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研究成果の概要（和文）： 
 我々は効率の良いゲノミクス解析を行うことを目的として、急性骨髄性白血病（AML）症例を

含む様々な白血病類縁疾患の患者骨髄より造血幹細胞のみを純化保存する大規模検体収集事業

「Blast Bank」を設立した。本研究において我々は Blast Bank の AML 検体の中から、核型や治

療反応性などの臨床情報が整備された 99 例からなる「標準検体セット」を選び出し、これらに

対して網羅的なゲノミクス解析を行い、新たながん遺伝子の同定を目指すと共に、真に治療反

応性にリンクする遺伝子の同定を行った。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Leukemias are clonal disorders of hematopoietic stem cells or immature progenitors. 

However, a simple comparison of the bone marrow (BM) mononuclear cells (MNCs) among 

heterogeneous acute myeloid leukemia (AML) patients is likely to reveal a large number 

of changes in the genome that reflect differences either in the percentage of blasts within 

BM, or in the differentiation ability of the blasts. To minimize such population-shift 

effects, we have set up a large-scale cell bank (the Blast Bank) for the storage of 

hematopoietic stem cell (HSC)-like fractions purified from individuals with a wide range 

of leukemic disorders. To identify oncogenes in leukemias, and to clarify a molecular 

signature that was directly linked to the prognosis of leukemic patients, we performed 

a large-scale genomic analysis of the Blast Bank specimens. 
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１．研究開始当初の背景 

 造血器悪性腫瘍には急性骨髄性白血病

（AML）や骨髄異形成症候群（MDS）、慢性骨

髄性白血病（CML）など様々な白血病類縁疾
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患が存在し、いずれも骨髄内の造血幹細胞あ

るいは血液幼若芽球の異常により引き起こ

されると考えられている。しかしその分子発

症メカニズムは多岐に渡っており、これまで

の多大な研究にもかかわらず、具体的な原因

遺伝子の同定がなされたものは稀である。一

方、染色体の構造異常は白血病発症メカニズ

ムに重要な役割を果たしており、転座や欠失、

増幅といった特異的染色体・遺伝子変異の有

無が治療法選択と治療予後に大きく関係し

ている。これら分子異常を標的とした薬剤で

あるイマチニブ（CML）やオールトランスレ

チノイン酸（急性前骨髄球性白血病:APL）な

どの有効性から明らかなように、白血病の診

断法や新規分類法、新規治療法の開発にはそ

の分子発症機構の解明が、緊急且つ最も重要

な課題である。 

 

２．研究の目的 

 DNA マイクロアレイなどの網羅的遺伝子発

現プロファイルによって造血器悪性腫瘍の

病態解析を試みた報告が発表されているが、

これらはいずれも末梢血あるいは骨髄中の

単核球全体を解析したものであり、真に白血

病クローンの異常を反映しているかは疑問

が残る。我々は造血器悪性腫瘍における効率

の良いゲノミクス解析を行うことを目的と

して様々な白血病類縁疾患の患者骨髄より

CD133 陽性造血幹細胞相当分画のみを純化保

存する大規模検体収集事業「Blast Bank」を

設立した。2012 年 4 月時点で 700 症例を超え

る検体収集に成功しており、本バンクは造血

器悪性腫瘍検体としてのみならず純化ヒト

疾患臨床検体のゲノミクスプロジェクトと

して現在においてもなお、世界最大規模の一

つとなっている。我々は Blast Bank の AML

検体の中から、核型や治療反応性などの臨床

情報が整備された 99 例からなる「標準検体

セット」を選び出し、これらに対して網羅的

なゲノミクス解析を行い、新たながん遺伝子

の同定を目指すと共に、真に治療反応性にリ

ンクする遺伝子の同定を試みることを本研

究の目的とした。 

 

３．研究の方法 

 Blast Bank に属する AML99 例の標準検体セ

ットを用いて、（１）遺伝子発現プロファイ

ル、（２）染色体コピー数異常、（３）ゲノム

リシークエンス、（４）miRNA クローニング、

について解析を行った。 

 

（１）AML標準検体99例よりmRNAを抽出し、

症例ごとにビオチン標識した相補鎖 RNA をア

フィメトリクス社 HGU133 マイクロアレイに

ハイブリサイズし、４万４千種類にも及ぶ全

ヒト遺伝子を網羅した遺伝子発現データベ

ースを構築した。 

 

（２）AML 標準検体セットよりゲノム DNA を

採取し、断片化した後 PCR で増幅し、ビオチ

ン標識した DNA 断片をアフィメトリクス社

GeneChip100K マッピングアレイにハイブリ

ダイズした。本アレイは SNP ジェノタイピン

グを目的に開発されたオリゴヌクレオチド

アレイであるが、このアレイにハイブリダイ

ズしたゲノム DNA 量を各アリルの SNP ジェノ

タイプの蛍光強度として測定するため、その

総和でコピー数を計算可能である。このよう

にして AML99 例の染色体コピー数変化（copy 

number alteration: CNA）部位のデータベー

ス構築を行った。 

 

（３）Blast Bank に属する AML 症例のうち、

臨床的に正常核型と診断された 20 例につい

て、米国 Perlegen 社と共同で開発した 900

万塩基対の配列を決定可能な世界最大の DNA

シークエンスアレイを使用して、細胞増殖関

連遺伝子 5600 種類の coding exon の配列解

析を行った。本システムはアフィメトリクス

社の SNPジェノタイピングアレイの解析シス

テムを応用したもので、アレイに白血病芽球

より抽出したゲノム DNAをハイブリダイズし、

アミノ酸の非同義変異を規定する塩基対の

配列を決定した。 

 

（４）我々は微量の臨床検体から高感度に

miRNAをクローニングするmRAP法を開発した。

具体的には白血病芽球のトータル RNAよりス

モール RNA フラクションを純化し、PAGE で展

開後 miRNAサイズの部分をゲルから抽出した。

次に miRNA の 3’末端にアダプターを付加し

逆転写酵素で cDNA とし、5’末端にアダプタ

ーをつけた後、両端のアダプター配列をプラ

イマーとして PCR で miRNA を増幅した。増幅

された miRNA をコンカタマーとすることで、

Sanger 法による自動シークエンス装置でも

一回のシークエンス反応で数十クローンの

miRNA を効率よく同定可能となった。我々は

標準検体のうち 12 例の miRNA クローニング

を行った。 

 

４．研究成果 

（１）これまでの DNA マイクロアレイを使用

した遺伝子発現プロファイルによる白血病

の病態解析はいずれも末梢血あるいは骨髄

中の単核球全体を解析したものであり、導き

出されたデータは症例毎の白血病芽球の存

在割合や分化の程度に強く左右される報告

であった。我々は様々な白血病類縁疾患が、

いずれも骨髄内の造血幹細胞あるいは血液

幼若芽球の異常により引き起こされること

に着目し、患者骨髄より CD133 陽性造血幹細

胞相当分画のみを純化し比較を行った。その

結果これまでの病型分類によらない白血病



 

 

芽球のみの遺伝子発現解析が可能となった。

我々は AML99 例の標準検体セットの遺伝子発

現プロファイルから、治療反応性にリンクす

る遺伝子セットを選び出し、それらの遺伝子

発現量を基にした生命予後予測法を開発す

ることを試みた。我々は AML 標準検体セット

のうち標準治療を受け、完全寛解を一年以上

継続した予後良好群と完全寛解を得られな

かった予後不良群との間で発現量が有意に

異なる遺伝子を 19 種類同定することに成功

した。次にこの二群における 19 遺伝子の発

現プロファイルをまず k-nearest neighbor

法を用いてコンピューターのプログラムに

教育させ、予後良好群、予後不良群にも属さ

ない症例の遺伝子発現プロファイルが何れ

のグループに近いかあるいはどちらとも判

断できないか予測させた。その結果、３つの

グループに分類され、各々のグループの生存

期間は統計的有意に異なった。我々が開発し

た予後予測法を用いたところ、正常核型を持

つ 41症例は三グループに分類可能であった。

つまり臨床的には現在単一の予後群である

と定義される AMLの正常核型を有する群も遺

伝子発現プロファイルの観点からは複数の

予後グループからなることが明確となった。 

 

（２）白血病を含む種々のヒト悪性腫瘍にお

いて微細な染色体構造異常も発癌メカニズ

ムに関与する可能性が指摘されている。染色

体重複部位にはがん遺伝子の存在を、また欠

失部位あるいは loss-of-heterozygosity 

(LOH) 部位には癌抑制遺伝子の存在が示唆

されている。我々は AML99 例の標準検体セッ

トのゲノム DNAにおいてアフィメトリクス社

GeneChip100K マッピングアレイを用いて、平

均約 25kbp という詳細な解像度を以て、CNA

および LOHの極めて詳細かつ大規模な染色体

構造異常部位を測定した。その結果、従来の

G-banding 法にて正常核型と診断されていた

AML 症例の多くに数百 kbp から染色体全体に

わたる CNA/LOH を認め、また遺伝子発現量に

相関する CNA 部位や、多症例に共通した LOH

部位を複数同定した。我々は、11 番染色体長

腕上に存在するがん抑制遺伝子 CBL遺伝子座

位が白血病において LOH となっており、さら

にこの CBLに活性型変異が生じていることを

明らかにした。更に治療反応性や生命予後な

ど臨床パラメーターにリンクした CNA部位の

同定も試みた。 

 

（３）白血病芽球に認められる異常核型の有

無は AML症例の長期予後を規定する重要な因

子であり、その特徴によって予後良好群と予

後不良群に分類可能である。しかし全体のお

よそ半数を占める正常核型の AML 症例の予後

は良好群と不良群の中間程度である。このこ

とは白血病芽球ゲノムの配列異常の結果生

じるアミノ酸置換を伴うがん遺伝子を明ら

かにすることで初めて AMLの予後改善が実現

されることを示唆する。そこで我々は米国

Perlegen 社と共同開発した超大型シークエ

ンスアレイを使用して、非同義変異をもたら

さすゲノム配列異常を探索した。正常核型の

AML 芽球 20 例のゲノム DNA について 5648 種

類の遺伝子上の約 900万塩基対の配列を決定

したところ、9148 塩基対の配列異常が存在す

ることが明らかになった。ところが同一症例

の CD4 陽性正常リンパ球のゲノム DNA の配列

と比較したところ、その配列異常のほとんど

が正常リンパ球にも存在することが明らか

となり、白血病芽球特異的に存在する配列異

常はわずか 11 塩基対のみであった。その一

つは JAK3 チロシンキナーゼの活性型変異で

あり、Blast Bank サンプルのうち約 3%に JAK3

変異が存在した。JAK3 活性型変異を発現させ

たマウス造血幹細胞は骨髄再構築実験によ

りレシピエントマウスで白血病を発症した

ことから、JAK3 キナーゼ変異はヒト AML 発症

の原因遺伝子候補の重要な一つと考えられ

る。同様に明らかとなった配列異常の一つは、

ヒトゲノムのメチル化に本質的な役割を果

たす DNMT3A の体細胞変異であり Blast Bank

サンプルの約 4%に変異を認めた。これはゲノ

ムメチル化酵素の世界初の体細胞変異同定

であって、我々の報告の後、世界中の研究者

から同様の報告がもたらされた。 

 

（４）miRNA は 20〜24 塩基長の極めて短い

non-coding RNA であり、広く真核生物のタン

パク翻訳制御に関わっている。発がんへの

miRNA の関与もいくつかの例で報告されてき

たが、微量の臨床検体から十分な量の miRNA

を同定する手法が存在しなかったため、白血

病における解析も進んでいなかった。我々は

僅か1×10

4

個の細胞からもmiRNAをクローニ

ングする超高感度クローニング法 mRAP 

(miRNA Amplification Profiling)法を開発

した。本手法により微量の臨床検体から比較

的簡単に数千クローンの miRNAを同定可能で

ある。12 例の白血病芽球の miRNA をクローニ

ングしたところ、一症例あたり約 3000 クロ

ーンの miRNA を得、その発現パターンは白血

病芽球の核型に大きく依存し、しかもわずか

６種類の miRNA発現量で特徴づけられること

が明らかとなった。 
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