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研究成果の概要（和文）：若年性骨髄単球性白血病（JMML）は治療抵抗性の症例が多く、新規薬剤の開発が望まれる。
92例のJMML患者検体を用いて次世代シークエンサーによる解析を行い、SETBP1およびJAK3変異が新規原因遺伝子である
ことを明らかにした。また、これらの遺伝子変異を有する症例は有意に生命予後が不良であることが判明した（Sakagu
chi H, et al., Nature Genetics 2013）。
また、患者検体を用いた検討で、チロシンキナーゼ阻害薬であるDasatinibやMEK阻害剤であるMEK162が濃度依存性に造
血コロニー形成抑制、細胞増殖抑制、アポトーシス細胞数を増加させることを確認した。

研究成果の概要（英文）：Juvenile myelomonocytic leukemia (JMML) is an intractable pediatric myeloid 
malignancy, and the development of novel molecular target therapy is strongly warranted. Here, we 
analyzed 92 JMML patients with next-generation sequencing technique, and identified that patients with 
newly identified SETBP1 and JAK3 mutations as secondary genetic events showed inferior survival rates 
(Sakaguchi H, et al, Nature Genetics 2013).
In addition, we assessed the effects of tyrosine kinase inhibitor (Dasatinib) and MEK inhibitor (MEK162) 
for bone marrow mononuclear cells from JMML patients. Dasatinib and MEK162 are significantly suppressed 
the colony forming of JMML cells. Flowcytometry-based BrdU/SubG1 analysis revealed that these drugs 
significantly suppress cell proliferation and induce cell apoptosis. Our findings support that Dasatinib 
and MEK inhibitor would be promising agents for treatment of JMML patients.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： 若年性骨髄単球性白血病　原因遺伝子　白血病幹細胞　エピジェネティクス　エクソーム解析
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１． 研究開始当初の背景 
	 若年型骨髄単球性白血病（JMML）は乳幼
児期に発症する骨髄異形成症候群と骨髄増
殖性疾患の両方の性格を併せ持つ稀な疾患
である。造血幹細胞移植が唯一の根治的治療
法であるが、移植後も再発が多く、その予後
は不良である。このため、分子標的薬などに
よる新規治療法の開発が求められている。
RAS/MAPK シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に あ る
NRAS/KRAS、CBL、PTPN11、NF1 遺伝子
変異が原因であることが知られているが、約
20%の症例では原因遺伝子が不明であった。	  
 
２．研究の目的 

JMML の発症に関わる分子メカニズムの
解明および、JMML細胞を標的とする分子標
的療法の開発を目的とした。 
 
３．研究の方法 

JMML患者の臨床検体を用いて、次世代シ
ークエンサーによる解析を行い、新規病原遺

伝子変異を同定した。また、効果が予想され

る各種薬剤について、コロニーアッセイ法、

フローサイトメトリを用いた BrdU、SubG1
法を用いて、コロニー形成能・細胞増殖能・

アポトーシスに与える薬剤の影響を検討し

た。 
 
４．研究成果	 

JMMLの分子遺伝学的発症機構の全容を明
らかにする目的で、13 例の JMML 症例に対
し、骨髄 DNA および CD3 陽性 T 細胞 DNA
の全エクソーム解析を行った（Sakaguchi H, 
et al., Nature Genetics 2013）（図 1）。 
 
図 1. JMML 13例の全エクソーム解析の概
要  

 
生殖細胞系列変異および体細胞変異につ

いて網羅的に検出を試みたところ、全エクソ
ーム解析で同定された体細胞変異数は JMML
１症例あたりわずか 0.8個であり、これは他
の様々な腫瘍において全エクソーム解析で
同定される体細胞変異数と比較してはるか

に少数であった（図 2）。 
 

図 2  全エクソーム解析による体細胞数
変異数の他のがん種との比較  

 
13例のうち、RAS経路遺伝子変異が 12例（生
殖細胞系列変異 6例、体細胞変異 6例）で確
認されるとともに、これまでに報告のない 3
遺伝子（ SETBP1 (p.Asp868Asn)、 JAK3 
(p.Arg657Gln)、SH3BP1 (p.Ser277Leu)の体
細胞変異が 4例から検出された（表 1）。 
 
表 1. JMML 13例の全エクソーム解析の結
果  
 

 
SETBP1遺伝子がコードする SETBP1は、

170-kDaの核蛋白であり、SETと結合してが
ん抑制遺伝子である PP2Aの働きを阻害する
ことが知られている。また、SETBP1は T細
胞性白血病において染色体転座による融合
遺伝子形成（NUP98-SETBP1）に関与してい
る症例が存在すること、急性骨髄性白血病に
おいて、SETBP1が高発現を示す症例が存在
し、予後不良であることが報告されていた。
また非常に興味深いことに、特徴的な顔貌異
常・精神発達遅滞を示す先天奇形症候群であ
る Schinzel-Giedion症候群の疾患原因遺伝子
異常として、まったく同一の SETBP1 変異
（ p.Asp868Asn）が報告されている。
Schinzel-Giedion 症候群に骨髄系造血器腫瘍
を合併した報告は認められないが、神経上皮
系腫瘍の合併が知られている。 
全エクソーム解析の結果を確認するため、

新規に変異が同定された各遺伝子に対して
も RAS経路遺伝子群と同様に 92例の JMML
患者検体において、ターゲットディープシー
クエンスを行い、既知の PTPN11、N/KRAS、



NF1、CBLに加えて、今回同定されたSETBP1、
JAK3 変異の各エクソンにつき 1,000 回以上
のシークエンスデータを得た（図 3）。 

 
図 3  JMMLで検出された遺伝子のディ

ープシークエンスの概要  

 
92 例の JMML 症例のうち、SETBP1 変異

（n=7）および JAK3変異（n=11）が、16症
例で認められた。同定された SETBP1変異は
いずれもSKIドメインのヘテロ変異であった
（図 4）。 
 
 
図 4  検出された SETBP1・JAK3 変異の
分布  

 
これらの変異は、NRAS・KRAS・CBL 変異
JMMLと比較して、PTPN11・NF1変異 JMML
により集積していた（図 5）。 

 
図 5  JMML92例における遺伝子変異の概
要  

 
ターゲットディープシークエンスで得られ
た、各エクソン 1,000回以上のシークエンス
データのうち、変異アリルと正常アリルが読
まれる割合を計算することで、高い確度でそ
れぞれの遺伝子変異ごとに変異アリル頻度
を算出した。RAS経路に属する遺伝子変異と、
新たに同定された SETBP1ないし JAK3遺伝
子変異とを同時に有する JMML 症例におい

て、それぞれの遺伝子の変異アリル頻度を比
較することで、腫瘍クローンの成立過程につ
いて検討した。ほとんどの症例で SETBP1お
よびJAK3遺伝子のほうがRAS経路遺伝子変
異と比較して低い変異アリル頻度であった
（図 6）。 

 
図 6. RAS 経路遺伝子と SETBP1・JAK3
遺伝子変異のアリル頻度の比較  

 
このことから、SETBP1および JAK3遺伝

子変異が、RAS経路遺伝子変異獲得による腫
瘍クローンの成立の後に、セカンドヒットと
して腫瘍の進展に関与しているものと考え
られた（図 7）。 

 
図 7. SETBP1・JAK3と RAS経路遺伝子

変異の関係  
 

 
実際に、これらの遺伝子変異を有する症例

(n=16)は、有さない症例(n=76)と比較して 5
年全生存率は低い傾向（Hazard ratio = 1.90, 
95% confidence interval (CI) =0.87-4.19, 
p=0.10)を示した（図 8）。 

 
図 8. セカンダリー変異の有無と全生存

率  

 
更に、同種造血幹細胞移植を施行すること

なく長期生存が得られている 26 例ではこれ
らのセカンドヒット遺伝子変異は一例も認
められず、5 年無移植生存率は SETBP1・
JAK3 遺伝子変異を有する例で有意に不良で
あった（Hazard ratio = 2.18, 95% confidence 



interval (CI) =1.18-4.02), p=0.007)（図 9）。 
 

 
 
 
図 9. セカンダリー変異の有無と無移植生
存率  

 

 
また、分子標的療法の候補として、チロシン
キナーゼ阻害薬である Dasatinib や細胞増殖
シグナル伝達経路（ERK  MAP キナーゼ経
路）に存在するリン酸化酵素 MEK の阻害剤
である MEK162 について JMML の治療薬と
なる可能性について検討したところ、
Dasatinib や MEK162 の濃度依存性に JMML
患者骨髄血の造血コロニー形成の抑制が認
められた。更にフローサイトメトリを用いた
BrdU、SubG1 法を用いて、これらの薬剤が
細胞増殖を抑制しアポトーシス細胞数を増
加させることを確認した。フローサイトメト
リを用いた BrdU、SubG1法は簡便で、定量
性にも優れ、分子標的薬のスクリーニング法
として有用であると考えられる。 
	 また、CRISPR/Cas法を用いて、SETBP1
変異導入細胞株を樹立した（図 10）。 
 
図 10. SETBP1変異導入細胞株の樹立  
 

SETBP1 変異が RAS 経路に与える影響につ
いて検討した。変異 SETBP1を標的とした薬
剤（PP2A activatorなど）の効果について、
今後さらなる検討が必要であると考えられ
た。 
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