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研究成果の概要（和文）：小児急性骨髄性白血病のAML-05研究でパネルシーケンスやRNAシーケンスでRAS関連遺
伝子のうちPTPN11やNF1遺伝子が予後因子であることを明らかにした。monosomy 7の7番染色体上の遺伝子異常の
解析を行い、31例に同定されたKMT2C変異は15例（4.5%）に認められ有意に予後不良であった。みられたITDの中
でUBTF-ITDが6例(1.2%)にみられ予後不良因子であることを見出した。TP53とRB1遺伝子の解析ではそれぞれが7
例(2.1%)と６例(1.8%) にみられいずれも予後不良であった。さらに網羅的メチル化解析を行った64例では高メ
チル化群は著しく予後不良であった。

研究成果の概要（英文）：The prognosis of pediatric acute myeloid leukemia (AML) has improved via 
stratification therapy. RAS pathway alterations were detected in 80 (24.4%) of 328 patients: NF1 (n=
7, 2.1%), PTPN11 (n=15, 4.6%), CBL (n=6, 1.8%), NRAS (n=44, 13.4%), KRAS (n=12, 3.7%). NF1 
alterations were frequently detected in cases with complex karyotype (P=0.031) and were found to be 
independent predictors of poor overall survival in multivariate analysis (P=0.007). We detected 
recurrent internal tandem duplication in upstream binding transcription factor (UBTF-ITD) in 1.2% 
(6/503) of pediatric AML patients with de novo AML. Among AML cases with 7 monosomy, KMT2C was 
frequently found in 15 cases (4.5%) and associated with poor prognosis. Genome-wide DNA methylation 
patterns in 64 pediatric AML patients were categorized into 4 clusters. Our results suggest that DNA
 methylation levels at specific CpG sites are useful to support genetic alterations and gene 
expression patterns of AML cases.

研究分野： 小児血液・がん
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研究成果の学術的意義や社会的意義
難治性の小児急性骨髄性白血病（AML）の遺伝子研究で次世代シーケンスを用いてRAS関連遺伝子、TP53とRB1遺
伝子、7番染色体上のKMT2C遺伝子等が予後因子であることを明らかにした。遺伝子の縦列重複を同定した遺伝子
の中でUBTF-ITDが予後不良因子であることを見出した。さらに網羅的メチル化解析で高メチル化群は著しく予後
不良であった。新たに予後と相関する遺伝子の多数の発見は小児AMLの治療の層別化と予後の改善に貢献するだ
けではなくて、がんの発生に根源的に関与すると思われる小児がんで見出したデータは成人のがんの発生の基盤
となり、すべてのがんの研究と治療にも貢献すると思われた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 

 
近年の治療法の進歩にもかかわらず小児急性骨髄性白血病(AML)は約 40％が再発、死亡してお

り、AML 患者の予後を改善することが本研究の目標である。小児 AML の治療層別化因子としては
染色体異常、NUP98-NSD1 等の融合遺伝子、FLT3-ITD 等の遺伝子重複異常が用いられている。 近
年の次世代シーケンサーの登場により、成人 AML では新規遺伝子が次々と見出されているが、小
児 AML の報告は少ない。そのために小児 AML の遺伝学的背景の全貌を明らかにして、どの治療を
選択するのか決定し、新規分子標的療法を見出して予後を改善する必要がある。本研究ではこれ
までの研究の成果をさらに進めてトランスクリプトーム解析、網羅的メチル化解析と AML 関連
の 343 遺伝子の Target シーケンス解析による統合的解析を行い、新規予後因子となる遺伝子を
見出して治療の層別化に貢献し、さらに分子標的療法に通じる分子遺伝学的基盤を構築する。 
 
２． 研究の目的 
本邦の小児 AML の治療層別化因子としては染色体異常、RUNX1-RUNX1T1、CBFB-MYH11、NUP98-

NSD1 等の融合遺伝子、FLT3-ITD 等の遺伝子異常が用いられている。これらと治療反応性を組み
合わせ、適切な治療強度による層別化治療が可能となり長期生存率は 60-70%まで上昇している
が、予後因子となる分子生物学的異常が同定される症例は約半数であり、多くの症例は中間リス
ク群として扱われる。その一部に再発難治の経過をたどる予後不良群が存在しており、より適切
な層別化治療を行うべく詳細な予後因子解析が求められている。 
次世代シーケンサーは極めて少量の検体から膨大な遺伝情報を抽出することができる。今回

は AML-05 試験に登録された 443 例中、臨床情報および保存検体として初発時ゲノム DNA 余剰検
体が利用可能な 330 例を対象とし、次世代シーケンサーを用いパネルシーケンスを行う。今回の
パネルシーケンスではこれまで固形腫瘍や造血器腫瘍などの悪性腫瘍においてドライバー遺伝
子や治療標的となり得る可能性が報告されている 343 遺伝子を対象とし以下の検討を行う。 
１）日本小児白血病リンパ腫研究グループ(JPLSG) AML-05 臨床試験に登録された 328 症例を対
象にサンガーシーケンス法と次世代シーケンサーを用いて RAS 経路異常の網羅的解析を行い、
臨床像との関連を検討する。 
２）Monosomy 7 は小児 AML の予後不良因子のひとつであり、成人 AML、骨髄異形成症候群(MDS)
においても認められる代表的な染色体異常である。近年、成人 AML や MDS における monosomy 7
や 7 番染色体長腕欠損[del(7q)]の責任遺伝子として SAMD9/9L、KMT2C、EZH2、CUX1 等が注目さ
れている。小児 AML においても monosomy 7 は予後不良因子であるが責任遺伝子は同定されてお
らず、del(7q)との違いや成人で注目されている KMT2C、EZH2、CUX1 等の遺伝子異常の頻度、臨
床的意義は明らかになっていない。7番染色体上の遺伝子の詳細な解析により小児 AML における
monosomy 7 の意義や他の分子生物学的背景との関連、新たな予後因子を見出す。 
３）パネルシーケンスにて複数の遺伝子の縦列重複(internal tandem duplication, ITD)を同
定し、UBTF-ITD が小児 AML のみに特徴的に見られるのか、小児 AML における頻度と予後不良因
子であるかを検討する。 
４）小児 AML を対象とした網羅的 DNA メチル化解析は国内外でほとんど報告されていない。我々
は国立成育医療研究センターとの共同研究で網羅的メチル化解析の系を確立しており、これを
用いて世界に先駆けて小児 AML の網羅的メチル化解析を AML 64 例で解析を行ない、メチル化部
位はプロモーター領域ではなくて、これまで見出した高発現を示す PRDM16 遺伝子上に存在する
CpG サイトにみられることを同定している。今回はさらに t(9;11)-AML と MLL 再構成陽性 AML
の 40 例を解析に加えさらに詳細な検討を行う。 
５）これまでトランスクリプトーム解析により小児 AML の未知の遺伝子を多数見出してきた。今
回はトランスクリプトーム解析症例も追加し、また AML 関連 343 遺伝子の Target シーケンスに
より関連遺伝子を見出し、小児ＡＭＬの予後の指標を見出し治療法の決定に貢献し、分子遺伝学
的基盤を構築する。まず TP53 と RB1 遺伝子の解析を 328 例で行った。 
 
３． 研究の方法 

 
1) 次世代シーケンサーを用いたパネルシーケンス 
AML-05試験に登録された443例中初発時ゲノムDNA余剰検体が利用可能な330例を対象とし、

次世代シーケンサーを用いパネルシーケンスを行った。今回のパネルシーケンスではこれまで
固形腫瘍や造血器腫瘍などの悪性腫瘍においてドライバー遺伝子や治療標的となり得る可能性
が報告されている 343 遺伝子を用いて、RAS 関連遺伝子、RB1、TP53 遺伝子、および遺伝子縦列
重複(ITD)の解析を行った。7番染色体上の遺伝子としては短腕上の遺伝子として TNRC18, IKZF1, 
EGFR、長腕上の遺伝子として SBDS, CDK6, SAMD9, SAMD9L, TAF6, STAG3, GNB2, GIGYF1, CUX1, 



KMT2E, PIK3CG, DOCK4, MET, SMO, LUC7L2, BRAF, EZH2, SMARCD3, KMT2C, XRCC を解析対象と
した。 
2)トランスクリプトーム解析（RNA Sequencing） 
これまで AML-05 の 64 検体の RNA を用いて検討してきたが、今回は CBF、複雑核型を中心に 40

例で Hi-Seq にて解析を行う 
3)網羅的 DNA メチル化解析 
小児 AML 64 例を用いて Ilumina 社の Infinium® HumanMethylation450 BeadChip allay 解析

を行ってきたが、今回は t(9;11)-AML を中心にさらに MLL 再構成例の 40 例で行う。これは SNP
アレイ技術を応用し１検体あたり 485,000 以上のメチル化サイトの解析が可能である。Infinium 
Assay 法ではバイサルファイト処理後配列の伸長反応でメチル化頻度を解析するため、１アレイ
１検体での解析が可能である。その他、プローブ数が多い、安価であるなどの利点から本法での
解析を行った。さらに DNA メチル化変化と発現変化が相関する遺伝子群を抽出し、DNA メチル化
により発現制御を受ける候補遺伝子の同定を試みた。遺伝子相互の関連性については、クラスタ
リング解析、パスウェイ解析を含めたバイオインフォマティクスの手法を用いて統合的に解析
し、機能的に関連する候補遺伝子・ハブ遺伝子の絞り込みを行う。得られた結果をもとに重要と
思われる遺伝子を選択し、パイロシークエンス法によりプロモーター領域と遺伝子上の CpG サ
イトのメチル化の解析を行う。これらと臨床データを合わせ臨床的意義を検討する。 
 

４． 研究成果 
1) JPLSG の AML-05 臨床試験に登録された 328 症例を対象にサンガーシーケンス法と次世代シ

ーケンサーを用いて RAS 経路異常の網羅的解析を行い、臨床像との関連を検討した。同定し
た異常は NF1 (7 例, 2.1%), PTPN11 (15 例、4.6%), CBL (6 例, 1.8%), NRAS (44 例,13.4%), 
KRAS (12 例,3.7%)であり、これらは相互排他的であった（図１）。予後解析では NF1 異常は
予後不良因子、NRAS 変異は予後良好因子であり、PTPN11 変異症例は再発や非寛解症例が多
い傾向にあった。これまで NF1 は遺伝子が大きいため報告が少なく、実験では mTOR 阻害剤
が有効であり、分子標的薬の開発により予後の改善も期待できると思われた。また NRAS 変
異は CBFB-MYH11 症例に有意に多く認められ予後良好因子であったが、この研究で同じ RAS
経路異常でも原因遺伝子により予後が異なることが判明した。 

 

 図１ 

 
2) Monosomy 7 は小児 AML の予後不良因子のひとつであり、成人 AML や MDS 領域においても認

められるが、その責任遺伝子は長年の解析によっても明らかになっていない。7番染色体上
の遺伝子の詳細な解析により小児 AML における Monosomy 7 の意義や他の分子生物学的背景
との関連、新たな予後因子の同定につながる可能性を検討した。KMT2C、EZH2、BRAF、CUX1、
SAMD9、SAMD9L 変異を 31例に同定した。特に KMT2C 変異は 15例(4.5%)と比較的高頻度に認
められ、有意に予後不良であった。 



3) AML-05 研究症例でのパネルシーケンスで UBTF-ITD が同定され、前研究である AML-99 研究
症例や成人 AML 症例、造血器腫瘍や固形腫瘍の細胞株を用いサンガーシーケンス法で解析し
た結果、UBTF-ITD が小児 AML のみに特徴的に見られ、予後不良因子である可能性を見出した
(図 2)。UBTF 以外にも複数の遺伝子で小児 AML において報告のない ITD が検出されており、
これらの臨床学的意義は今後の検討課題である。 

       図 2 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

図 2A UBTF-ITD を有する症例の分子生物学的特徴と臨床的特徴：UBTF-ITD を有する 6症例を 6列に示している。8トリ

ソミー、FLT3-ITD、WT1 遺伝子変異、PRDM16 遺伝子高発現との合併を多く認めた。 

図 2B 各症例の UBTF-ITD の遺伝子配列：各症例で同定された UBTF-ITD の遺伝子配列を示している。各症例の上段は塩

基配列、下段はアミノ酸配列を示している。いずれも Exon 13 内に重複を認め(黄色部分)、全症例に共通した重複配列

(点線四角)を有していた。 

 
4) DNA メチル化解析を 64 例で行い、Unsupervised の解析では 4 つのクラスターに分類され、

低メチル化群では既知の予後良好な遺伝子異常である RUNX1-RUNX1T1, MECOM 低発現の
KMT2A 再構成、中間メチル群では CEBPA 両アリル変異などとの関連が認められ、高メチル化
で特徴づけられるクラスターは低メチル化で特徴づけられるクラスターと比較して著しく
予後不良であった。また、Supervised の解析では FLT3-ITD 陽性 AML 症例内で DNA メチル化
パターンによって予後の層別化が可能であった。FLT3-ITD の予後層別に関連したゲノム内
の複数の DNA メチル化サイトは、エンハンサー機能を持つ領域であることが示唆され、難治
であった FLT3-ITD 症例では STAT5 の結合モチーフ内の低メチル化とクロマチンアクセス性
が密接に関連していた。さらに PRDM16 遺伝子の発現と DNA メチル化パターンの関連では、
一定の発現量を超えると劇的にメチル化パターンが変化していることを明らかにした。今後、
メチル化解析の症例をさらに増やして検討し、他の遺伝子との統合的解析により、t(9;11)-
ＡＭＬの予後の指標を見出して治療法の決定に貢献し、さらに分子標的療法に通じる分子遺
伝学的基盤を構築する。さらに t(9;11)-AML と MLL 再構成陽性 AML の 40 例を解析に加え関
与する遺伝子を絞り込み、予後因子の抽出とその機序を検証する予定である。小児白血病の
場合、発生や分化など生命現象に重要な遺伝子の変異が発症、進展に関与していることが多
いことから、これらの小児 AML の発症機構の研究は、成人を含めたがん化のメカニズムの解
明が期待される。 

5) TP53 と大きい為に解析が困難な RB1 遺伝子の解析を 328 例で行い、それぞれが 7例(2.1%)と
６例(1.8%) にみられ、いずれも予後不良であった。現在臨床像との関係を検討中である。 
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