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研究成果の概要（和文）：SNP アレイ解析で CBL 遺伝子の exon7-9 について、小児白血病 149 例
と MDS 65 例で検討し、変異は JMML 40 例中 3 例にみられいずれも UPD があり、AML 81例中急性
巨核芽球性白血病 １例にのみみられ、小児 ALL 28 例では変異はみられなかった。ASXL1、IDH1、
IDH2、DNMT3A 遺伝子について検討し、ASXL1 変異は JMML 40 例中１例にみられ IDH1、IDH2、
DNMT3A 遺伝子の変異はみられなかった。SETBP1 遺伝子変異は JMML 40 例中 3 例にみられ、これ
らの症例は PTPN11 や RAS 遺伝子の変異もみられ、SETBP1 遺伝子は JMML の進展に関与すること
が示唆された。GATA2 遺伝子の変異はみられなかった。 

 
研究成果の概要（英文）：SNP arry analysis of exon 7-9 of CBL gene revealed the mutation in 3 of 40 
JMML, one of 81 AML, but not in 28 cases with ALL. ASXL1 mutation was found in one of 40 JMML. 
No IDH1, 2, DMMT3A genes were found in these cases. SETBP1 mutation was found in 3 of 40 JMML, 
but not in AML or ALL. No mutations of GATA2 gene were found in these cases. SETBP1 was 
suggested to be associated with the development of JMML. 
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１．研究開始当初の背景 

これまで悪性腫瘍のゲノム研究の領域では、
正常組識の混入が正確な解析を困難にする大
きな要因であった。CNAG/AsCNAR 解析ツール
は、正常細胞が混入した検体でも正確な解析を
行うことができ、我々は成人の myelodysplastic 
syndrome (MDS)/myeloproliferative neoplasm 
(MPN)で 11q uniparental disomy（UPD）から CBL
遺伝子を同定した (Nature 459:712-716, 2009）。

この解析系での一回の解析に必要な検体量は
DNA としてわずか 400ng であり、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。白血病に比べて juvenile myelomonocytic 
leukemia (JMML)や小児MDSは正常細胞を伴っ
ているものも多く、正常組識の混入が避けられな
い点、また特に乳幼児では十分量の検体確保
が困難なことも多い点を考慮すると、JMML と小
児 MDS を対象としたゲノム解析にこのシステム
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を用いることは大きな利点がある。また JMML と
小児 MDS を対象とした網羅的メチル化解析は
国内外でまだ報告されていないため、本研究の
遂行は新たな研究フロンティアの創生に寄与す
ることが予想される。 

JMML と小児 MDS は希少疾患であることから、
症例集積が困難であり本申請のような多数例の
研究はこれまで少ない。しかし、全日本的規模
で研究を行うことにより JMML や小児 MDS の遺
伝子学的特性が明らかとなり、JMML と小児
MDS の発症機構の研究は、がん化のメカニズム
を効率よく解明するのみならず、発生・発達や老
化などの生命現象全体の解明のためにも極め
て重要な役割を果たすことが期待される。 
 
２．研究の目的 

JMML は２歳以下の乳幼児にみられることが
多く、小児 MDS の約 30％、小児白血病の約１％
を占める。JMML は Noonan 症候群や神経線維
腫症などの先天性疾患との合併が多く報告され
ている。JMML に対しては有効な抗白血病薬が
なく、近年の造血幹細胞移植にもかかわらず５
年全生存率は約 30％にとどまっている。近年
NF1 遺伝子の異常に加え、PTPN11 や KRAS, 
NRAS 遺伝子などの異常が JMML において高頻
度に検出され、JMMLの成因にRAS経路の活性
化が重要であることが示唆されている。しかし、
20～30％の症例ではこれらの遺伝子に異常は
みられない。我々のグループは、成人の MDS の
SNP アレイ解析で多数の UPD や欠失領域をみ
い出し、この中で CBL が高頻度であり、癌抑制
遺伝子と同時に癌遺伝子の機能を有することを
みい出した（Nature 459 : 712-716, 2009）。 
 小児の MDS は成人に比べて頻度が低く、
Fanconi 貧血や先天性骨髄不全症候群の関与
も考えられる。これまで NRAS、KRAS の変異が
報告されているが、発症機序に関連する異常の
報告はまだない。我々は SNP アレイを用いてゲ
ノムの網羅的解析を行ない、PTPN11、RAS、
NF1、CBL などの既知の遺伝子異常以外の新し
い遺伝子異常をみいだし、JMML と小児 MDS の
発症、進展の分子機構を明らかにする。 
 
３．研究の方法 

JMML50 例と小児 MDS 40 例を対象にして
Affymetrix GeneChip 100K/500K array、解析プ
ログラムである CNAG プログラムを用いる。検体
から抽出したゲノム DNA を適切な制限酵素で消
化し、断端に共通のアダプターを付加した後、
PCR により増幅する。PCR 産物の精製後に
DNaseI 処理によりさらに断片化し、biotin ラベル
をした後、GenChip 500K アレイ上でハイブリダイ
ゼーションを行う。CNAG/AsCNAR アルゴリズム
を用いてデータを分析し網羅的なゲノムコピー
数の解析を行う。JMML と小児 MDS におけるゲ
ノムコピー数の変化のうちホモ欠失、LOH、UPD、
gain および amplification の共通領域内に存在す

る有用な遺伝子(群)につき、real-time PCR を用
いて発現解析を行う。また変異解析およびコロ
ニーアッセイなどにより、腫瘍化との関連性のさ
らなる検証を行い、標的遺伝子の同定を試みる。
並行して網羅的メチル化解析の結果より抽出し
た候補標的遺伝子に関しても同様の遺伝子の
性状解析を行う。これらの結果と臨床像の相関
を明らかにする。 
 
４．研究成果 

平成 22 年度は、SNP アレイ解析で抽出した
CBL 遺伝子の解析を行った。これまで変異の報
告のある CBL 遺伝子の exon7-9 (linker/RING 
finger domain)について、PCR 法と直接塩基決定
法にて変異の有無を検討し、小児白血病 149
例と MDS 65 例における CBL 遺伝子と臨床像の
関係を検討した。MDS のうち、JMML 40 例の検
討では、CBL遺伝子変異は3例(7.5%) にみられ、
いずれも 11q-aUPD がみられ、PTPN11 や RAS
遺伝子の変異はみられず、 CBL 遺伝子は
JMML の原因遺伝子の 1 つであると思われた
（Leukemia 24 : 1090, 2010）。これらの 3 例の年
齢は 2 例が 2 ヵ月、1 例が 3 ヵ月で、1 例が移植
の副作用で 32 ヵ月で死亡したが残り 2 例は 12
ヵ月と 68 ヵ月無病生存中であり、CBL 変異例は
予後良好であることが示唆され、欧米の報告と
一致した。欧米では CBL 遺伝子の胚細胞変異
が報告されているが、正常細胞が入取できなか
ったので、今回は検討できなかった。成人の急
性骨髄性白血病(AML) 81 例の検討では、急性
巨核芽球性白血病(AMKL) 1 例（1.2%）にのみ変
異がみられた。また検索した CMML 1 例で変異
がみられたが、小児ALL  28例では変異はみら
れなかった。CBL 遺伝子変異は JMML で頻度
が高く、AMKL でもみられるが、他の AML、MDS
や ALL ではまれであることが示唆された。 

近年、成人の AML と MDS で ASXL1、IDH1、
IDH2、DNMT3A 遺伝子等の変異がみられ、予
後と相関することが報告された。平成 23 年度は、
polycomb 関連遺伝子の ASXL1 遺伝子と DNA メ
チル化に関与する IDH1、IDH2、DNMT3A 遺伝
子について JMML 40 例と MDS 65 例、AML 20
例で変異の有無の解析を行った。JMML 40 例
の検討では、ASXL1 遺伝子変異は 1 例(2.5%) 
にみられ、この症例は PTPN11 や RAS 遺伝子の
変異はみられず、ASXL1 遺伝子は JMML の原
因遺伝子の1つであることが示唆された。ASXL1
遺伝子変異は MDS ではみられなかった。また
JMML と MDS における IDH1、IDH2、DNMT3A
遺伝子の変異はみられなかった。ASXL1 遺伝
子変異は成人の AML と MDS では約 20%に変異
がみられるが、小児 MDS ではまれであり、JMML
で 1 例だけ認められ、これまでの報告と合わせる
と JMML の一部の発症と進展に関与するものと
思われた。小児 AML では ASXL1、IDH1、
DNMT3A 遺伝子の変異はみられなかったが、１
例に IDH2 の R140Q 変異がみられ、この症例は



 

 

12 歳男児で t(8;21)を有し、寛解に導入されたが
再発し、死亡している。 

平成24年度はJMML 40例とMDS 20例、AML 
157例とALL 30例および白血病細胞株 20株で
SETBP1とGATA2遺伝子変異の有無の解析を行
った。SETBP1遺伝子変異はJMML 40例の検討
では、3例(7.5%) にみられ、これらの症例は
PTPN11やRAS遺伝子の変異もみられ、SETBP1
遺伝子はJMMLの進展に関与する原因遺伝子の
1つであることが示唆された。SETBP1遺伝子変
異はAMLとALLではみられなかった。また
GATA2遺伝子の変異はJMML、MDS、ALLと白
血病細胞株ではみられなかった。SETBP1遺伝
子の高発現は成人のAMLでは予後不良とされ、
その変異は成人の非定型的骨髄増殖症では約
20%に変異がみられると報告されているが、
JMMLではまだ報告がない。今回の結果は、
SETBP1遺伝子の変異はJMMLの一部の発症と
進展に関与するものと思われた。またGATA2遺
伝子はこれらの疾患に関与しないものと思われ
た。 
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