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研究成果の概要： 

小児白血病の初発時の骨髄から抗トロンボモジュリン抗体を用いて血管内皮細胞を単離し、マイ

クロアレイ法を用いて発現する遺伝子を測定し、発現パターンを解析した。このうち、骨髄血管

内皮細胞におけるCD13、CD54、CD133の発現量をスコア化した。スコアの平均は0.94で、既知の

リスク因子（リスク分類、染色体異常、FAB分類、治療反応性）とは相関関係はなく、最終確認

時点での転帰との相関も認めなかった。 
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                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００４年度  

２００５年度  

２００６年度 1,500,000 0 1,500,000 

２００７年度 1,300,000 390,000 1,690,000 

 ２００８年度 700,000 210,000 910,000 

総 計 3,500,000 600,000 4,100,000 

 
 
研究分野：小児科学 
科研費の分科・細目：内科系臨床医学・小児科学 
キーワード：急性白血病、血管内皮、マイクロアレイ法、ALL 
 
１．研究開始当初の背景 

小児 ALL のリスク因子は、診断時の白血球
数や、微小残存病変 (minimal residual 
disease)など、患者から取り出した白血病細
胞の性質に注目し、一定の成果を上げている
が、実際に治療を受けるヒトの正常細胞に起
因する因子は見過ごされている。最近、腫瘍
細胞が骨髄中で分裂・増殖する分子機序につ
いての検討がなされ、腫瘍細胞でも、正常細
胞でも骨髄の血管内皮細胞との相互作用に
よって細胞周期、増殖、アポトーシスの制御

が行われていることがわかっている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、腫瘍細胞が増殖する環境因子

も重要なリスク因子であるという考えに基
づき、小児 ALL において、骨髄血管内皮細
胞の遺伝子の発現をマイクロアレイ法で検
討し、新しいリスク因子を同定・確立し、治
療に応用することを目的とする。具体的には、
1) 小児 ALL 患者の骨髄血管内皮細胞の遺伝
子発現をマイクロアレイ法で測定する。2) 遺
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伝子発現のパターンによって、小児 ALL を分
類する。3) 特定の遺伝子を選んでスコア化
し、予後因子として確立する。 
 

３．研究の方法 

1. サンプル 

1) サンプル（骨髄液）の採取 （岡本、伊地

知）：対象は、当科において2002年以降に診

断され、保存されている骨髄液(30例)、また

は新しく発症する小児ALLの初診時（治療前）

の診断に用いる骨髄液の一部を用いる（2年間

で20例）。具体的には、患者の痛みをとるた

めに、十分な鎮痛薬または麻酔薬を投与する。

腹臥位にて、腸骨から骨髄穿刺によって骨髄

液を採取する。 

 

2) 骨髄血管内皮細胞の純化 

① 保存されている骨髄液または、新しく採取

した骨髄液を、FCSを含むRPMI培養液で希釈し

た後、Ficollを用いた比重遠心法によって、

骨髄液から単核球層に含まれる細胞を分離す

る。 

② この細胞を2回洗浄した後、RPMI培養液に

再浮遊する。 

③ 血管内皮に特異的に発現する蛋白(トロン

ボモジュリン)に対する抗体を細胞と反応さ

せる。 

④ これらの細胞から、フローサイトメーター

によって、血管内皮細胞を純化する。 
 
2. 遺伝子発現の解析 

1) RNAの抽出 

純 化 さ れ た 血 管 内 皮 細 胞 か ら 、 Acid 

guanidinium-Phenol-Chloroform法を応用し

たキットを用いてRNAを抽出する。Amino 

allyl-UTPの取り込みを行った後、カップリ

ング反応で色素標識を行う。得られたaRNAを

断片化し、精製・濃縮する。 

2) マイクロアレイ法 

マイクロアレイは、既成のオリゴDNAチップ

（遺伝子数約41000、1サンプル当たり55000

円）を用い、aRNAをテストアレイにハイブリ

ダイズさせる。オリゴDNAチップの41000の遺

伝子のうちには、接着因子、細胞周期に関与

する遺伝子、アポトーシスに関与する遺伝子

が網羅されている。 

 

解析 

ハイブリダイズしたチップを、DNAアレイマイ

クロスキャナにて、蛍光の検出を行う。その

後画像解析ソフトによってスポットシグナル

の数値化を行う。発現遺伝子の解析には、専

用のコンピュータと遺伝子発現解析ソフトウ

ェアを用いる。遺伝子発現情報の統計的解析、

Pathway解析を行い、小児ALLを分類する。 
 
４．研究成果 

平成18年4月から平成20年12月までに、鹿児島

大学小児科で新規に白血病と診断した32例（

急性リンパ性白血病25例、急性骨髄性白血病7

例）を対象に今回の検討を行った。 

 

表1 対象  

診断 ALL 22 

 AML 7 

年齢（中央値） 7 

性別 M 14 

 F 18 

リスク SR 15 

 HR 14 

 Infant 3 

 

骨髄中の血管内皮細胞：抗トロンボモジュシ

ン抗体を用いて寛解期の骨髄血管内皮細胞の

割合を測定した。0.43+/-0.17%の細胞が抗ト

ロンボモジュリン抗体細胞であった。 

 

 

 

図1. 骨髄穿刺細胞中の抗トロンボ

モジュリン抗体陽性細胞割合(%)  
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これをソーティングし、純化された抗トロン

ボモジュリン抗体E陽性の血管内皮細胞から

抽出されたRNAは、0.22 +/- 0.16 μgであっ

た。 

 

 

図2. 抗トロンボモジュリン抗体

陽性細胞から抽出したRNA量（μg） 

 

18検体を用いて、マイクロアレイ法によって

発現するRNAを測定した。 

 

治療成績 

33例中、29例が寛解となり、最終観察時点(

平成20年12月31日)における2年無病生存率（

EFS）は、75.1 +/- 8.9%で、2年全生存率(OS)

は、76.8 +/- 8.6であった。（図3,4） 

これらの臨床経過と発現遺伝子との関係に関

する検討は全症例の治療が終了した時点で行

う。 

さらに抗トロンボモジュリン抗体陽性血管
内皮細胞における、CD13、CD54、CD133 の発
現量をスコア化した。スコアの平均は 0.94 

(範囲 -3 ～ 5)で、既知のリスク因子（リス
ク分類、染色体異常、FAB 分類、治療反応性）
とは相関関係はなかった(r = -0.118 ～ 
0.147, p > 0.05)。またスコアと最終確認時
点での転帰との相関も認めなかった(r = 
0.214, p > 0.05)。 

 

図3. 2年EFS 

図4. 2年OS 

 

その他にも発現している遺伝子は多数ある
ので、転帰が確定した時点で、マイクロアレ
イ法の結果を更に詳細に検討し、適切なスコ
ア化を確立する必要があると考えられる。 
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