
国立研究開発法人国立がん研究センター・中央病院・医長

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８２６０６

基盤研究(C)（一般）

2018～2016

急性骨髄性白血病におけるRUNX3の意義

Significance of evaluating RUNX3 expression in acute myeloid leukemia

５０２８６４８１研究者番号：

松下　弘道（Matsushita, Hiromichi）

研究期間：

１６Ｋ０８９７６

年 月 日現在  元   ６ １２

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：　我々はこれまでに急性骨髄性白血病（AML）の予後不良因子FLT3-ITDが転写因子
RUNX3を介してAra-C耐性を誘導することを明らかにしてきた。本研究では、AMLにおけるバイオマーカーとして
のRUNX3発現の意義の検証を目的とした。AML71症例で検討したところ、全生存率においてRUNX3低発現群に予後
良好の傾向が認められたが、正常核型40例では差はなかった。またRUNX3発現レベルはFLT3-ITD やepigenetics
関連遺伝子TET2、DNMT3A、IDH2、ASXL1の変異の有無で変化することはなかった。引き続き詳細な検討を行い、
RUNX3発現の意義を検証していく予定である。

研究成果の概要（英文）：We previously elucidated that FLT3-ITD, a poor prognostic factor in acute 
myeloid leukemia (AML), induces Ara-C resistance through the upregulation of RUNX3. The current 
study aimed to investigate whether the RUNX3 expression is an excellent biomarker that predicts the 
prognosis of AML. In 71 AML cases with various genetic mutations, the cases with lower RUNX3 
expression tended to have better overall survival (OS) than higher expression without statistical 
significances. Forty AML cases with normal karyotype also showed no difference in OS, when the cases
 with higher and lower RUNX3 expression were compared. Additionally, the mutations in epigenetic 
associated-genes such as TET2, DNMT3A, IDH2 and ASXL1 as well as the FLT3-ITD mutation did not 
affect the RUNX3 expression. Although there have been no apparent evidences that showed the RUNX3 
expression is a useful biomarker for AML thus far, we will continue to examine in detail the 
significance of RUNX3 expression in AML.

研究分野： 臨床検査学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　急性骨髄性白血病（AML）の悪性度は症例によって様々であり、染色体・遺伝子異常などの指標（＝バイオマ
ーカー）を参考にしながら治療方法を決定することが多い。今回の研究では、私達が抗がん剤耐性に関係すると
報告してきたRUNX3遺伝子についてバイオマーカーとしての可能性を検討した。検討したAML71症例全体では
RUNX3遺伝子の量の低い方が生存率が高い傾向であったが、まだ十分な結果は得られていない。今後さらなる解
析を続けて、RUNX3遺伝子の量を検索することの有用性を明らかにしていきたい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 近年の網羅的な解析から、急性骨髄性白血病（AML）にはエピジェネティクスやクロマチンリ
モデリングに関係した遺伝子変異を含め数多くの遺伝子異常が報告され、予後因子や治療標的
としての検討がされてきた。しかし、AML の治療は現状では依然として抗がん剤を用いた化学
療法が中心である。これまでの研究から、我々は予後不良因子 FLT3-ITDが白血病細胞における
Ara-C耐性に関与すること（引用文献①）、その際に下流に位置する転写因子 RUNX3 が Ara-C耐
性を誘導することを明らかにしてきた（引用文献②）。 
 RUNX3は、胃がんや大腸がんを用いた解析で発現の欠失や変異、promoter のメチル化による
不活性化が認められること、RUNX3ノックアウトマウスが骨髄増殖性腫瘍を発症することから、
がん抑制遺伝子であると考えられてきた。一方で、卵巣がんや皮膚がん、頭頸部がんなどで
RUNX3 が過剰発現しているという報告も散見され、RUNX3 と腫瘍原性の関係は必ずしも明らかに
はなっていない。 
 
 
２．研究の目的 
 AML検体を用いた従来の報告では、FLT3-ITD陽性例で RUNX3の発現増加が認められる場合に
予後不良であり、またキメラ遺伝子 RUNX1-RUNX1T1や CBFB-MYH11を有する予後良好例でその発
現は低下する。これらの報告は、これまでの我々の研究結果と合わせて、予後因子とされる様々
な遺伝子異常が RUNX3遺伝子発現のコントロールを介して各症例における治療予後を左右する
可能性を示唆していると考えられる。そこで本研究では、AML における RUNX3 の意義について
他の遺伝子変異や予後との関係を検証し、予後予測のためのバイオマーカーとしての可能性を
探ることとする。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 腫瘍分画の抽出 
 磁気細胞分離システムを用いて、AML骨髄検体（83例）から CD33 または CD34陽性分画を分
離した。分離効率は、分離後の検体における CD33または CD34の陽性率で確認した。 
 
(2) RNA発現解析 
 分離した細胞から total RNA を抽出し、cDNAを合成後、RUNX3の定量 PCRを施行した。同時
に測定した GAPDH との比を用いて、発現レベルの比較を行った。 
 
(3) 次世代シークエンサーによる DNA変異解析 
 分離した細胞から DNA を抽出し、Covaris M220 を用いて断片化した。その後 76 遺伝子のエ
クソーム領域（1216 region、約 290kbp）に対してデザインした NimbleGen SeqCap EZ Choice 
Library Kit (Roche)によるキャプチャーシステムを用いてライブラリー調製し、MiSeq 
(Illumina)により 150bpペアエンドシーケンスを行った。 
 
(4) 統計学的解析 
 EZRを用いて、２群間比較については t-検定あるいは Mann-Whitney U 検定を、生存について
は Kaplan-Meier 法を行った。 
 
 
４．研究成果 
(1) 細胞分離について 
 CD33 または CD34 陽性分画分離後の陽性
率の中央値は 99,6%であった。90%以上であ
った 78 例を次世代シークエンサー解析に
使用した 
 
(2) 次世代シークエンサーによる DNA変異
解析の基礎データ 
 78 例における症例あたりの平均リード
数は平均 174万(117万〜273 万)、mapping
領域は平均 99.5%(98.9%〜99.7%)、depth
は平均 430(303〜657)、target coverage
は depth 100 以上で平均 98.2%(96.7%〜
99.1%)、depth 50 以上で平均 99.4%(98.9%
〜99.7%)であった。全 76 遺伝子において
depth 50 以上の target coverage 80%以上
であった。 
 

 

図 1 AML に認められた遺伝子変異 



(3) AMLにおける遺伝子変異 
 高頻度に同定された遺伝子変異は、FLT3-ITDのほか、FLT3、NPM1、TET2、DNMT3A、IDH2、ASXL1、
RUNX1、WT1、CEBPA などの遺伝子変異であった（図１）。これまでの報告とほぼ同様の傾向であ
った。 
 
(4) RUNX3の発現解析 
 RUNX3の発現解析は 71例で施行した、症例の内訳は、正常核型 40 例、t(8;21)4 例、inv(16)2
例、複雑核型 5 例であった。 
 
(5) RUNX3の発現と予後 
 各症例を RUNX3 の発現レベルにより２つに分けて Overall survival を検討した。AML全例に
ついて検討したところ、統計学的には有意ではなかったが（p=0.136）、低発現群は予後良好の
傾向にあった。しかし t(8;21)や inv(16)などを除いた正常核型 42例のみで解析を行った場合
には、高発現群と低発現群とも５年生存率は約 40％であり、予後に差異は認められなかった
（p=0.774）。 
 
 (6) RUNX3の発現と予後 
 FLT3-ITD異常と RUNX3の発現レベルの関係は明らかでなかった。このほか、RUNX3 の発現レ
ベルと遺伝子発現に影響すると考えられる epigenetics関連遺伝子である TET2、DNMT3A、IDH2、
ASXL1 の変異との関係についても検討したが、RUNX3の発現レベルの関係は明らかでなかった。 
 
(7) 総括 
 全 AML76症例を用いた解析には予後良好で RUNX3低発現と報告されている t(8;21)や inv(16)
が含まれており、これらの CBF 白血病の存在が予後に反映された可能性がある。正常核型症例
のみを用いて解析した場合には生存曲線はほぼ一致していた。また、epigenetics 関連遺伝子
の変異と RUNX3 の発現レベルについては、これまでの検索では明らかではなかった。これまで
の検討の範囲では、AMLにおける予後推定におけるバイオマーカーとしては十分とは言えない。
今後、症例数を増やすとともに、条件の絞り込みを行うなどして特定の AML集団におけるバイ
オマーカーとしての可能性について検討を続けていく。 
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