〈タイトル〉体細胞性かつ機能獲得型のSETBP1遺伝子変異は骨髄性悪性腫瘍において白血病化の進展にともない認められる
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〈要 約〉
　今回，筆者らは，さまざまな骨髄性腫瘍症につき20例を全エキソンの塩基配列決定により解析し，SETBP1遺伝子の体細胞における変異が白血病の原因であることを見い出した．非定型慢性骨髄性白血病における最近の報告と同様に，SETBP1遺伝子の体細胞における変異はAsp868，Ser869，Gly870，Ile871，Asp880において特異的に認められ，先天性のSchinzel-Giedion症候群において報告された生殖細胞における変異の位置とほぼ一致していた．従来のSanger法よりも感度の高いディープシークエンシング法により，2次性の急性骨髄性白血病の17％，慢性骨髄単球性白血病の15％においてSETBP1遺伝子に変異が認められた．変異をもつ症例は高年齢や第7染色体のモノソミーあるいは第7染色体長腕の欠失などの予後不良因子と関係し，変異をもつ症例の予後は有意に不良であった．同一の症例における複数回の塩基配列決定により，SETBP1遺伝子の変異は骨髄異形成症候群の発症のときには認められず，2次性の急性骨髄性白血病にともない獲得されることが確認された．変異をもつSETBP1遺伝子を発現させると骨髄系の血液前駆細胞は不死化し，変異株は野生株に比べ増殖能が高くなった．以上より，SETBP1遺伝子の体細胞における変異は機能獲得型であり，2次性の急性骨髄性白血病への進展に関係し，骨髄性腫瘍の予後不良因子であることが明らかになった．
はじめに

　最近の塩基配列決定技術の発達により，骨髄腫瘍の原因となる遺伝子変異がつぎつぎと発見されている．従来の塩基配列決定法によるRUNX1遺伝子変異，JAK2遺伝子変異，RAS遺伝子変異の発見にひきつづき，SNPアレイを用いた検索によりCBL遺伝子変異，TET2遺伝子変異，EZH2遺伝子変異が明らかにされた1-3)．最近では，次世代シークエンサーを用いてDNMT3A遺伝子，IDH1遺伝子，スプライソソ－ム関連遺伝子の体細胞における変異が骨髄腫瘍において発見されている4-7)．このような背景のもと，筆者らは，全エキソンの塩基配列決定により骨髄腫瘍のゲノムを解析することにより，新たな原因遺伝子変異の検出を試みた．
1．SETBP1遺伝子の体細胞における変異の発見

　さまざまな骨髄腫瘍20例において，全エキソンの塩基配列決定を腫瘍画分およびCD3陽性画分のDNAをセットにして行った．つづいて，Sanger法による塩基配列決定あるいはターゲットディープシークエンシング法により，アミノ酸の置換をともなう38個の体細胞における変異を確認した．このうち，7個の遺伝子については複数の症例において変異が認められ，そのうち，2例の芽球増加型不応性貧血症例において，SETBP1遺伝子において868番目のAspがAsnになるという同一の変異が認められた．
　SETBP1はSETに結合する170 kDaの核タンパク質として報告され，慢性肉芽種において顆粒球系の造血の回復を促す作用が認められた8,9)．SETBP1遺伝子の生殖細胞における変異はSchinzel-Giedion症候群の原因であり，この症候群において神経上皮性腫瘍をはじめ悪性腫瘍の合併が報告されている10)．驚くべきことに，2例の骨髄腫瘍における体細胞変異は，Schinzel-Giedion症候群において報告されていた生殖細胞における変異とまったく同一のアミノ酸置換を示した．そこで，SETBP1遺伝子の変異について多数の骨髄腫瘍症例において検討することにした．
2．SETBP1遺伝子の変異の頻度と関連する臨床所見

　全コホート727例の検討では，7.2％に相当する52例においてSETBP1遺伝子に変異が認められた．868番目のAspがAsnとなる変異（28例），870番目のGlyがSerとなる変異（15例），871番目のIleがThrとなる変異（5例）が高頻度であり，868番目のAspがTyrとなる変異，869番目のSerがAsnとなる変異，880番目のAspがAsnとなる変異，880番目のAspがGluとなる変異がそれぞれ1例ずつ認められた．これらすべての変異は種のあいだできわめて保存されているSKI相同領域に位置していた．SNPアレイおよび変異のアレル頻度の検討から，すべての変異はヘテロ変異であることが明らかになった．さらに，ゲノムDNAとcDNAを用いた，868番目のAspがAsnとなる変異および870番目のGlyがSerとなる変異をターゲットにしたアレル特異的PCR法により，野生型のアレルに比較し同等以上の変異アレルの発現が確認された．病歴においてはSchinzel-Giedion症候群を示唆する所見は認められず，骨髄腫瘍において認められたすべての変異は体細胞性であった．SETBP1遺伝子変異は高年齢および第7染色体のモノソミーあるいは第7染色体長腕の欠失と有意に関連し，2次性の急性骨髄性白血病（113例中19例）および慢性骨髄単球性白血病（152例中22例）において高頻度であった一方，初発の急性骨髄性白血病（145例中1例）ではごくまれであった．これら変異陽性の症例のうち，12症例では複数の病期における塩基配列決定が可能であった．すべての症例において，初発の骨髄異形成症候群の病期ではSETBP1遺伝子変異は陰性であったが，2次性の急性骨髄性白血病の病期には陽性となり，進行にともない変異クローンは増加していた．以上より，SETBP1遺伝子変異は2次性白血病の発症と強く相関している可能性が示唆された．
3．SETBP1遺伝子の変異と共存しうるほかの遺伝子の変異

　骨髄腫瘍においてSETBP1遺伝子変異とほかの遺伝子の変異との関連を明らかにする目的で，血液腫瘍において重要とされている13つの遺伝子の塩基配列を決定した．その結果，興味深いことに，FLT3遺伝子変異およびNPM1遺伝子変異はSETBP1遺伝子変異をもつ症例には認められなかった．一方，CBL遺伝子変異のみが，野生型のSETBP1遺伝子をもつ症例に比較し，SETBP1遺伝子に変異をもつ症例において有意に高頻度であった．ディープシークエンシング法による解析の結果，多くの場合，CBL遺伝子変異はSETBP1遺伝子変異をもつサブクローンに認められた．しかしながら，免疫沈降法によるタンパク質の結合解析ではSETBP1とCBLとの直接的な関連は示されなかった．SETBP1遺伝子変異とCBL遺伝子変異の高頻度の合併については，たとえば，SETBP1遺伝子変異をもつ細胞のサイトカインに対する反応を間接的に増加させるなどの可能性が推定された．同様に，CBL遺伝子変異が高頻度に合併する非定型慢性骨髄性白血病および若年性骨髄単球性白血病（サイトカインへの過剰反応が診断基準となっている）において，SETBP1遺伝子変異もまた高頻度に認められる11,12)．
4．骨髄腫瘍におけるSETBP1遺伝子の発現

　正常な血液細胞におけるSETBP1遺伝子の発現は，骨髄系細胞およびCD34陽性細胞では低下していた．一方，リアルタイムPCR法による検討では，SETBP1遺伝子に変異をもつ症例においてSETBP1遺伝子は有意に高発現しており，マイクロアレイによる発現解析においても，SETBP1遺伝子は第7染色体の欠失，および，複雑核型の症例において有意に高発現していた．クラスタリング解析においてSETBP1遺伝子に変異をもつ症例とSETBP1遺伝子を高発現する症例は類似した遺伝子発現プロファイルを示し，TCF4遺伝子，BCL11A遺伝子，DNTT遺伝子などが共通して高発現していた．関連して，SETBP1遺伝子の近傍のCpG部位をメチル化アレイにより解析した結果，SETBP1遺伝子を高発現する症例においてDNAメチル化レベルの低下が確認された．しかしながら，SETBP1遺伝子の発現制御に関しては，MECOM遺伝子などをはじめ，さまざまな遺伝子がかかわる可能性があり，SETBP1遺伝子に変異をもつ症例における遺伝子発現の亢進の分子機構を含め，今後の詳細な検討が必要である．
5．SETBP1遺伝子の変異と予後との関連

　全コホートにおいてSETBP1遺伝子変異は有意な予後不良因子であった．この傾向は年齢にかかわらず認められ，とくに60歳未満において顕著であった．同様に，正常な核型における解析でもSETBP1遺伝子について変異型と野生型とのあいだで全生存期間に有意差が認められた．多変量解析ではSETBP1遺伝子変異は，性別（男性），高年齢，ASXL1遺伝子変異，CBL遺伝子変異，DNMT3A遺伝子変異とともに，独立した予後不良因子であった．第7染色体のモノソミーあるいは第7染色体長腕の欠失は，単変量解析においては有意な予後不良因子であったが，多変量解析において有意差はみられなかった．サブグループにおける多変量解析について，国際予後スコアの適応が可能であった骨髄異形成症候群の症例および白血球12,000/μl未満の慢性骨髄単球性白血病の症例を対象として行った．このコホートでもSETBP1遺伝子変異は独立した予後不良因子であった．単変量解析において認められた国際予後スコアの有意差は多変量解析ではみられなかった．骨髄異形成症候群の単独，慢性骨髄単球性白血病の単独，2次性急性骨髄性白血病など，さらなるサブグループにおける解析では，SETBP1遺伝子変異は有意な予後不良因子とはならなかった．つぎに，SETBP1遺伝子変異を関連するCBL遺伝子変異と組み合わせて予後を解析した．慢性骨髄単球性白血病の単独コホートにおいて，野生型のSETBP1遺伝子かつ野生型のCBL遺伝子をもつ症例と，変異型のSETBP1遺伝子かつ変異型のCBL遺伝子をもつ症例を比較すると，変異型SETBP1遺伝子かつ変異型CBL遺伝子が予後不良因子となった．
6．SETBP1遺伝子の変異の機能解析

　これまでに，野生型のSETBP1遺伝子の高発現は骨髄系の血液前駆細胞を不死化することが報告されている13)．高頻度に認められた868番目のAspがAsnとなる変異SETBP1遺伝子あるいは871番目のIleがThrとなる変異SETBP1遺伝子を発現させたところ，同様に骨髄系の血液前駆細胞は不死化した．野生型SETBP1遺伝子あるいは変異SETBP1遺伝子を同じ程度に発現させたところ，不死化した前駆細胞は変異SETBP1遺伝子を発現させたほうが有意に速く増殖した．これらの所見により，骨髄腫瘍におけるSETBP1遺伝子変異は機能獲得型であると推測された．野生型SETBP1遺伝子の高発現によりホメオボックス遺伝子であるHOXA9遺伝子およびHOXA10遺伝子の発現の亢進がひき起こされると報告されていたため13)，変異SETBP1遺伝子の発現に関して同様の検討を行った．変異SETBP1遺伝子の発現による不死化細胞において，HOXA9遺伝子あるいはHOXA10遺伝子の発現を抑制するとコロニー形成能が低下した．臨床検体を用いたリアルタイムPCR法による解析により，SETBP1遺伝子に変異をもつ症例においてHOXA9遺伝子およびHOXA10遺伝子の発現亢進が認められ，SETBP1遺伝子の下流において発現の誘導されるHOXA9遺伝子およびHOXA10遺伝子が骨髄腫瘍における病態に重要なはたらきをもつことが示唆された．
　ホメオボックス遺伝子の発現亢進のほかにも，SETBP1遺伝子の変異にともなう複数の病態が考えられる（図1）．たとえば，最近になり報告されたように，変異にともないタンパク質の安定性が増加し，その結果，機能をもつタンパク質の量が増加する可能性もある．あるいは，変異が集中して認められるSKI相同領域はSki/SnoNと相互作用を起こすことが報告されており，変異によりこの結合能が変化するのかもしれない．もうひとつの病因として，変異SETBP1遺伝子の発現による不死化細胞においてPP2Aのリン酸化が亢進するという所見が認められたことから，その機能抑制をも考慮すべきである．これらの所見は，SETBP1遺伝子に変異をもつ症例においてPP2Aの機能亢進を促す薬剤の可能性を拓くものである．
おわりに

　かぎられた部位に集中して起こる体細胞性のSETBP1遺伝子変異は，骨髄異形成症候群における2次性の急性骨髄性白血病発症と関連する，骨髄腫瘍において新たに発見された予後不良因子である．この機能獲得型の遺伝子変異は骨髄腫瘍における治療標的となる可能性があり，今後の検討が期待される．
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〈図説明〉

図1　SETBP1遺伝子変異にともなう病態に関する仮説
HAT：ヒストンアセチル化酵素，H4：ヒストンH4，Ac：アセチル化，P：リン酸化．
