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研究成果の概要（和文）：　小児AMLにおける新規原因遺伝子を同定するために、小児AML19例の初発時、寛解時のペア
検体から抽出したDNAを次世代シーケンサーにより全エクソーム解析を施行した。さらに、抽出された遺伝子に対しサ
ンガーシーケンスにより変異の確認を行い、確認された変異に対し、小児AML192例の検体を用いて変異の頻度をターゲ
ットシーケンスし、BCOR, BCORL1 (約7％)およびコヒーシン複合体を構成する遺伝子群(約10％)の変異を同定した。こ
れらの変異はそれぞれ相互に排他的であり、各々がAML発症に寄与しているものと考えられた。さらに臨床的意義につ
いて検討を行った。

研究成果の概要（英文）： Whole-exome resequencing of 19 cases with acute myeloid leukemia (AML) was 
analyzed with a mean coverage of approximately x100. A total of 80 somatic mutations or 4.2 mutations per 
sample was identified. The mean number of somatic mutations in pediatric AML might be fewer than in adult 
AML. Many mutations identified in this study involved previously reported targets in AML. On the other 
hand, several genes including BCOR, BCORL1, ASXL2, MLL2,3, SMC3 and RAD21 were newly identified. 
Furthermore, we examined mutations of these genes in pediatric 192 AML patients by gene targeting. In 
total, 32 mutations were identified in 31 of these specimens. The mutually exclusive pattern of the 
mutations in these BCOR, BCORL1 and cohesin components genes was confirmed in this study, suggesting a 
common impact of these mutations on the pathogenesis of pediatric AML. Our results indicated that a 
subset of pediatric AML represents a discrete entity different from the adult AML.

研究分野：小児血液・腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
 近年の治療法の進歩により小児急性リ
ンパ性白血病では約 80％が長期生存、治癒す
るようになってきたが、小児急性骨髄性白血
病(AML)では依然として約 50％が再発、死亡
している。また 近年の全ゲノムのシーケン
スの解読にともない、マイクロアレイによる
網羅的な遺伝子発現プロファイルの検索と
SNP アレイにより各染色体の細かい異常が
同定されるようになり、さらに次世代シーケ
ンサー技術の進歩により全エクソンの解析
が短期間で同定されるようになった。これら
の手法を用いて、小児 AML の新規原因遺伝
子の探索を行い、さらに次世代シーケンサー
を用いた網羅的な探索を通じて新規原因遺
伝子を単離・同定する。 
 
２．研究の目的 
次世代シーケンサーにより全エクソンの
異常が短期間で同定されるようになった。申
請者らは SNP アレイを用いて神経芽腫にお
いては ALK遺伝子を（Nature, 2008）、リンパ
腫ではA20遺伝子を(Nature, 2009)、MDS/MPN
では CBL遺伝子を(Nature, 2009)みいだした。
また、次世代シーケンサーによるダウン症候
群に発症する一過性骨髄異常増殖症から急
性巨核芽球性白血病(AMKL)への進展を解析
した成果(Nature Genet, 2013)をふまえて、小
児 AML 400 例の次世代シーケンサーによる
全エクソン解析とAML関連 30標的遺伝子の
gene taragetingを行い、小児 AMLの未知の原
因遺伝子をみいだし、分子標的療法を開発す
るための分子遺伝学的基盤を構築する。 
 具体的には日本小児白血病リンパ腫研究
グループ(JPLSG)のAML-05 プロトコールに
登録された AML 400例を用いて、1)SNPアレ
イによるゲノムコピー数の網羅的解析
2)AML 関連 30 標的遺伝子の gene targeting、
3)小児AML20例の全エクソン解析と 抽出さ
れた遺伝子を 400例での次世代シーケンサー
を用いた gene targetingを行う。 

MLL遺伝子の転座相手遺伝子のAF4、AF6、
AF5α、CREBBP、P300、ABI1、AF5q31、
AF10q22、SEPTIN6、TET1、TET2等、polycomb
遺伝子およびメチル化関連遺伝子(DNMT3A、
TET2、ASXL1等)(NEJM 2011)等を標的として
全エクソン解析を行い、分子標的薬開発の分
子基盤を構築する。 
  
３．研究の方法 
小児 AML 400例について、Affymetrix社の
高密度 SNP アレイを用いた網羅的ゲノム解
析とイルミナ社の次世代シーケンサー(HiSeq 
2000)を用いた全エクソン解析により候補遺
伝子を抽出し、Sanger Sequencingで validation
を行い、遺伝子異常を同定する。これらの解
析から、各腫瘍における発がんに関与する遺
伝子を絞り込み、候補として抽出された遺伝
子について発現解析、変異解析、FISH解析な
どを行い、遺伝子の性状および造腫瘍性等の

機能解析を行う。 
１）次世代シーケンサーによる解析 
大量並列シーケンスは近年開発された高
速 DNA 塩基配列決定技術で、検体から抽出
したゲノム DNA を Agilent 社の SureSelect 
human all exonキットを使用し、exon領域を
抽出した後、200bp 程度に断片化し、アダプ
ター配列をつけてフローセルに結合させる。
その後 PCR 反応で増幅してクラスターを形
成させ、変異解析を行う。その後、Somatic
変 異 の 候 補 遺 伝 子 を 抽 出 し 、 Sanger 
sequencingで validationを行い、候補遺伝子を
しぼり込む。 
２）本研究で集積した大量の遺伝子データ
および JPLSG と群馬県立小児医療センター
の白血病データベースによる臨床データの
解析により、白血病の病型と関連のあるゲ
ノムパターンの異常に基づいた、病型診断、
予後予測が構築できる可能性について詳細
な検討を行う。 
３）標的遺伝子の同定と遺伝子性状の解析 
 解析した白血病の全エクソン解析や SNP
アレイによる新たな遺伝子異常につき、
real-time PCRや発現アレイを用いて発現解析
を行う。また直接塩基配列決定法による変異
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。 
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４．研究成果 
今回我々は、小児 AML19 例の初発時、寛
解時のペア検体から抽出した DNA で全エク
ソン解析を施行した（図）。AML19 例の次
世代シークエンサーによる解析では、RAD21
や STAG2 などのコーヒシン関連遺伝子や
BCOR/BCORL1 などの新規の原因遺伝子変異
を同定した。さらに小児 AML192 例を gene 
targetingで検討したところ、BCORと BCORL1
の変異は合わせて約 7％、cohesin complexを
構成する遺伝子群（ SMC1A,SMC3,RAD21, 
STAG）の変異を約 10％に同定した。これら
の変異はそれぞれ相互に排他的であり、各々
が AML 発症に寄与しているものと考えられ
た。さらに、同定された候補遺伝子に対して、
同様に HiSeq 2000 による深読みシーケンス
(targeting)により変異の確認を行った。全体で
80 の体細胞変異がみられ、１検体あたり 4.2



変異であり、これまでの成人の報告（10変異）
より低頻度であった。乳児期や幼児期発症が
多いMLL再構成例やAMKL例の体細胞変異
はさらに低頻度であり、変異の頻度は年齢と
相関していた（図）。380 例の second cohort
において次世代シーケンサーを用いたター
ゲットリシーケンス解析を行った。これまで
に報告されている FLT3、CEBPA、KIT、CBL、
NRAS、WT1、EZH2 に加え MLL3、ASXL2、
cohesin群、polycomb群など 12種の新規候補
遺伝子を同定した。候補遺伝子につき小児
AML192例の second cohort検体を用いて、変
異の頻度、他の遺伝子変異との相関や臨床的
な意義について検討した。我々はこれまでに
小児 AMLの IDH1/2、DNMT3A、NPM1遺伝
子等の変異はまれであることを報告したが、
今回の全エクソン解析でも同様に成人に比
べて頻度が低いという結果であった。 
融合遺伝子の解析では、非ダウン症 AMKL 

43 例中 CBFA2T3-GLIS2 を 12 例(27.9%)、
NUP98- JARID1Aを４例(9.3%)、OTT-MALを
10 例 (23.6%)、MLL-AF9 を２例 (4.7%)、
MLL-AF10を１例(2.3%)認め、CBFA23-GLIS2、
NUP98- JARID1Aは予後不良、OTT-MALは予
後良好であった。これらの症例における
FLT3-ITD、KIT、RAS、WT1 の各変異と
MLL-PTDは比較的稀であり、これらのキメラ
遺伝子を有する症例は１つの subgroup と思
われた。 

AML で NUP98-NSD1 陽性例は予後不良で
あることを見出したが、今年度はこれらは
EVI1 と MEL1 遺伝子が高発現であり、EVI1
遺伝子高発現群はM7やMLL再構成群では有
意に予後不良であり、MEL1 高発現群は全体
の中でも予後不良であることを見出した。特
に FLT3-ITD陽性例の中で MEL1 高発現例は
予後不良であるが、低発現例は予後良好であ
ることを見出した。これらにより AML の病
態解明と分子標的療法の基盤整備に貢献す
ることができた。 
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