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研究成果の概要（和文）：初診時の小児急性骨髄性白血病(AML)19例と初診と再発の10例の全エクソン解析でコーヒシ
ン関連遺伝子やBCOR/BCORL1,RAD2などの新規の原因遺伝子変異を同定した。またTarget Sequenceで小児AML192例で32
変異が見出され、BCOR/BCORL1変異は約7％、コーヒシン関連遺伝子変異を10％に同定した。これらの変異はそれぞれ相
互に排他的であったが予後との相関はみられなかった。トランスクリプトーム解析によりMEL1高発現群から種々の新規
融合遺伝子が見つかった。初発から再発へのクローン進化でも初発時に種々のsubcloneが見られた。網羅的メチル化解
明を進めている。

研究成果の概要（英文）：Whole-exome resequencing of 19 cases with acute myeloid leukemia (AML) at 
diagnosis and 10 cases both at diagnosis and relapse was performed with a mean coverage of approximately 
x100. Several genes including BCOR/BCORL1 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 identified, however, no associations of these genes with the prognosis 
were found. Transcriptome analysis of AML cases with MEL1 high expression identified novel chimeric 
fusions, and clonal evolutions were found. Our results indicated that a subset of subclone emerged at 
relapse, suggesting heterogeneity in AML. Extensive methylation analysis is going to be done.

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 
近年の治療法の進歩にもかかわらず AML で

は依然として約 50％が再発、死亡している。また 
近年の分子遺伝学の進歩により、小児白血病で
は、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・
遺伝子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
クソンの異常が多数の検体で迅速に同定される
ようになった。 

申請者らは SNP アレイを用いて神経芽腫 200
例を検索し、ALK 遺伝子の変異が神経芽腫に
関与することを(Nature,2008)、リンパ腫から A20
の変異を（Nature,2009）、さらに成人の骨髄増
殖性疾患(MDS/MPN)でも CBL 遺伝子を同定し
た（Nature,2009）。またダウン症候群に発症する
一過性骨髄増殖症(TAM)と巨核芽球性白血病
(AMKL)では、次世代シーケンサーを用いてそ
の移行に関与するコヒーシンなどの複数の遺伝
子を(Nature Genet,2013)、横紋筋肉腫では網羅
的メチル化解析で新規遺伝子を見出し、これを
用いて病型分類が可能であることをみい出した
(Nature Communication, 2015)。これらのことは、
申請者らのこれらの手法が新規の重要な遺伝
子をみい出すことができることを示している。この
手法を用いて、初診時の小児急性骨髄性白血
病(AML)の新規原因遺伝子の探索と初診、再発
の検体を用いて検索し、再発、進展（クローン進
化、clonal evolution）に関与する遺伝子をみい
出す。さらにゲノムインプリンティングの網羅的な
探索を通じて進展に関与する遺伝子をみい出
す。 
 初診時 AML の全エクソン解析が世界的に開
始され、解析症例数は多くないが新規遺伝子が
みい出されつつある。我々も小児 AML19 例で
初診時検体を用いた検討を開始し、年齢と伴に
異常の頻度が増加していることを確認し（図１）、
さらに新規遺伝子を探索している。初診と再発
の両方の検体の検索は急性リンパ性白血病
(ALL)では Mullighan ら(Science 2008)により報告
されているが、AML では世界的にもまだ少なく、
クローン進化について世界に先駆けて開始した。
小児AMLの発症機構の研究は、がん化のメカニ
ズムを効率よく解明し、治療成績の向上に著しく
貢献するのみならず、発生・発達や老化などの
生命現象全体の解明のためにも極めて重要な
役割を果たすことが期待される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図１ AML の年齢と変異数 

２．研究の目的 
小児 AML は集学的治療にもかかわらず予後不
良な疾患である。これまで染色体転座が予後の
指標になっていたが十分ではなく、遺伝子発現
プロファイルや SNP アレイにより遺伝子異常が明
らかになった。また近年の高速DNA塩基配列決
定技術の進歩により全エクソンの異常の解析が
可能になった。申請者らはこれまでの萌芽研究
で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)、骨髄増殖性疾患では
CBL 遺伝子を(Nature, 2009)をみいだした。これ
らのことは、我々の手法が新規の重要な遺伝子
をみい出すことができることを示している。小児
の初診と再発 AML の次世代シーケンサーによ
る全エクソン解析とゲノムインプリンティングの網
羅的な探索を行い、小児 AML の再発、進展（ク
ローン進化、clonal evolution）に関与する新規
遺伝子をみい出し、予後の予測や新規治療薬
の開発の基盤を確立する。 
 
３．研究の方法 

小児の初診と再発 AML 10 例について、イル
ミナ社の次世代シーケンサーHi Seq2000 を用い
た全エクソン解析により進展に関与する新規遺
伝子を抽出し、Sanger Sequencing で validation
を行い遺伝子を絞り込み、遺伝子異常を同定す
る 。 抽 出 さ れ た 遺 伝 子 に つ い て は 、 JPLSG 
AML-05 研究に登録された 380 検体でターゲッ
トリシーケンスを行い頻度や臨床像との関係を
明らかにする。また AML の病型別ゲノム変異お
よびエピゲノム変異の特性を明らかにすることに
より、これまで不明であった再発、進展機構の解
明を行い、これらの遺伝子異常の初診時からの
異常の有無についての検索を行い、予後不良
因子の検出も試みる。 
(1) 次世代シーケンサーによる解析 

検体から抽出したゲノム DNA を Agilent 社の
SureSelect human all exon キットにより、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 PCR 反応で増幅してクラ
スターを形成させ、塩基配列を決定し、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。抽出された遺伝
子については、JPLSG AML-05 研究に登録さ
れた 380 検体でターゲットリシーケンスを行い
頻度や臨床像との関係を明らかにする。 

(2) 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。 
(3) 新規分子診断法の開発とリスク別層別化の
実用化 

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遺伝子異常や、メチ
ル化の特徴を抽出し、遺伝子・ゲノム、エピゲノ
ムの異常に基づいた、予後や再発の予測システ



ムが構築できる可能性について詳細な検討を行
う。 
(4) 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。並行して網羅的メ
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。 
 
４．研究成果 

小児の初診と再発の AML 10 例について、
全エクソン解析により再発、進展に関与する遺
伝子を抽出し、AML380 検体でターゲットリシー
ケンスを行い頻度や臨床像との関係を検討した。
これらの解析から、初診と再発 AML における再
発と進展に関与する遺伝子を一部抽出していた
（図２）。さらにこれらの遺伝子に関して細胞株や
マウスを用いて機能解析を行い、クローン進化
の機構を明らかにし、分子標的薬の基盤を確立
する予定である。初診時の全エクソン解析を
AML19 例で行い、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(図３)。さらにタ
ーゲットリシーケンスによりこれまで AML で報告
されている遺伝子の詳細な解析を行っている。 

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 FLT3-ITD、KIT、
RAS、WT1 の各変異と MLL-PTD は比較的稀で
あり、臨床像との詳細な解析を行っている。 

NUP98-NSD1 等の融合遺伝子に関する解
析で、NUP98-NSD1 陽性例はきわめて予後不
良であることを見出した。その後、これらが示す
特徴的な遺伝子発現パターンから、これらの一
群は EVI1 と MEL1 遺伝子が高発現であることを
見出し、EVI1遺伝子高発現群は、AMKL-M7や
MLL 再構成がみられる群では有意に予後不良
であり、MEL1 高発現群は AML 全体の中でも予
後不良であることを見出した。再発例はかなりが
MEL1 高発現であることも見出し、これらを通じて、
初 発 か ら 再 発 へ の ク ロ ー ン 進 化 (clonal 
evolution)についても結果が得られた。また、トラ
ンスクリプトーム（RNA-sequencing）により MEL1
高発現群から種々の新規融合遺伝子が見つか
った。特にこれまで正常核型とされていたもので
融合遺伝子が見つかり、新規のものについては
機能解析も含め詳細な解析を開始している。こ
れらの研究により、AML のクローン進化による病
態解明を明らかにし、分子標的療法の基盤整備
に貢献することができた。 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 AML の初診と再発によるクローン進化 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 初診時 AML の全エクソン解析による変異 
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