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研究成果の概要（和文）：本研究により、急性骨髄性白血病患者の治療前、治療開始後早期、治療開始後後期、
寛解期、再発時における末梢血単核球検体を分離し、採取・保存を行い、それら急性骨髄性白血病患者の各種臨
床情報と検体を対応させるシステムを構築した。
単一細胞レベルにおける遺伝子発現解析を実施した。予想に反して治療の効果に関わらず治療開始後早期におけ
る白血病細胞集団の細胞数の変化については治療反応性による有意差はなく、治療開始後ごく早期の白血病細胞
減少は治療効果予測には繋がらない可能性があると考えられた。また、白血病細胞以外の細胞において、治療開
始後早期に一部のリンパ球集団が増加しており、治療に伴う変化の可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we collected and stored peripheral blood mononuclear cell 
samples from patients with acute myeloid leukemia before, early after, and late after the start of 
treatment, and established a system to correlate these samples with various clinical information on 
patients with acute myeloid leukemia.
Next, gene expression analysis at the single cell level was performed. Contrary to expectations, 
there were no significant differences in changes in the cell counts of the leukemic cell population 
early after the start of treatment, regardless of the treatment effect. In addition, a portion of 
the lymphocyte population of non-leukemic cells increased early after treatment initiation, 
suggesting the possibility of treatment-related changes.

研究分野：血液内科学

キーワード： 急性骨髄性白血病　非腫瘍細胞　治療反応性　血液内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
急性骨髄性白血病は予後不良な疾患であり、治療効果の予測及び治療による有害事象の回避が重要である。本研
究では通常用いられる骨髄を用いた場合に比較して、患者の侵襲を低減させ、頻回の検査を行うことが可能と考
え、末梢血検体を用いて治療効果を予測することを目標とした。
治療前及び治療開始早期に遺伝子発現・細胞集団の変化について解析を行い、治療早期にリンパ球の一部におい
て増加する集団を同定した。この変化が治療反応性を予想するかどうかに関して、さらなる解析を行い、患者に
侵襲が少ない方法で早期に治療効果を予測する検査方法を確立する基礎となる知見となると考えている。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
血液悪性腫瘍の１つである急性骨髄性白血病 (AML)は化学療法及び造血幹細胞移植の進歩によ

っても未だ予後不良で、半数程度の患者が長期生存できない。現在の強力化学療法は腫瘍細胞を

標的として殺細胞的な効果を示すことにより、腫瘍細胞の根絶を目指すという戦略に基づいて

いる。従って治癒を目指すための強力化学療法は非常に強力となり、臓器機能障害のある患者及

び高齢の患者においては治癒を目指す化学療法は不可能である。高齢化社会である現在の世界

ではこのような患者層に対しての治療開発が急務であると考えられ、新たな治療戦略が必要と

なっている。 

治療戦略の一つは非血液細胞で構成される骨髄微小環境を標的とするもので、もう一つは非腫

瘍細胞である血液細胞を標的としたものである。 

骨髄において非血液細胞が構成する骨髄微小環境は、造血幹細胞及び血液細胞の分化・成熟に重

要な役割を果たしている(Morrison SJ. Nature. 2014)。研究開始時には白血病モデルマウスを

用いた骨髄微小環境の解析により、白血病を発症したマウスの骨髄微小環境は正常と比べて構

成細胞及び遺伝子発現が変化し、骨髄微小環境を白血病細胞が自らの生存・増殖に有利なものに

変化させることが複数の研究から明らかとなっており、この改変された微小環境は白血病微小

環境と呼ばれていた。 

白血病微小環境の研究において白血病モデルマウスでは単一細胞レベルの研究が行われ全容が

解明されつつあった (Baryawno N. Cell 2019.) ものの、ヒトにおいて白血病微小環境の全容

は解明されておらず、従って AML 患者検体を用いて白血病微小環境の全容及び AML の発症・進

展のメカニズムを解明することは AML に対する治療開発を進展させるための重要な知見である

と考えていた。 

 

２．研究の目的 

本研究ではAML患者から採取した骨髄・末梢血検体を単一細胞におけるRNA-seqを用いて遺伝子

発現を詳細に解析し、AMLにおいて非腫瘍細胞が病態の進行・治療反応性に果たす役割を解析

し、治療標的細胞・分子を検証することで非腫瘍細胞を標的とした新規治療の開発の端緒とな

ることを目指すことが目的であった。 

 

３．研究の方法 

AMLにおける非腫瘍細胞の役割を解明するため、AML患者より同意を得て骨髄検体・末梢血検体

を採取・保存し、臨床情報とともにデータベース化した。 

AML患者より採取した検体を用いて、セルソーターを用いて7-AAD陰性、GPA陰性の赤血球以外の

生細胞を分取し、chromiumシステム (10X genomics) により単一細胞RNA-seq ライブラリを作

製した。その後次世代シークエンサを用い配列情報を得て解析を行った。解析には東京大学医

科学研究所のスーパーコンピュータであるShirokaneを用いる。一次解析はCellranger, 二次解

析はSeuratパイプラインを用いて行った。 

 

 

 



４．研究成果 

 

１）AML 患者検体収集のためのデータベース構築 

AML 及びその他骨髄系悪性疾患の患者より同意を得て、様々な時系列（初発時、治療後早期、治

療後晩期、寛解期、再発時）において経時的に骨髄検体・末梢血検体を採取・保存し、臨床情報

とともにデータベース化を行うことで、本研究のみならず将来の研究においても利用可能とな

るデータベースを構築した。このデータベースに基づいて、その一部を抽出し得た知見を日本血

液学会で発表しており（樽井、日本血液学会学術集会 2023 年）、今後も本データベースを更新・

活用し、更なる研究に活用する予定である。 

 

２）AML 患者における末梢血中腫瘍細胞・非腫瘍細胞の変化 

研究計画当初においては、骨髄における白血病微小環境を解析することにより、白血病微小環境

を標的とした治療開発の端緒となる知見を得ることが目的であった。 

しかしながら、研究開始当初より COVID-19 パンデミックによる医療体制の変化、臨床研究体制

の構築への影響から、実際の研究開始において遅延が生じた。また疾患の特性上強い免疫不全を

呈することが不可避な AML 患者では、通常の感染症のみならず COVID-19 感染症を併発すること

も多く、そのような症例においては同意採取・検体の収集自体が困難であった。そのため、患者

への侵襲が少なく、頻回採取が容易な末梢血を採取し、末梢血検体を用いて研究を開始すること

に変更した。 

骨髄検体と比較して末梢血検体を用いた場合に、有利な点として治療前、治療開始後早期、治療

中など、通常骨髄検査による治療効果判定を行わない時期であっても、通常診療において末梢血

を用いた臨床検査が行われるため、その残余検体を用いて解析が可能な点にある。 

その利点を最大限活用するためには、AML 患者に対する治療反応性を治療早期の検体を用いて予

測することができれば、個別化治療のような患者に合わせた適切な治療選択が可能となり、結果

として不要な治療による有害事象の低減、最適な治療方針選択による治療成績の向上のための

基礎となる知見が得られると考えた。 

上記の目的のため、AML 患者より治療前・治療後早期における末梢血検体を採取し、細胞を保存

した。またそれらの患者について治療反応性を診療情報より抽出し、単一細胞レベルの遺伝子発

現解析と合わせて治療奏効例 3例、治療無効例 3例において解析を行った。その結果、治療奏効

例において治療前検体における白血病細胞の割合が少なかった（次ページ図）。先行研究におい

ては治療開始後、腫瘍細胞の早期減少・消失が治療反応性と関連しているとの報告があった

（Short NJ, et al. Am J Hematol. 2016.）が、本研究においては白血病細胞に分類される細胞

集団の割合は治療開始前と治療開始後で明らかな減少は同定されず（次ページ図）、治療反応性

との関連も同定されなかった。今後の研究において白血病細胞における詳細な遺伝子発現解析

を行い、治療前後で治療反応性と関連する変化が同定されるかについて更なる解析を行う予定

である。 

非腫瘍細胞を解析したところ、NK 細胞に分類される細胞分画が治療開始後早期で増加していた

（次ページ図）。しかし、本研究においては治療反応性によらず NK 細胞が増加しており、治療

反応性の予測因子とは言えない結果であった。AML 治療開始後早期における普遍的な変化である

所見の可能性も考えられるが、単一細胞レベルや集団内で遺伝子発現変化が起こっている可能

性は十分あると考えられ、例数を増やした解析・更なる詳細な解析を行う必要があると考えてお

り、現在更なる解析を計画中である。 



 

 

 

 

また、本研究において、DNA 検体を用いたゲノム解析も合わせて行う予定となっており、今後合

わせて統合的な解析を行う予定である。 

 

 

 

 
 
 

奏効例

白血病細胞
17%

単球
47%

T細胞
34%

NK細胞
11%

B細胞
0.9%

治療前 治療開始後早期

白血病細胞
21%

単球
46.6%

T細胞
29%

NK細胞
13.3%

B細胞
1.1%

無効例

白血病細胞
61%

単球
6.7%

T細胞
27%

NK細胞
15%

B細胞
0.3%

白血病細胞
48%

T細胞
24%

NK細胞
21%

B細胞
0.2%

単球
5.4%

図. AML患者における治療前・治療開始後早期の単一細胞レベル遺伝
子発現解析によって分類される細胞集団の変化と治療奏効性
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