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研究成果の概要（和文）：BCOR-RARA強制発現マウス細胞株では分化誘導が障害されていたが、ATRA投与により改善傾
向が見られた。t(X;17)(p11;q12) APL症例の全エクソーム解析からBCOR-RARAと共存する他の遺伝子異常は検出されな
かった。72例のAML検体を用いたBCOR遺伝子解析から４検体５種の遺伝子異常が検出された。以上よりBCORの機能異常
が骨髄性白血病発症において重要な役割を持っていると考えられた。

研究成果の概要（英文）：32D cell lines with BCOR-RARA exhibited differentiation block under G-CSF 
condition, however ATRA administration induced myeloid differentiation. Whole exome sequences with 
t(X;17)(p11;q12) APL samples revealed no additional gene mutations except BCOR-RARA. Deep sequence by 
next generation sequence of BCOR region detected 5 different BCOR mutations from 4 samples. Taken 
together, BCOR has important roles as a tumor suppressor.

研究分野：血液腫瘍学
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１． 研究開始当初の背景 
急性前骨髄性白血病（APL）は特徴的な

染色体転座、臨床像を持つ病型のひとつであ
る。典型的な APL ではキメラ遺伝子
PML-RARが発症原因とされる。All-trans 
retinoic acid（ATRA）は RARに結合して
PML-RARによる転写抑制を解除すること
により白血病細胞を分化誘導して細胞死を
導くと考えられている。しかし臨床において
は ATRA 単独では病気の治癒は得られない
ことから PML-RARのみが単一の発がんメ
カニズムではないと推定されている。 
我々は t(X;17)(p11;q12) APL variantよ

り BCOR-RARキメラ遺伝子をクローニン
グした。また BCOR-RARが内在性 RAR
の機能を阻害することを明らかにした 。
BCOR はクロマチン修飾分子などと結合す
ることが知られている転写抑制因子であり、
マウス胎児の発生、分化に重要な役割を持つ
こと、人の遺伝病 OFCDで BCORに高率に
遺伝子異常があることが報告されている。
我々の報告した症例は男性であり BCOR は
X染色体上にあることから、ひとつの染色体
転座により BCOR-RARと正常 BCORの欠
損が同時に起こる。これは t(X;17)(p11;q12) 
APL variant 発症に BCORの機能欠損が関
わる事を示唆する。 
 
２．研究の目的 
本研究では、BCORは発生だけでなく腫瘍
の発生にも重要な役割があるとの仮説を検
討した。
 
３． 研究の方法 
(1) BCOR-RARの造血細胞における機能
解析：骨髄球系マウス細胞株 32D へ遺伝
子導入するために Lentivirus ベクター
(pHIVIG)へ BCOR-RAR遺伝子等を挿
入した。このベクターと pPAX2, pMD2.G
とともに HEK293T 細胞で共発現させて上
清にウィルスを作製した。32D 細胞をポ
リブレン存在下でウィルス上清を加えて、
１時間遠心することにより細胞へ感染さ
せた。Puromycin により遺伝子導入細胞
を選択した。発現蛋白の確認は Western 
blot 法で行った。32D 細胞の分化誘導に
はIL-3非存在下でG-CSF投与下に７から
１０日間培養後、ギムザ染色で形態を観
察した。 
 

(2) t(X;17)(p11;q12) APL症例における全エ
ク ソ ー ム 解 析 ： 当 院 の 症 例 由 来
t(X;17)(p11;q12) APL genomic DNAを
初診時、再発時、寛解時の保存検体から
抽出した。品質評価後に DNA 破砕装置
で断片化してピークサイズが 300 bpsで
あることを確認しライブラリーとした。
全エクソン領域を濃縮するために
SureSelect Oligo Captureとライブラリ
ーをハイブリダイゼーションすることに

より濃縮、回収した。Index付き primer
で PCR をすることによりシークエンス
ライブラリーとした。クラスター形成に
は cBot, シークエンス解析は HiSeq 
2000を使用した。１検体につき６千万リ
ードの出力が得られた。データ解析には
CLC bio 社 Cancer Research 
Workbenchを使用した。 

 
(3) 急性骨髄性白血病(AML)患者サンプルに
おける BCOR遺伝子異常の検討：当院に
おける初発 AML 患者検体の genomic 
DNA より高正確性 PCR 酵素を用いて
BCOR エクソン領域を５箇所 (483 – 
4495 bps) に分割して増幅した。コント
ロールとして TP53 遺伝子を２箇所(455 
– 2912 bps)に分けて増幅、精製した。
PCR 産物を患者ごとに混合してライブ
ラリーとした。Illumina社 Nextera XT
キットを用いて断片化と index付加を行
った。Illumina社MiSeqを用いて DNA
シークエンスを行った。２４検体につき
約１G のデータを得た。データ解析には
CLC bio 社 Cancer Research 
Workbenchを使用した。 
 
４． 研究成果 
(1) BCOR-RARの造血細胞における機能
解析：骨髄球分化に与える BCOR-RAR
の影響を調べるため、BCOR-RAR発現
32D 細胞を作製した。G-CSF 誘導による分
化誘導はBCOR, RARA発現 32D細胞ではコ
ントロール細胞と比較して変化はみられ
なかったが、BCOR-RAR発現 32D 細胞
は G-CSF 投与下の分化誘導に反応性が低
下しており、幼弱な形態の細胞が残存し
た。また、ATRA 添加時には分化誘導が回
復した。しかし、IL-3 および G-CSF 非存
在下は不死化することなく死滅したこと
から、BCOR-RARの細胞増殖に与える
影響はないと考えられた。更に同様の系
を 用 い て 正 常 マ ウ ス 骨 髄 細 胞 へ
BCOR-RAR遺伝子を導入して検討を進
めている。  
 

(2)  t(X;17)(p11;q12) APL 症例における全
エクソーム解析：患者寛解時検体をコン
トロールとして初診時および再発時検体
の遺伝子変異解析を行ったが、白血病特
異的遺伝子変異は検出されなかった。こ
の こ と か ら 本 症 例 に お い て は
BCOR-RARキメラ遺伝子が腫瘍の主
原因であると考えられた。 

 
(3) BCOR遺伝子解析：７２例の AML検体
から PCR Amplicon で標的を絞った
deep sequence を行った。平均的に数百
coverageが得られており、数％程度の異
常も検出できる精度が得られた。TP53
遺伝子には１１検体で１４種のアミノ酸



変異を起こす異常が 19.1%から 98.4%の
頻度の幅で検出された。患者生存曲線で
も既存の報告と同様、予後不良であるこ
とが有意差 (P=0.0291)を持って見られ
た。BCOR 遺伝子には４検体で５種のアミ
ノ酸変異を起こす異常が 6.85%から
96.2%の頻度の幅で検出された。変異は
Ser839fs, Gln1074*, Tyr653fs, 
Gln312del, Asp284Gluであった。患者生
存曲線は有意差 (P=0.731)は見られない
ものの、予後不良傾向であった。更に２
４例分を追加で解析中である。このこと
からBCORはAML検体からも機能喪失
型変異が検出され、腫瘍抑制因子として
機能しているものと考えられた。 

 

(4) その他の共同研究として白血病に関連し
た RUNX1 の機能解析、RUNX1 の新たな融
合遺伝子の同定について報告した。 
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