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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)は遺伝子解析により均一な疾患ではなく、治療抵抗性
の症例から経過観察のみで血液学的に軽快する症例など様々な臨床経過を示すことが明らかとなった。 我々は
マウスストローマ細胞株である AGM-S3細胞株とJMML CD34陽性細胞をサイトカイン存在下で共培養することで
JMML白血病幹細胞様細胞を培養増殖させ得る系を確立した。遺伝子の網羅的解析からプロトカドヘリン(PCDH17)
に注目し解析を進め、急性リンパ性白血病においてはPCDH17のDNAメチル化が予後と関連あることを報告した。
PCDH17の機能解析を行い、がん抑制遺伝子として作用していることを証明した。

研究成果の概要（英文）：Juvenile myelomonocytic leukemia (JMML) is a rare 
myelodyasplastic/myeloproliferative disorder that occurs during infancy and early childhood.  
Clonogenic JMML progenitors cannot be maintained in culture because they differentiate and the 
leukemic clone is lost within a few weeks.  Here, we demonstrated that AGM-S3 in combination with 
hematopoietic growth factors expand CD34+CD38－ cells in patients with JMML showing PTPN11, NRAS, or
 KRAS mutation in the fetal bovine serum-containing culture.  
　From genome-wide DNA methylation analysis, we demonstrated that there was a significant 
correlation between methylation status of PCDH17 and event-free survival or overall survival in ALL.
  PCDH17 methylation at onset may be related to poor prognosis, and a new biomarker to predict 
relapse in ALL.  PCDH17 gene may function as a tumor suppressor gene in leukemic cells.  Now we 
examine the rule of PCDH17 gene in JMML.

研究分野：小児血液腫瘍
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１．研究開始当初の背景 
 若年性骨髄単球性白血病(JMML)は in vitro
で GM-CSFに高感受性を示すことが特徴的
な乳幼児に好発する難治性白血病である。近
年、遺伝子の解析が行われ、RAS/MARKシ
グナル伝達関連の遺伝子異常が明らかにな
った。JMML症例の約 35％に PTPN11遺伝子
異常、約 20％に RAS遺伝子異常、約 15％に
NF1 遺伝子異常、約 10～15％に CBL遺伝子
異常が報告されている。JMMLは均一な疾患
ではなく、治療抵抗性の症例から経過観察の
みで血液学的に軽快する症例など様々な臨
床経過を示すことが明らかとなった。治療に
関する問題点として多くの JMML例は診断
後急速に病勢が進行するが、無治療または
6-mercaptopurineなど non-intensive 
chemotherapyにより血液学的寛解が得られる
症例もみられることから、初診時に移植適応
や時期を一律に決定することが困難となり、
さらに経過観察できるのか否か判断に迷う
など治療方針に混乱が生じている。さらに、
乳児に対して行われる移植は前処置による
合併症が大きく、可能ならば成長を待って移
植を行うべきである。従って、初診時に病態
進展の予測ができれば患児にとってきわめ
て有益である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では JMMLの進行例や自然軽快例
の白血病性幹細胞を用いてジェネティクお
よびエピジェネティクの観点から網羅的遺
伝子解析を行い、JMML病勢の多様性を決定
する遺伝子を同定し、JMMLに対する治療の
層別化・個別化のための指標を明らかにした
い。さらに、分子標的治療の標的遺伝子の同
定を試みる。 
 
３．研究の方法 
（１）培養で得られた細胞の白血病性幹細胞
であることの証明について免疫不全マウス
への移植実験を行った。 
（２）白血病性幹細胞と臨床像の比較検討。 
（３）遺伝子網羅的解析を行い、候補遺伝子
の抽出。 
（４）PCDH17の造血器腫瘍における発現と
発現調節についての解析。 
（５）PCDH17の機能解析。 
 
 
４．研究成果 
（１）JMML 白血病性幹細胞について 
 現在まで JMML由来の細胞株は樹立され
ていない。最近我々はマウスストローマ細胞
株である aorta-gonad-mesonephros 
(AGM)-S3細胞株と JMML CD34陽性細胞
をサイトカイン存在下で共培養することで
JMML白血病幹細胞様細胞である
CD34+CD38-細胞を培養増殖させ得る系を
確立した。造血幹細胞は胎生初期に AGM領
域で発生、増殖し、胎児肝さらに骨髄へと移

動すると考えられている。AGM領域を胎生
10.5日のマウス胚から採取し樹立したスト
ローマ細胞株が AGM-S3である。この培養
系で得られた細胞を免疫不全マウスに移植
したところ、JMMLの病態が再現することが
確認され、この培養系において JMML白血
病幹細胞が維持されていることが証明され
た。さらにストローマ細胞を OP-9 (新生児マ
ウス骨髄由来ストローマ細胞株), MS-5 (成人
マウス骨髄由来ストローマ細胞株)に替えて
検討を行ったところ、CD34+CD38-細胞の増
殖割合は減少あるいは消失したことから
JMML白血病幹細胞の増殖には未熟な造血
環境が非常に重要な役割を担っていること
が推察される（図１）。以前我々は JMML症
例の出生時のガスリー検査のろ紙より DNA
を採取し、JMML発症と関連する PTPN11
遺伝子変異あるいは RAS遺伝子変異が同定
できるか、PCR法を用いて検討したところ、
７例中７例で検出が可能であった。この結果
より、JMMLは胎生期にすでに発症し RAS
経路の遺伝子変異と伴に胎児期の造血環境
が病態形成に重要な役割を担っていること
が推察された。さらに無治療経過観察されて
いる症例においては JMML幹細胞の増殖能
が低下していることを報告した(Sakashita 
et al, Leukemia 2015)（図２）。 
 
 

 
 
 
 

 
 

 
図１. ストローマ細胞の違いによる JMML
幹細胞の維持能。 
 
 
 
 

 
 
 

 
 

 
 

 
 
 

 

 
図２ 遺伝子変異別の白血病性幹細胞の増
殖能。Case no. 10 〜13が経過観察例。 
 
 



 
 
さらにこの培養系を用いて JMMLの治療薬
の有効性について解析を行ったところ、ヒス
トン脱アセチル化酵素阻害剤が白血病性幹
細胞の増殖能を低下させ、治療薬としての可
能性を見出した（現在投稿中）。 
 
（２）プロトカドヘリン（PCDH）17のがん
抑制遺伝子の可能性 
 遺伝子網羅的解析から PCDH17に注目し
解析を進めた。はじめに様々な造血器腫瘍に
ついて、発現や発現調節について検討したと
ころ急性リンパ性白血病においては
PCDH17のDNAメチル化が予後と関連があ
ることを報告した（Uyen NT, Sakashita, et 
al Pediatri Blood Cancer. 2016）（図 3）。
PCDH17の造血における役割の解析のため、
白血病細胞株を利用し、shRNAで遺伝子を
ノックダウンあるいは PCDH17の遺伝子導
入を行い、PCDH17役割の解析を行った。そ
の結果、造血器腫瘍においてはがん抑制遺伝
子として作用していることが明らかとなっ
た（現在投稿中）。現在は JMMLについて解
析行っている。 
 
 
 

 

 
 
 
 

 
図３ PCDH17のDNAメチル化の有無によ
る EFSと OS . 
 
（３）今後の方針について 
 JMMLは胎生期にすでに発症し RAS経路
の遺伝子変異と伴に胎児期の造血環境が病
態形成に重要な役割を担っていることが推
察された。PCDH17など造血環境ニッチと
JMML白血病性幹細胞の細胞間作用が
JMML白血病性幹細胞の増殖に与える影響
を解析することにより JMMLの多様な病態
を説明でき、分子標的のターゲットになるの
ではないと考えられた。この成果をもとに平
成 29年度科学研究費「造血微小環境に着目
した若年性骨髄単球性白血病の新規治療法
の開発」を獲得し、さらに新規治療法の開発
を目指す。 
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