、正常 U2AF1 あるいは変異 U2AF1 を遺伝子導入し

た HeLa 細胞を用いてエクソンアレイ（GeneChip Human exon 1.0 ST Arrray, 

Affymetrix）を用いたトランスクリプトーム解析を行った。エクソンアレイで

は 2 種類のプローブが設計されており、対象がエクソンであることを示すエビ

デンスのレベルにより、”Core”（真のエクソン）と”non-Core”（よりイントロ

ンである可能性があるエクソン）に分けられる。”Core”と”non-Core”のエクソ

ンは正常型あるいは変異型 U2AF1 を導入した細胞で有意に異なって発現がみ

られていた（図 17a）（FDR = 0.01）。”Core”セットのプローブは正常型 U2AF1

を導入した HeLa 細胞に比べて変異型 U2AF1 を導入した HeLa 細胞で有意に発
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現が低下しているプローブに濃縮されていて、一方”non-Core”プローブセット

は変異型 U2AF1 を導入した HeLa 細胞で有意に発現が上昇しているプローブに

濃縮されていた（図 17b）。全てのプローブセットを解析した場合にも、この有

意な発現の差はみられていた（図 17c）。さらに、有意に異なって発現がみられ

ている”Core”セットのプローブは、mock ベクターを導入した HeLa 細胞に比べ

ると、正常型を導入した HeLa 細胞では発現が上昇していて、変異型を導入し

た HeLa 細胞では発現が低下している傾向があった。”non-Core”セットのプロー

ブでは逆の傾向がみられていた。この結果から正常型 U2AF1 は正しく RNA ス

プライシングを促進していたが、変異 U2AF1 では正しいスプライシングが阻

害され、”non-Core”すなわちイントロンの可能性が高いシーケンスがスプライ

スされずに残っていると考えられた。 
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図 17 エクソンアレイ解析で検出された変異 U2AF1 によって起こった RNA

スプライシング異常 

a. エクソンアレイ解析で変異型 U2AF1 を導入した HeLa 細胞で正常型

U2AF1 あるいは mock を導入した HeLa 細胞と比較して有意に発現が上昇ある

いは低下しているプローブセットを heat map で示した。b. 細胞間での全プロ

ーブ（灰色）の正規化した intensityの pair-wise scatter plot を示した。正常型と

変異型 U2AF1 を導入した HeLa 細胞では”Core”セット（赤）と”non-Core”セッ

ト（緑）のプローブは有意に異なったパターンで発現されていた。c. 全てのプ

ローブを splicing index(S.I.=log2(変異型 U2AF1 を導入した Hela 細胞での正規化

した intensity/正常型で U2AF1 を導入した HeLa 細胞での正規化した intensity)の

順に並べた場合の”Core”セット（赤）と”non-Core”セット（緑）のプローブの

分布を示した（左）。変異型および正常型 U2AF1 を導入した HeLa 細胞での異

なったプローブセットが濃縮されるパターンは Mann-Whitney U test により有意

であると確認された（右）。 
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さらに、変異 U2AF1 を導入した細胞において異常なスプライシングが起こ

っていることを直接的に示すために、正常型あるいは変異型 U2AF1 をドキシ

サイクリンで誘導した HeLa 細胞の次世代シーケンサーによる RNA シーケンス

を行った。まず、正常型 U2AF1 を導入した HeLa 細胞ではより多くのリードが

エクソン上にマッピングされ、その他の部位にマッピングされるリードは変異

型 U2AF1 を導入した HeLa 細胞に比べて少なかった（図 18a）。変異型 U2AF1

を導入した HeLa 細胞では正常 U2AF1 を導入した HeLa 細胞に比べてより広範

なゲノム部位にリードがマップされ、これらの多くは非エクソン由来のリード

と考えられた（図 18b）。最後に、真のエクソン/イントロン境界をまたいでい

るリードは正常型 U2AF1 を導入した細胞に比べて変異 U2AF1 を導入した細胞

で有意に増加していた（図 18c）。これらの結果から、変異 U2AF1 により実際

に RNA スプライシングが広範囲に阻害されていることが示された。変異型

U2AF1 を導入した細胞でスプライスされなかったイントロンが残っている典型

的な遺伝子の例を示した（図 19）。 
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図 18 RNA シーケンスで検出された変異 U2AF1 によって起こった RNA ス

プライシング異常 

a. 108リードあたりの正常型および変異型 U2AF1 を導入した HeLa 細胞の間

のそれぞれのゲノム領域にマッピングされたリード数の差を示した。正常型

U2AF1 を導入した HeLa 細胞ではより多くのリードがエクソン上にマッピング

され（下部）、その他の部位にマッピングされるリードは変異型 U2AF1 を導入

した HeLa 細胞に比べて少なかった（上部）。b. ランダムに抽出した 108リード

でそれぞれの細胞でカバーされていたゲノム領域のサイズを示した（10 回の独

立した実験の平均値）。変異型 U2AF1 を導入した HeLa 細胞では正常 U2AF1 を

導入した HeLa 細胞に比べてより広範なゲノム部位にリードがマップされ、と

くにイントロン領域にマッピングされるリードが多く、スプライスされなかっ

たイントロンの残存と考えられた。c. 正常型および変異型 U2AF1 を導入した

HeLa 細胞の間での真のエクソン/イントロン境界をまたいでいるリードの増加

のオッズ比を赤い丸で示し、同じ数のエクソン/イントロン境界をまたいでいる

リード数を持っているとした帰無仮説を立てた場合に 10,000 回シミュレーショ

ンした場合のオッズ比の分布（青のヒストグラム）と比較した結果、有意に増

加していると考えられた。 
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図 19 RNA シーケンスにおいて変異型 U2AF1 を導入した HeLa 細胞で異常な

スプライシングが観察された典型例 

変異 U2AF1 を導入した HeLa 細胞（それぞれの遺伝子の上部）では正常型

U2AF1 を導入した HeLa 細胞（それぞれの遺伝子の下部）ではみられなかった

スプライシングされなかったイントロン（矢印）にマッピングされるリードが

検出されている。 

 

RNA スプライシング因子の変異の生物学的意義 

最後に、RNA スプライシング因子の遺伝子変異による細胞学的な効果を検討

した。まず、テトラサイクリン誘導プロモーター下の正常 U2AF1 あるいは変

異 U2AF1 をレンチウイルスベクターで HeLa 細胞に導入して、発現誘導後の細

胞増殖を検討した（図 20）。その結果、予想に反してドキシサイクリンで変異

U2AF1 の発現を誘導した細胞では細胞増殖の抑制がみられた。TF-1 細胞でも
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同様の結果が観察された（図 21）。また、G2/M 期にある細胞の割合が増殖し

（G2/M 停止）、sub-G1 期にある細胞が増加し Annexin V 陽性の細胞が増えてい

たことからアポトーシスが増加していると考えられた（図 22）。一方、正常型

U2AF1 の発現を誘導した細胞では増殖の抑制はみられなかった（図 20b、

21b）。 

 

 

 

 

図 20 変異 U2AF1 を導入した HeLa 細胞の増殖アッセイ 

a. 正常型および変異型 U2AF1 を HeLa 細胞にレンチウイルスベクターで導

入した。RNA シーケンスで内因性および外因性の U2AF1 の発現を確認した。

FLAG 配列の有無により内因性と外因性の U2AF1 配列を区別し、それぞれのリ

ード数を算出した。b. ドキシサイクリンで正常型および変異型 U2AF1 を発現

誘導した HeLa 細胞の増殖を測定した。細胞数は Cell counting kit により吸光度

として測定され、平均値と標準偏差を表示した。 
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図 21 変異 U2AF1 を導入した TF-1 細胞の増殖アッセイ 

a. 正常型および変異型 U2AF1 を TF-1 細胞にレンチウイルスベクターで導入

した。Western blot 法によりドキシサイクリン誘導後の正常型、変異型 U2AF1

の発現を抗 FLAG 抗体、抗 U2AF1 抗体を用いて確認した。b. ドキシサイクリ

ンで正常型および変異型 U2AF1 を発現誘導した TF-1 細胞の増殖を測定した。 

 

図 22 変異 U2AF1 を導入した HeLa 細胞の細胞周期、アポトーシス解析 

a. HeLa 細胞にドキシサイクリンで正常型および変異型 U2AF1 を発現誘導

し、propidium iodide (PI) 染色で染まった HeLa 細胞をフローサイトメトリーに

より各細胞周期にある細胞の割合を測定し、平均値と標準偏差を示した。b. 正

常型および変異型 U2AF1 をドキシサイクリンにより発現誘導する前後の HeLa

細胞における 7-amino-actinomycin 陰性（7AAD）annexin V 陽性（AnnV+）のア

ポトーシス細胞の割合を測定し、平均値と標準偏差を示した。サンプル間の差

の有意性については paired t-test で検定した。 
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さらに、変異 U2AF1 による細胞増殖の抑制を in vitro で確認するため、マウス

の造血幹細胞が存在している分画である CD34 陰性 c-Kit 陽性 Sca-1 陽性

Lineage marker 陰性（CD34-KSL）細胞 52を C57BL/6(B6)-Ly5.1 マウス骨髄から

分離し、レトロウイルスベクターを用いて EGFP マーカーで標識した正常型

U2AF1、変異型（S34F、Q157P あるいは Q157R）U2AF1 あるいは mock ベクタ

ーを導入した。これらの細胞の造血系を再構成する能力について、競合的造血

再構築能アッセイで調べた。B6-Ly5.1/5.2 F1 由来の競合細胞と共に致死量の放

射線照射をした B6-Ly52 マウスに骨髄移植を行い、移植後 6 週間後に末梢血で

GFP 陽性のドナー由来細胞のキメリズムをフローメトリーで解析した（図

23）。それぞれのレシピエントマウスが同等数の GFP 陽性細胞を移植されてい

ることが確認され、またそれぞれの CD34-KSL 細胞間で transwell assay では遊

走能に優位な差はなかった。結果、正常型 U2AF1 を導入した細胞は mock ベク

ターを導入した CD34-KSL 細胞に比べてわずかに再構成能が高かった。一方、

変異 U2AF1 を導入した CD34-KSL では mock あるいは正常 U2AF1 を導入した

CD34-KSL 細胞に比べて有意にキメリズムが低下しており、変異 U2AF1 を発現

した造血幹細胞あるいは前駆細胞では造血再構成能が低下していることが示唆

された。 
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図 23 様々な変異 U2AF1 を導入した CD34-KSL 細胞を用いた競合的造血再

構築能アッセイ 

移植後 6 週間後での末梢血の EGFP 陽性 Ly 5,1 細胞の割合によりキメリズム

を測定し、平均値と標準偏差を表示した。サンプル間の差の有意性を paired t-

test により検定した。変異 U2AF1 を導入した CD34-KSL では mock あるいは正

常 U2AF1 を導入した CD34-KSL 細胞に比べて有意にキメリズムが低下してお

り、変異 U2AF1 を発現した造血幹細胞あるいは前駆細胞では造血再構成能が

低下していることが示唆された。 
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考察 

今回の研究で MDS をはじめとする myelodysplasia の全エクソンシーケンスに

より myelodysplasia では病型により 45%から 85%と高頻度に RNA スプライシ

ング経路の遺伝子変異がみられることが明らかになり、次世代シーケンサーに

よる遺伝子解析ががん研究において極めて有用であることが示された。 

RNA スプライシングは正しい転写が行わるために必須の細胞機構であり、ま

た選択的スプライシングにより限られた数の遺伝子から複数の mRNA が発現す

ることにより組織あるいは種特異的な分化のパターンを生み出す重要なメカニ

ズムである 53。従って、RNA スプライシングの精密な調整が細胞の恒常性を維

持するためには必須であると考えられ 54、この調節の破綻により重症の発達異

常をきたす疾患も知られている 55,56。今回の myelodysplasia における高頻度の

RNA スプライシング因子の遺伝子変異はどのようにしてがんが重要な細胞機構

を標的にして発症するかを示した新たな発見である 19。また、従来から MDS

などの造血器腫瘍も含めてがんにおける特異的な選択的スプライシングがみら

れ、がんの発症と関連付けられていたことからも興味深い発見である 57,58。 

Myelodysplasia では遺伝子変異の主な標的はスプライセオソーム E/A 複合体

を構成する SF3B1、SRSF2、U2AF1、ZRSR2 などの遺伝子に限局していて、高

頻度かつ特異的に myelodysplasia において変異が観察された。また、変異が見
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られる症例では排他的にみられていたことから、RNA スプライシング因子の遺

伝子変異は myelodysplasia という疾患群の顕著な特徴で、発症に中心的な役割

を果たしていることが考えられた。 

 変異が同定されたスプライシング因子の多くが 3’スプライス部位の認識に関

わるものであったことから、変異が起こる結果様々な遺伝子において RNA ス

プライシングが障害されていることが推測されたが、実際に変異 U2AF1 を

HeLa 細胞に導入すると様々なスプライシング異常が広範囲な遺伝子にわたっ

て起こり（図 24）、スプライスされなかったイントロンが残った転写産物が増

加していた。 

 

図 24 RNA スプライシング因子の遺伝子の変異によっておこる様々なタイプ

のスプライシング異常 

変異 U2AF1 遺伝子の導入によって様々なタイプの RNA スプライシングの異常

が観察された。（著者作成） 
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一方、RNA スプライシング因子の遺伝子変異によりどのように MDS が発症

するのかについてはまだ十分にはわかっていない。変異型 U2AF1 は細胞増殖

における優位性の獲得やクローン性の獲得につながるのではなく、むしろ細胞

の増殖を抑制し、アポトーシスを誘導することが示された。ZRSR2 遺伝子の

HeLa 細胞におけるノックダウン実験でも生存能力が低下することが報告され

ており 46、RNA スプライシング経路の変異による共通の結果であると考えられ

た。したがって、スプライシング経路の遺伝子変異は従来からよく知られてい

るキナーゼやシグナル伝達分子の遺伝子変異のような典型的ながん遺伝子とは

異なったメカニズムで発癌に関わっていると考えられた。ここで注目すべき

は、MDS で共通する臨床的特徴は無制限な増殖ではなく、アポトーシスの増加

に起因する無効造血による多系統にわたる汎血球減少であることである。ま

た、MDS の病型の一つである 5q-症候群においては 5 番染色体長腕にある

RPS14 遺伝子のハプロ不全により、骨髄増殖ではなく赤芽球系前駆細胞のアポ

トーシスが増加することにより発症していると報告されている 59。 

 今回の発見と同時期に他のグループからも SF3B160、U2AF161遺伝子の変異が

報告され、さらにいくつかのグループが RNA スプライシング変異について

MDS および関連する骨髄腫瘍で調べ、同様に高頻度の変異が確認された 62-65。

また、今回の研究では同定された RNA スプライシング因子と予後との関係に
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ついては明らかにすることはできなかったが、MDS においては遺伝子変異と予

後が強く相関することが報告されており 66、RNA スプライシング因子の遺伝子

変異と予後の関係を明らかにすることは重要である。その後の報告で SF3B1 遺

伝子については予後良好因子であり 67、U2AF1 や SRSF2 については予後不良因

子であると報告された 61,63,64,68。ZRSR2 遺伝子では予後への有意な影響は観察

されなかった 69。一方で、従来から MDS の患者の予後予測には International 

Prognostic Scoring System (IPSS)70あるいは最近では Revised IPSS (IPSS-R)71が用

いられてきたが、これらの中では染色体異常については考慮されているもの

の、遺伝子変異については反映されていなかった。そこで、最近では大規模コ

ホートでこれらのスプライシング遺伝子などの多数の遺伝子変異について検討

し、遺伝子変異の情報を取り入れて予後予測を改善させる試みが行われている

69,72。現在、International Working Group for Prognosis in MDS (IWG-PM)でも臨

床データ，血液学的データに分子異常のパラメーターを含めた予後予測システ

ム IPSS-Mol を作成する準備を始めている 1。 

今後、RNA スプライシング因子の変異によりどのようなメカニズムで MDS

を発症するのかについてはさらなる研究が必要である。MDS を発症するために

特定の標的遺伝子の RNA スプライシングが障害されているのか、あるいはマ

ウスモデルを用いた RNA スプライシング因子の変異による生物学的な効果の
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解析が必要である。また、SF3B1 遺伝子変異は慢性リンパ性白血病でも高頻度

に変異が報告されており 73,74、また SF3B1、U2AF1 遺伝子変異については固形

腫瘍でも低頻度ながら報告がみられ 75-77、同じ遺伝子変異により、どのような

メカニズムで異なった疾患を発症するのかについても興味深い。 

また、RNA スプライシング因子の遺伝子の治療標的としての可能性について

も検討が必要であるが、SF3B 複合体を阻害することにより抗癌活性を有する

RNA スプライシング阻害剤が知られている 78-81。これまで報告されている

U2AF1、SRSF2、SF3B1 遺伝子の変異は全て heterozygous 変異であり、また

Sf3b1 の homozygous knockout mouse が胎生致死であった。従って、スプライシ

ング変異がある細胞にスプライシング阻害剤を使用すると、BRCA 変異を持つ

腫瘍に同じ DNA repair pathway を阻害する PARP inhibitor が効果的であるように

（合成致死性、synthetic lethality）82、変異がない細胞に比べてより効果的であ

るという仮説が考えられた（図 25）。MDS などの RNA スプライシング因子の

遺伝子変異を持つがんでの RNA スプライシング阻害剤の治療への応用が期待

されている 83。 
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図 25 RNA スプライシング因子の治療標的としての可能性 

RNA スプライシングの因子の変異を持った腫瘍細胞は変異によって RNA スプ

ライシングが障害されているため、RNA スプライシングの阻害剤に感受性が高

いと推測される。（著者作成） 
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