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１．研究開始当初の背景

小児急性リンパ性白血病（ALL）の予後は生

物学的特徴と染色体や遺伝子の分析によりリス

ク分類を行ない，予測される予後に応じた治療

の層別化を行うことにより治療成績が向上してき

た。小児T細胞型ALL（T-ALL）はALLの約10％

にみられ、予後不良な一群である。そのため

T-ALLについて予後因子を抽出し、予後因子に

よる治療の層別化を行うことは重要である。

NOTCH1遺伝子は染色体9q34.3に座位し、T

細胞の分化、血管内皮細胞の動脈への分化な

どに関与している。1回膜貫通タイプの受容体型

蛋白をコードし、EGF-like domainを含む細胞外

領域、PEST領域(PD)を含む細胞内領域からな

り、細胞外でヘテロ二量体を形成している（図1）。

2004年、T-ALLにおいてNOTCH1の活性化変

異が50%以上の細胞株や症例で検出されること

が報告された（Science 306:269,2004）。NOTCH1

遺伝子変異を有する変異体は下流のシグナル

が恒常的活性化され、細胞増殖能を獲得すると

考えられている。遺伝子変異をもつ変異体はリ

ガンド非依存的に細胞内領域が核内に移行す

るとともに半減期が延び，標的遺伝子の転写を

活性化する（図2）。
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NOTCH1の遺伝子変異をもつものは下流の転

写活性が刺激されて，血液細胞の腫瘍化に働く

と考えられている。高頻度で恒常的活性化を伴

うNOTCH1の遺伝子変異がT-ALLの予後因子

になるかどうかは明かではない。E2A-PBX1キメラ

遺伝子がNOTCH1の遺伝子変異のあるT-ALL

の腫瘍化において相乗効果を示すことが報告さ

れており(Blood 96:1906: 2000)、T-ALLにおける

NOTCH1遺伝子変異と予後との関連についての

検討は治療成績向上のためにも必須である。

近年、T-ALL で新たに FBXW7 遺伝子や、

PTENなどの遺伝子が報告され、またABL1の増

幅と HOX 遺伝子の発現増加は T-ALL の予後と

の 相 関 も 報 告 さ れ て い る (Leukemia

19:468,2005)。NOTCH1 と同様，多数例におい

てこれらの遺伝子変異を検討し、予後との関連

を明らかにする必要がある。

２．研究の目的

小児ALLは生物学的特徴と染色体や遺伝子

解析によりリスク分類され、治療の層別化を行い

治療成績が向上してきた。ALLの治療の進歩に

もかかわらず、依然として予後不良なT-ALLの

予後因子を明らかにすることは重要である。今回、

同一プロトコールで治療された比較的まれな小

児T- ALLを69検体収集できたので、小児

T-ALLの発症と進展に関与する遺伝子を明らか

にし、今後の治療成績の向上に貢献することを

目的とする。

また，我々は癌抑制遺伝子であるp53がT-

ALLの細胞株と再発例で遺伝子変異を多く認め

ることを報告しており(Leuk Res 23:115, 1999)、

T-ALLにおけるp53遺伝子変異とNOTCH1変異

との相互関係についても検討する。

FBXW7はユビキチンリガーゼ複合体であり、

NOTCH1遺伝子を負に制御している。FBXW7

のNOTCH1との直接結合に関与するリン酸化の

部位を抑制するとNOTCH1遺伝子の核内部分

の蛋白が増加する（図2）。最近我々はこの遺伝

子産物が白血病細胞株に関与することをみいだ

したので、NOTCH1を中心として、MYＣC, AML1

などの下流の標的遺伝子を含め、T-ALLにおけ

るこの経路に関連する遺伝子変異の検索を行い、

分子生物学的な予後因子やT-ALLの発症と進

展に関与する遺伝子の解明を行い，これらの遺

伝子の臨床的意義を検討する。

これらを通じて、小児の T-ALL の発症や進展

に関与する遺伝子を明らかにし、予後因子をみ

いだし、治療の向上に役立てる。これらの研究

はまだ世界でもあまり行なわれておらず、先駆

的な研究である。これらを通じて T-ALL の新し

い分子標的治療の基盤を確立する。

図２. NOTCH1 のシグナル伝達機構

３．研究の方法

これまでに比較的まれな小児T-ALLの 150検

体を収集しており、このうち臨床データとリンクす

る 69 検体を用いて研究期間において T-ALL に

おける NOTCH1、p53、FBXW7 遺伝子の変異に

ついて検索を行う。また、ABL 遺伝子や PTEN 遺

伝子などについても検索を行い、変異を有する

症例の臨床的特徴、予後との相関について解析

を行い、予後不良因子となる遺伝子変異を同定

する。

NOTCH1を制御する FBXW7 と共に細胞周期

を調節しているサイクリンである cyclin E や標的

遺伝子については Nothern blot 法、リアルタイム

PCR 法、Western blot 法を用いて遺伝子の発現

および蛋白の発現についても解析を行い、

NOTCH1 を中心として、細胞周期の調節の破綻

が T-ALL に与える影響と臨床的特徴、予後との

相関について明らかにする。

これまでに検索を行なった T-ALL の細胞株に

おいて、新たに同定された遺伝子変異について

は siRNAによりノックダウンして失活させて、下流

の標的遺伝子および蛋白の発現について解析

を行う。NOTCH1 や FBXW7 遺伝子の変異の部

位により下流の遺伝子および蛋白の発現や活性

化シグナルに及ぼす影響についても検討する。

対象はヒトゲノム遺伝子解析研究に関する倫

理指針(平成１３年文部科学省・厚生労働省・経

済産業省告示第１号)が定められる前のT-ALL

81検体とゲノム指針後の説明と同意が得られた

図 1.NOTCH1 の模式図



小児白血病研究会(JACLS)登録症例中，保存

細胞のあるT-ALL 69検体を用いて行う。

実際には、白血病細胞と白血病細胞株から

DNAとRNAを抽出し、NOTCH1,P53,FBXW7 遺

伝子の解析を行い予後との相関を検討する。対

象症例はJACLSのプロコールで治療され，追跡

可能な69症例とする。白血病細胞から抽出した

DNA及びRNAを用いて，PCR法，高速液体高

感度クロマトグラフィ法(WAVE analysis)を用い

て標的箇所についてスクリーニングを行い，塩基

配列については直接塩基決定法を用いて遺伝

子変異を検索する。NOTCH1 遺伝子の発現に

ついてはNothern blot法,リアルタイムPCR法を用

いて解析を行う。

PTEN遺伝子は 10q23.3に座位し、いくつかの

固形腫瘍で遺伝子異常が報告され、癌制御遺

伝子とされている。研究の 2 年目は日本白血病

治療委員会で治療した T-ALL と T-NHL におけ

るPTEN遺伝子の異常と臨床像の関係を検討す

る。

可能であれば、NUP214-ABL1, EML-ABL1な

どの新規キメラ遺伝子についても検索を行い，

変異を有する症例の臨床的特徴，予後との相関

について解析を行い，予後不良因子となるキメラ

遺伝子を同定する。実際には以下の如く行う。

1）まず NOTCH1、p53、FBXW7、PTEN 遺伝子変

異と予後を含めた臨床像との関係を明らかにし、

治療の層別化に使えるかどうかを明らかにする。

2）これまで報告されたキメラ遺伝子の有無と予後

について解析を行ない、治療の層別化に用いら

れるか明らかにする。

3）細胞株おいて検出された遺伝子変異をレトロ

ウイルスを用いて導入し、NOTCH1 シグナルの

活性化について解析を行う。変異の種類により、

シグナルの強度や増殖速度、細胞周期への影

響について検討する。

4）さらにこれらと並行して Affymetrix 社の SNP

特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の

GeneChip500K を用いて T-ALL と T-NHL のゲノ

ムアレイ解析を行ない、T-ALL の発症と進展に

関係する癌遺伝子、癌抑制遺伝子を同定・単離

し、その遺伝子の機能解析および予後との相関

を 検 討 す る 。 可 能 で あ れ ば 、 NOTCH2 、

NOTCH3 の変異の検索を T-ALL およびその他

の ALL で開始する。

４．研究成果

まず日本白血病治療委員会(JACLS)のプロト

コールで治療したT-ALL 55例とT-NHL 14例を

対象にNOTCH1遺伝子とその上流のFBXW7遺

伝子の解析を、高速液体高感度クロマトグラフィ

法(WAVE analysis)を用いてスクリーニングを行

い、PCR法、直接塩基決定法を用いて遺伝子変

異を検索した。

NOTCH1遺伝子の変異はT-ALL55例中19例

(34.5%)に、T-NHL14例中6例(42.8%)にみられ

た。変異のみられた25例中16例（64.0％）はHD

ドメインに、8例(32.0%)はPESTドメインに、1例

(4.0%)は両方のドメインに変異がみられたが、

NOTCH1変異の頻度はこれまでより低率であっ

た。欧米の報告ではNOTCH1遺伝子変異は予

後良好とする報告と、予後と相関しないという報

告がある。今回の検討では、NOTCH1遺伝子変

異を有する症例は5年無病生存率、5年全生存

率は有意に高かった。

FBXW7遺伝子変異はT-ALLでは55例中8例

(14.6%)に、T-NHLでは14例中3例(21.4%)にみ

られ、これまで報告のない変異もみられた。

FBXW7遺伝子変異は予後良好な傾向がみられ

たが、5年生存率に有意差はみられなかった。興

味深いことにFBXW7遺伝子変異のある症例は

染色体異常がみられない例が有意に(p=0.016)

多かった。NOTCH1とFBXW7遺伝子変異の両方

またはいずれかがある症例は、5年無病生存率と

5年全生存率はない症例に比べて有意に高かっ

た (p=0.007 と p=0.023) 。 これ ら の こ とに よ り

NOTCH1遺伝子変異とFBXW7遺伝子変異は予

後のマーカーになることが示唆され、ヨーロッパ

のI-BFMの結果と一致していた。今後は次期全

国統一プロトコールで多数例による検討を行なう

予定である。

PTEN 遺伝子の解析では、T-ALL 細胞株 9 株

中 4 株（44.4％）、T-ALL 新鮮検体 50 例中 8 例

（16.0％）、T-NHL17例中 2例（11.7％）に異常が

みられた。予後との相関は明らかではなかった

が、臨床像との関係の詳細な検討を進めている。

PTEN 遺伝子異常のみられた細胞株 4 株と新鮮

検体 2 例に、同時に NOTCH1 遺伝子の異常を

認めた。PTEN と NOTCH1 の両方の変異がみら

れる症例の存在より、NOTCH1 からのシグナル

経路と PTEN からの経路が異なることも想定され、

下流の AKT/PI3 経路の遺伝子の異常の検索を

進めているところである。

Gene Chipを用いたSNPアレイの解析では、T

細胞受容体領域（7q35、14q11）の増幅と欠失以

外に、6q、9p、11p、17p13 等のホモ欠失や

uniparental disomy（UPD）がみられ、このうち 9p

欠失領域には p16/p15 遺伝子のホモ欠失と

UPDが同定され、11p13ホモ欠失領域ではWT1

遺伝子が同定された。T-ALL 50 例と T-NHL 17

例における WT1 遺伝子の変異の検索では 5 例

に変異がみられ、そのうち UPD が 4 例にみられ

た。WT1 遺伝子以外に LEF1 遺伝子と新規遺伝

子のホモ欠失と UPD をみい出した。これらはい

ずれも T 細胞の分化や増殖に関与する遺伝子



であった。これらの遺伝子の変異解析と機能解

析は進行中である。
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