
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８２６１２

若手研究(B)

2013～2012

１０カラーフローサイトメトリーを用いた造血細胞の分化抗原解析と白血病診断法確立

10 color flow cytometric analysis on normal and leukemic lymphoid cells

６０３６５３１９研究者番号：

三春　晶嗣（Miharu, Masashi）

独立行政法人国立成育医療研究センター・その他部局等・研究員

研究期間：

２４７９１１０１

平成 年 月 日現在２６   ６ １８

円     3,200,000 、（間接経費） 円       960,000

研究成果の概要（和文）：10-カラーフローサイトメトリーを用いて、T細胞についてはCD45 / 7/ 5/ 2/ 1a/ 3/ 4/ 8/
 56/ 99、B細胞についてはCD45 / 19/ 10/ 34/ 20/ 38/ 58/ 44/ 45RA/ B-細胞以外の系統マーカーに対する抗体のカ
クテルの組み合せによる、細胞系統特異的抗原と、分化段階に応じて発現が変化する抗原の同時検出により、非腫瘍性
細胞と腫瘍性細胞を解析した結果、各分化段階の正常リンパ球の抗原発現の特徴と、リンパ系腫瘍の抗原発現様式との
差が明らかになり、約9割の症例で微少残存白血病（MRD）検出が可能であった。

研究成果の概要（英文）：The clinical significance of minimal residual disease (MRD) in childhood acute lym
phoblastic leukemia (ALL) has been demonstrated.  The most established method for MRD analysis is polymera
se chain reaction assays based on the detection of clonal rearrangement of immunoglobulin and T-cell recep
tor genes.  The flow cytometric detection of MRD, however, is also have several advantages, including simp
licity of the method, low-cost, high-performance.  The 3 or 4 color analysis employing multiple test tubes
 of the panel of antibodies is conventionally used for the detection of leukemia-associated immunophenotyp
es.  Whereas we developed 10 color methods of MRD detection for both BCP-ALL and T-ALL.  By using our meth
ods, it will be able to take effect easily and exhibit high performance.  Further investigations to put it
 to practical use is now underway.
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１．研究開始当初の背景 
(1)小児白血病の診断において、フローサイト
メトリーによる細胞表面マーカー検査は、メ
イギムザ染色による細胞形態検査、細胞化学
的検査、染色体検査あるいは PCR によるキ
メラ遺伝子検出等とともに、初期診断におい
て非常に重要な役割を担う。特に急性リンパ
性白血病（ALL）の診断では、初期治療の層
別化において、表面マーカーによるタイピン
グが必須であり、マーカーの発現パターンに
より T-細胞性 ALL であることが明らかにな
った場合には、治療上のリスクファクターが
高くなり、より強い治療が選択される。また、
特定のマーカー抗原の発現はキメラ遺伝子
の発現と関連し、bcr-ablと CD66c、MLL関
連キメラ遺伝子と 7.1抗原等の関係が明らか
にされており、いずれも治療予後が悪い亜群
であることから、これらのマーカーが陽性と
なる症例では、染色体検査やキメラ遺伝子検
出の結果により注意が必要である。さらに、
近年ではマルチカラー染色によるフローサ
イトメトリー検査によって、治療開始後の
MRD を検出して、治療予後を予測する試み
がなされており、米国の St. Jude小児病院で
は 4-カラー染色によって、抗原発現パターン
や、特定の抗原の発現量の差から正常の B前
駆細胞と白血病細胞を区別してMRDを検出
し、一定数以上のMRDが残存している場合
は治療予後が悪くなるため、途中から治療法
を強化する必要があることを示している。以
上のように、フローサイトメトリーによる細
胞表面マーカー検査は小児白血病の診療に
おいて欠くべからざるものと云える。 
(2)一方、マーカー発現パターンと治療予後の
関係についての報告も散見され、CD10、
CD20 等の発現量や発現パターンが予後と
関連することを示唆する報告等もあるもの
の、実際にこれらの所見が治療の層別化に用
いられているケースはほとんどない。その理
由としては、抗原の発現と予後との関係を考
える場合に、単に陽性/陰性の判定のみではな
く、発現量を定量的に捉える必要があるもの
の、表面マーカー発現の解析結果に定量性を
持たせることは必ずしも容易ではないこと
が考えられる。定量的な解析を行うには、特
定の限定された施設で、十分に精度管理され
た機器を用いて、一定の定められた測定方法
によって評価するとともに、複数の抗原の発
現の相互の関係 に着目した詳細な解析が必
要と考えられる。 
(3)本邦におけるフローサイトメトリー検査
の現状は、主要なリファレンスラボラトリー
や、大規模 病院の検査室では CD45-ゲーテ
イングを含む 3-カラー(CD45 は共通である
ため、実質は 2-カラ ー)解析が主流であり、
単に陽性/陰性を判定するタイピングに終止
している場合がほとんどであ る。これに対
して、申請者らは、東京小児がん研究グルー
プの ALL 治療研究における細胞表面 マー
カー検査の中央診断施設として、同グループ

参加施設で治療を受ける年間 200 例程度の 
ALL 症例全例のフローサイトメトリー検査
を担当しており、中央診断開始当初より 4-
カラー(あるいは CD45-gatingを加えた 5-カ
ラー)解析を導 入して、より多角的なマーカ
ー解析を実施してきた。4-カラー解析では、
各抗原の発現状況の相互関係を把握しやす
いため、白血病症例の芽球がマーカー発現の
観点からみると実はヘテロな集 団であると
いうことが如実に捉えられ、また、同じ病型
の症例でも、各抗原の発現パターンや発現量
が多様であることが明らかになってきた。 
(4)近年、フローサイトメトリーのマルチカラ
ー解析が著しく進歩し、現行では 9-カラー〜
12-カラーの解析が実施可能になりつつある。
マルチカラー解析を行う利点としては、単純
に一症例に対して測定するチューブの本数
を減らせて検体を節約できるということの
みではなく、多数の抗原を同時に検出するこ
とによって、抗原間の発現の関係をより詳細
に知ることが可能となる。このことによって、
白血病細胞の細胞表面抗原の発現状況をよ
り正確に把握することができ、より詳細な定
量的解析が可能となるものと期待される。特
に、同じ病型の症例間や、正常発生母体の細
胞との各抗原の発現量の違いについて、より
綿密な比較ができるものと推測される。この
解析は、表面マーカーの発現状況の違いと治
療予後との関連性について、従来とは異なる
新たな局面が明らかになる可能性があり、ま
た、MRD 検出においてもより有用な検査手
段となることが期待される。逆に、マルチカ
ラー解析の欠点としては、特殊な蛍光色素で
標識された抗体の市販品がまだ少ないため
に利用可能な抗体が限定されてしまいやす
いこと、同時に染色する抗体の数が増えるほ
ど、相互の蛍光補正が複雑となり、また抗体
同士の競合が起こりやすくなることから、実
際の検査実施に当たって、フローサイトメト
リー検査に対する高度な専門的知識が必要
となること、などの点が挙げられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、小児白血病のマーカー検査に 
10-カラー解析を導入し、より多角的かつ定量
的なマーカー解析法の実現を試みた。抗体同
士の競合回避や、抗原発現の相互関係の把握
の観点から、詳細な検討によって、最適な抗
体の組み合わせを決定し、この解析系を用い
て実際に小児白血病症例多数例のマーカー
解析を実施し、各抗原の発現様式と治療反応
性について、抗原の発現量や、複数の抗原の
発現パターンに基づくサブポピュレーショ
ンの比率等の面から、詳細な解析を行い、マ
ーカー検査結果による治療予後判定法につ
いて検討した。さらに、10-カラー解析によ る 
微少残存白血病（MRD）検出法の確立につい
ても検討した。 
当該研究期間における具体的な到達目標を、
10-カラー解析系の確立と、100 例以上の小



児白血病症例の解析による 10-カラー解析の
有用性の確立とした。正常骨随検体の解析と
その結果との比較、MRD 検出に対する有用
性の評価も行った。 
 
３．研究の方法 
市販されている fluorescein isothyocyanate 
(FITC)、phycoerythrin（PE）、phycoerythrin- 
Texas Red (ECD)、PE-cyanin 5.5 (PC5.5)、
PE-Cy7(PC7)、 allophycocyanin (APC)、
APC-AlexaFluor700 (AF700) 、 APC- 
AlexaFluor750 (AF750)、Pacific Blue (PB)
あるいは  Brilliant Violet 421、および 
Krome Orange (KO) 標識抗体を組み合わせ
て 10 カラー染色を行い、Gallios（3 レーザ
ー 405nm/488nm/638nm 、 Beckman 
Coulter）により解析した。全血法により、
1x106 の有核細胞をリン酸緩衝生理食塩水
（PBS）で洗浄して濃度調整した血液あるい
は骨髄液を各チューブに添加し、室温 20 分
反応後、赤血球溶解液で２回洗浄して、シー
ス液に再浮遊させて測定に用いた。各解析で
は、1x105イベントの測定を目標に、可能な
限り多くの細胞を測定した。 
 ALL 症例の、初発時、治療経過中（day-8
末梢血、day-15, day-29, day-43等の定期的
な骨髄検査）の検体につき、経過を追って
ALL 細胞の割合を測定した。また、T-ALL
や AML、あるいは結果的に浸潤がなかった
リンパ腫の骨髄検体等に含まれる正常の前
駆 B 細胞を対照として、その解析結果を
BCP-ALLの解析結果と比較して、MRDを検
出することが可能か否か検討した。 
 本研究で解析を行なった小児 ALL の臨床
検体は、東京小児がん治療研究グループの治
療研究に登録された患児から採取され、本人
あるいはその保護者から、成育医療センター
研究所で白血病の検査をすることについて
のインフォームドコンセントを得た上で、連
結可能匿名化された状態で送付されるもの
であり、個人情報はいっさい付いてこない。
また、成育医療センター研究所で検査を行う
ことについては、当該研究施設の倫理委員会
の承認済みである。 
 
４．研究成果 
入手可能な範囲で、種々の抗体の組み合せに
ついて検討し、解析用として蛍光補正が可能
であること、測定上問題となる抗体相互の競
合は生じないことを確認した。また、Pacific 
Blue と同等の蛍光特性を有する Brilliant 
Violet を比較し、後者の方がより強い蛍光強
度を得ることができる点で優れていること
を示した。B前駆/B細胞の分化過程を解析す
るためのパネルとして、種々の組み合せにつ
いて検討した結果、細胞系統に対する抗体の
カクテルCD45/ CD19/CD10/ CD34/CD20の
組み合せが優れており、これらの抗体に関し
ては、最近開発された蛍光色素で、市販抗体
のラインナップが少ないものを優先的に割

り当て、一般的な FITC、PE、APC 等の標
識を腫瘍性細胞と正常細胞を区別するため
の抗原に割り当てた。腫瘍性細胞と正常細胞
細胞との間で発現量に差が認められると報
告されている抗原について検討した結果、
CD44/CD45RA /CD38/CD58 の組み合せが
最も有用であることが明らかになった。正常
の B 前駆/B 細胞は分化段階に応じて、常に
一定の抗原発現量を示したが、腫瘍性の B前
駆細胞（白血病、リンパ腫）の場合は、
CD44/CD45RA/CD38/CD58のうち、いずれ
かの発現量が正常と大きく異なる場合が多
く、約 9割の症例で正常の B前駆細胞と区別
可能であり、微少残存病変（MRD）検出に有
用であることが明らかとなった。特に、CD58
とCD38の組み合せでのサイトグラム表示が、
もっとも明確に正常細胞と腫瘍細胞を区別
可能であった。上記で区別できない白血病症
例についてさらに検討し、CD72/ 73/ 86/ 200、
および CD123/ 133/ 27の 2つのパネルを併
用する事で、その約半数は白血病細胞を正常
細胞から区別可能である事が明らかになり、
この3つのパネルによりほとんどのB前駆細
胞性白血病の症例に対してMRD検出が可能
と考えられた。 
 一方、腫瘍性のB前駆細胞にCD13、CD33、
CD65、CD15、CD66c等の異所性の抗原（骨
髄系抗原等）の発現を認める場合があり、症
例に応じて適宜異常発現している抗原を組
み合わせることによってMRDの指標として
有用と考えられるが、実際に多くの白血病症
例で検討した結果、これらの抗原は必ずしも
すべての芽球に均一に発現しているわけで
はないため、活用できる症例は限定されるこ
とが明らかとなった。 
 T細胞についても、同様な検討を行った。
正常および腫瘍性の種々の分化段階の抗体
カクテル CD45 / 7/ 5/ 2/ 1a/ 3/ 4/ 8/ 56/ 99を
用いて解析を行ない、分化の過程において、
CD5 の発現が陰性〜強陽性に、逆に CD99
の発現が強陽性〜弱陽性に変化し、特に腫瘍
細胞でその傾向が著しいことから、両者の組
み合せによって腫瘍細胞と正常細胞を区別
できる可能性が示された。これに、CD4, 8, 1a, 
3 の発現と、症例に応じて適宜異常発現して
いる抗原を組み合わせることで、ほとんどの
症例で微少残存病変（MRD）の検出が可能と
考えられた。正常検体に含まれる NK細胞は
CD7, 2あるいは5陽性かつCD3陰性であり、
未分化型のT細胞性白血病との鑑別が必要と
なるため、そのマーカーであると CD56をパ
ネルに加えておく必要性があることが明ら
かになった。 
 本研究の成果は、単に白血病診断法の改善
にとどまらず、個々の症例の白血病芽球の多
様性について 10-カラー解析を用いて明らか
にすることにより、今後、白血病幹細胞研究
への応用も期待される。また、治療開始後の 
MRD 検出は、従来の予後予測因子とは全く
独立したもっとも信頼性の高い治療層別化



因子である可能性が示唆されているが、フロ
ーサイトメトリーによる MRD 検出は従 来
の PCR 法よりも簡便でコストパフォーマン
スにも優れている点から、今後の MRD 検査
の主流となる可能性がある。これに対して、
10-カラー解析は、より正確かつ明瞭に MRD 
を検出できる検査方法としても期待が持て
る。さらに、10-カラー解析による小児白血病
マーカーの解析結果を、正常骨随細胞のマー
カー発現様式と比較していくことによって、
造血細胞の分化過程における抗原発現変化
をより詳細に明らかにできるものと期待さ
れ、その成果は造血細胞分化機構の研究にも
有用である。 
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