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研究成果の概要（和文）：CSF3R変異はMDSとJMMLではみられず、AMLでは534例中10例にみられ、Exon 17の変異10例中
７例が生存中であった。CALR遺伝子の変異は血小板増多症 21例中１例にみられ、MDSとJMMLではみられなかった。非ダ
ウン症候群急性巨核芽球性白血病(non-DS-AMKL) 43例中CBFA2T3-GLIS2を12例、NUP98- JARID1Aを４例、OTT-MALを10例
認め、OTT-MAL以外は予後不良であった。またTAMは21トリソミーとGATA1変異のみで発症し、MDS/AML移行はコヒーシン
複合体、エピゲノム制御因子、シグナル伝達系分子が関与していた。

研究成果の概要（英文）：We analysed CSF3R exons 14 and 17, and calreticulin (CALR) exon 9, in pediatric 
AML(521 cases), JMML(40), MDS(20) and essential thrombocythemia (ET;21). CSF3R mutations were found in 10 
(1.2%) of 521 patients with AML; 2 in exon 14 and 8 in exon 17. All of the patients with the mutations in 
CSF3R exon 17 had chromosomal translocations. No CSF3R mutations were found in cases of MDS, JMML or ET. 
CALR mutation was found in one ET patient. We examined 41 transient abnormal myelopoiesis (TAM), 49 
DS-AMKL and 19 non-DS-AMKL samples by whole-exome sequencing. TAM appeared to be caused by a single GATA1 
mutation and constitutive trisomy 21. Subsequent AMKL evolves through the acquisition of additional 
mutations, including cohesin components and other epigenetic regulators. We identified CBFA2T3-GLIS2, 
NUP98-JARID1A, and RBM15-MKL1, in 12, 4, and 2 patients out of 44 pediatric non-DS-AMKL patients. 
CBFA2T3-GLIS2 is considered to be a significant poor prognostic factor in non-DS-AMKL patients.

研究分野：小児血液・腫瘍学、分子細胞遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
小児の myelodysplastic syndrome(MDS)は成
人に比べて頻度が低く、先天的な Fanconi 貧血
や小児骨髄不全症候群の関与も考えられる。
MDS のうち refractory anemia with excess of 
blast (RAEB)と RAEB transformation (RAEBT)は
化学療法の反応は悪く造血幹細胞移植以外に
は治療法がなく予後不良である。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ほとんどない。今回、
我々は次世代シーケンサーを用いて網羅的な
遺伝子解析を行ない、発症メカニズムを解明す
る。また、 Juvenile myelomonocytic leukemia 
(JMML)は 2歳以下の乳幼児にみられることが多
く、Noonan 症候群や神経線維腫症（Blood 
79:1311,1992）などの先天性疾患との合併が多
く報告されている。JMML の根治療法として造血
幹細胞移植が行われるようになったが、依然とし
て 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 (Nature Genet 12:137, 
1996 ） に 加 え 、 PTPN11 （ Nature Genet 
34:148,2003）や KRAS, NRAS 遺伝子などの異
常が JMML において高頻度（約 70％）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 遺伝子の変異が高頻度であり、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）。
さらに我々はJMML 40例においてSNPアレイに
より 3 例で CBL 遺伝子の変異をみいだした
（Leukemia 2010）。成人のMDS で小川らがみい
出した RNA スプライシング関連遺伝子(Nature 
478:64-69,2011)についても解析を行い、２例で
変異をみい出した（Leukemia 2012）。さらに成人
の MDS で報告されている TET2 遺伝子、MPL
遺伝子の解析を行っており、今回は cohesin 関
連遺伝子の解析を行なう。さらに、エクソーム解
析を加え、エピゲノム解析により新規原因遺伝
子の検索を行う。 
               
２．研究の目的 
小児MDS 10 例と JMML 10 例に対して、次
世代シーケンサーによるエクソーム解析とエピ
ゲノム解析を行い、小児MDS と JMMLの発症、
進展の分子機構を解明する。これまでに検討
を行った RAS、PTPN11、CBL遺伝子に加え、
次世代シーケンサーを用いたターゲットリシー
ケンスにより TET2、NF1、MPL 遺伝子、RNA
スプライシング関連遺伝子や cohesin 関連遺
伝子の変異を解析し、さらにエクソーム解析と
エピゲノム解析により未知の遺伝子の検索を
行い、診断と治療に役立てる。 
 
 

３．研究の方法 
小児 MDS と JMML の検体から抽出したゲノム
DNA を PCR により増幅し、次世代シーケンサー
HiSeq2000（Illumina社）を用いて解析を行い、サ
ンガー法で検証を行う。検出された小児 MDS と 
JMML における遺伝子変異につき、多数例でタ
ーゲットリシーケンス解析を行う。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や再発例の詳細な解析を
行い、発症・進展の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
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。 
(1)次世代シーケンサーを用いたエクソーム解析  
 小児 MDS と JMML の検体から抽出したゲノム
DNA を適切な制限酵素で消化し、Illumina 社製
次世代シーケンサー解析で変異をみい出し、さ
らに deep sequencer で詳細な解析を行う。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、大量のDNA塩基配列情報
の高速な解読を可能にする技術で、一回の解
析により約 6000 億塩基の塩基配列が解読でき
る。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、
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 で検証を行
い、候補遺伝子をしぼり込む。 
(2) 標的遺伝子の同定と遺伝子性状の解析 
 小児MDS と JMMLでみい出された変異につ
き、次世代シーケンサーを用いて 40 例でター
ゲットリシーケンスを行う。また網羅的メチル化
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。 
(3) メチル化の網羅的解析 
 メチル化の有無に関して網羅的に検討し、エ
ピジェネティックな転写抑制機構の解明を試み
る。Genomic DNA を断片化し、PCR で増幅して
メチル化を検出する。検出されたメチル化領域
に 関 し て は 、 発 現 解析お よ び bisulfate 
sequencing により検証を行う。 
 
４．研究成果 
小児MDS と JMMLの発症分子機構を解明す
るために，これまで小児 MDS 40 例と JMML40
例で既知の遺伝子異常の解析を行ってきた。 
GCSF受容体であるCSF3R遺伝子のエクソン
14、17 と CALR 遺伝子のエクソン 9 の解析を行
った。CSF3R 遺伝子の変異は MDS と JMML で
はみられなかった。AML では 534 例中 10 例
(1.87%)に変異がみられた（図１）。エクソン 14 で
は２例が(PoT618I)、エクソン 17 では８変異（3 例
がframe shift変異、５例がミスセンス変異）であっ
た。エクソン 17 に変異がみられた症例はすべて
t(8;21) ５例を含む転座がみられ、10 例中７例が
生存中であった。CSF3R 変異の細胞増殖のメカ



ニズムを図２に示す。 

 

 

 

 

 

 

図 1 CSF3R 遺伝子変異例の模式図 

 
CALR遺伝子の変異は血小板増多症(ET) 21
例中１例にみられたが、MDS と JMML ではみら
れなかった。AML では 534 例中 10 例(1.87%)に
変異がみられた。小児 ET での CALR 遺伝子の
変異は本邦では初めての症例である。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 CSF3R 変異の細胞増殖のメカニズム 

 

融合遺伝子の解析では、non-DS-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、OTT-MAL 以外は予後不良であ
った。これらの症例における FL3-ITD、KIT、
RAS、WT1 の各変異とMLL-PTDは比較的まれ
であった。 
またダウン症候群の TAM から MDS/AML へ
の移行につきエクソーム解析とターゲットリシー
ケンスを行った。TAM は 21 トリソミーと GATA1
変異のみで発症すること、MDS/AML への移行
にはコヒーシン複合体が53%、EZなどのエピゲノ
ムの制御因子が 45%、RAS/チロシンキナーゼな
どのシグナル伝達系分子が 47%の遺伝子の変
異が関与することを明らかにした。また iPS 細胞
樹立の基盤整備により TAM から MDS/AML へ
の移行の機序の解明に貢献を試みる予定であ
る。 
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