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研究成果の概要（和文）：我々は小児急性骨髄性白血病(AML)症例で次世代シーケンサーによる全エクソン解析
を行い、コヒーシン複合体（RAD21、SMC3）、BCORL1、ASXL2遺伝子に新規の変異を見出した。得られた複数の新
規遺伝子異常について、日本小児白血病リンパ腫グループ(JPLSG)のAML-05臨床試験に登録された370例で標的深
読み塩基配列解析を行い、遺伝子異常の頻度や臨床的特徴について検討した。また、小児AML47症例で全トラン
スクリプトーム解析を行うとともに、リアルタイムPCR法を用いて複数の遺伝子の発現解析を行いPRDM16遺伝子
高発現症例が有意に予後不良であることが見出した。

研究成果の概要（英文）：Acute myeloid leukemia (AML) is a molecularly and clinically heterogeneous 
disease. In this study, whole-exome sequencing (WES) of 63 pediatric AML patients revealed mutations
 in components of the cohesin complex (RAD21 and SMC3), BCORL1 and ASXL2 in addition to previously 
known gene mutations. We also revealed intratumoural heterogeneities in many patients, implicating 
multiple clonal evolution events in the development of AML. 
Whole-transcriptome sequencing (WTS) and real-time polymerase chain reaction of pediatric de novo 
AML patients revealed PRDM16 gene overexpression. The overall survival (OS) and event-free survival 
(EFS) among PRDM16- overexpressing patients were significantly worse than in patients with low 
PRDM16 expression (3-year OS: 51% vs. 81%, p<0.001, 3-year EFS: 32% vs. 64%, p <0.001) irrespective 
of other cytogenetic alterations except for NPM1. 

研究分野： Oncology
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１．研究開始当初の背景 
(1)近年の治療法の進歩により小児急性リンパ

性白血病(ALL)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 近年の分子遺伝学の進歩により、
小児白血病では、多数の癌関連遺伝子が染色
体転座切断点近傍に座位することが判明してお
り、さらに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った。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
常が詳細に同定されるようになった。 

(2)我々はこれまでに小児 AML において、発
現アレイを用いた解析からNUP98-NSD1融合遺
伝子が予後不良の一群であることを示し、今後
治 療 の 層 別 化 に 利 用 さ れ る 予 定 で あ る 。
multiplex ligation-dependent probe 
amplification(MLPA) 解 析 を 用 い た 解 析 か ら
MLL-PTD 陽性が、既存の RT-PCR 法による解
析に比べて、正確な診断を行うことによって、強
力な予後不良因子であることを示した。また、初
発と再発、原発巣と転移巣では、腫瘍のクロー
ンが異なり、枝状に変化していく clonal evolution
が認められることを示した。しかし、AML の発症
機序においては、これらのゲノム異常単独では
AML を発症するには至らず、何らかの付加的遺
伝子異常が必要であり、従来の方法では遺伝子
異常を検出できない症例もあることから、十分な
解析が行われていない。 

(3)我々はこれまでに SNP アレイを用いて成
人の骨髄増殖性疾患(MDS/MPN)でも 11 番の
UPD か ら CBL 遺 伝 子 を 同 定 し た （ Nature 
459:712-716, 2009）。さらに研究協力者の京都
大学吉田らは、次世代シーケンサーを用いて骨
髄異形成症候群(MDS)において RNA スプライシ
ングに関係する一群の遺伝子が関与することを
みい出した(Nature 478:64-69, 2011)。我々は吉
田らとダウン症候群に合併した TAM から AMKL
に進展に関連する遺伝子を同定した(Nature 
Genet 2013 in press)。これらのことは、我々の
SNP アレイや次世代シーケンサーを用いた手法
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。 
 
２．研究の目的 

小児急性骨髄性白血病(AML)は集学的治
療にもかかわらず予後不良な疾患である。最近
の 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異常が同定され
るようになった。我々はこれまでに SNP アレイを
用いて MDS/MPN では CBL 遺伝子を(Nature, 
2009)をみいだし、さらに次世代シーケンサーに
よるダウン症候群に合併した一過性骨髄増殖症
(TAM) から急性巨核芽球性白血病(AMKL)に
進 展 に 関 連 す る 遺 伝 子 を 同 定 し た (Nature 
Genet 2013 in press)。本研究は小児 AML の次

世代シーケンサーによる全エクソン解析を 63 例
で行い、second cohort として日本小児白血病リ
ンパ腫グループ(JPLSG) の AML 370 例の
target deep sequencing（標的深読み塩基配列解
析）行い、小児 AML の未知の原因遺伝子をみ
いだす。また MLPA 法により既知の MLL-PTD
や CDKN2A/2B、RB1 等のコピー数の検索を
AML-05 プ ロ ト コ ー ル 症 例 で 行 う 。 ま た
NUP98-NSD1 融合遺伝子とその類似発現の症
例において全トランスクリプトーム解析を行う。ま
た、変異を有する症例の臨床的特徴について
解析を行い、予後不良因子となる遺伝子変異を
同定して治療成績の向上に役立て、さらにその
遺伝子産物の機能解析を行い、小児急性白血
病の発症、進展の分子機構を解明する。これら
を通じて治療の層別化と予後の向上に役立て
る。 
 
３．研究の方法 

全エクソン解析が終了した 20 例に加え、さら
に小児 AML 43 例について、イルミナ社の次世
代シーケンサー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
AML-05 の 370 症例で標的 deep sequencing を
行い、異常のパターンや頻度を検索する。また
既知の遺伝子についても頻度を明らかにする。
さらに MLPA 法により既知の MLL-PTD や
CDKN2A/2B、RB1 等の検索を AML-05 プロトコ
ール症例で行う。また小児 AML47 症例におい
て全トランスクリプトーム解析を行う。次に小児
AML64 症 例 で Infinium Methylation EPIC 
BeadChip array によるエピゲノム異常の網羅的
解析を行う。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を行い、
遺伝子の性状および造腫瘍性の解析を行う。さ
らに有用なものに関しては細胞株を用いて機能
解析を行い、治療の層別化と治療成績の向上
に役立てる。 
 
４．研究成果 
(1) 小児 AML63 症例で次世代シーケンサーに
よる全エクソン解析を行い、既知の予後に関連
する遺伝子異常（KIT, NPM1, CEBPA, FLT3
等 ） に 加 え て 、 コ ヒ ー シ ン 複 合 体 （RAD21、
SMC3）、BCORL1、ASXL2 遺伝子に新規の変
異を見出した。得られた複数の新規遺伝子異常
について、日本小児白血病リンパ腫グループ
(JPLSG)の AML-05 臨床試験に登録された 370
例で標的深読み塩基配列解析を行うとともに、
MLPA 法 に よ る 既 知 の MLL-PTD や
CDKN2A/2B、RB1、IKZF1 等のコピー数解析を
行った。（図 1） 
 
 
 
 



図 1. 小 児 de novo AML 症 例 の Genetic 
Landscape 

 
(2) 小児 AML47 症例で全トランスクリプトーム解
析を行うとともに、リアルタイム PCR 法を用いて
AML99 研究における発現アレイ解析から抽出さ
れた複数の遺伝子の発現解析を行い、AML99
研究における発現アレイ解析から抽出された複
数の遺伝子の発現解析を行い、NUP98-NSD1
融合遺伝子症例で見出された PRDM16 遺伝子
の高発現が 23%で認められ、生存率と無イベント
生存率は PRDM16 遺伝子高発現症例で有意に
不良であることが見出された(図 2, 3)。 
図 2. PRDM16 発現レベルと既知遺伝子異常と
の関連 
 

 
 

 
 

 

 
図 3 AML-05 trial における PRDM16 発現量毎
の全生存率(A), 無イベント生存率(B) 

 
 

 
 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 
(3) 上記解析の結果、予後不良例では、クロマ
チン修飾関連遺伝子等の異常による複雑なエ
ピジェネティックな変化が起きていると想定され、
小児 AML64 症例で、Infinium Methylation EPIC 

BeadChip array による網羅的メチル化解析を行
った。AML1-MTG8 再構成や MLL 遺伝子再構
成などの治療層別化に関わる病型毎にメチル
化状態は異なるクラスターに分けられ、複数の
新規メチル化異常が認められた。 
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http://jccg.jp 

JPLSG ホームページ 

http://jplsg.jp/index.htm 

国立研究開発法人 国立成育医療研究センタ

ーホームページ 

https://www.ncchd.go.jp 
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