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研究成果の概要（和文）：質の高い臨床研究は、多数の遺伝子解析が必須であり、迅速かつ安価な遺伝子解析法の開発
が急務である。本研究では、小児急性骨髄性白血病（AML）の予後に関連性の高い遺伝子を選別し、卓上型次世代シー
ケンサーを用いて、予後予測パネルの作成を行った。小児AMLの初発、寛解、再発検体よりDNAを抽出し、Agilent社のH
aloplex カスタマイズドパネルを用い、約150遺伝子を選定した。８例を解析し、４例からIKZF, KRAS, GATA1, KIT, P
U.1の遺伝子異常が検出され、残りの４例からもSH2B3, SMARCB2のlarge deletionが検出された。今後、多数例で解析
を行う。

研究成果の概要（英文）：It is necessary for clinical studies to analyze many genomic genes analysis at 
the same time by using next-generation sequencer. For the purpose of establishing new methods to analyze 
many genes quickly and less expensively, we made gene analysis panels for child acute myeloid leukemia 
patients by desk-top next generation sequencer. We selected 150 genes from DNA samples of AML (primary, 
remission and relapse) by using Haloplex customized panel of Agilent Co. We analyzed 8 cases of AML and 
detected IKZF, KRAS, GATA1, KIT, PU.1 mutation in four cases. We also detected large deletions of SH2B3 
and SMARCB3 genes in the other four cases. We are going to analyze many samples from JPLSG AML-05 studies 
by the panel using desk-top next generation sequencer.

研究分野：病態検査学

キーワード： 次世代シークエンサー　予後因子　AML
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１．研究開始当初の背景 
日本の小児急性骨髄性白血病（AML）の 

治療成績は世界のトップ（JCO, 27;4007,  

2009, Leukemia, 27: 2413, 2013）であり、 

研究代表者が運営委員長をしている日本小児 

白血病リンパ腫研究グループ(JPLSG)AML 

委員会では、余剰検体を用いて精力的に 

遺伝子解析を行い、遺伝子変異と予後との 

関連が明らかとなってきた。(Leukemia in  

Press, Haematologica 99: e225, 2014, Blood 

Cancer J 4: e226, 2014) 

一方、次世代シーケンサーを利用した解析 

技術は高度に進化し、従来のサンガーシー 

ケンスによる遺伝子 1個ずつの解析から、 

一度に多数の遺伝子解析が可能となってい 

る。臨床研究の遂行には、多数の遺伝子解析 

が必須であるため、迅速かつ安価な遺伝子 

解析法の開発が急務となっている。 

 
２．研究の目的 
小児 AML多施設共同研究プロトコールの 

治療層別化に、必須の多数の遺伝子解析を、 

迅速かつ安価に遂行する検査法を開発する。 

これまでの研究で AMLの予後に関連性の 

高い遺伝子を約 50個選別し、卓上型次世代 

シーケンサーを用いた予後予測 AMLパネル 

の作成を目指す。これは 1検体あたり 2-3 

万円と割合安価で遺伝子解析が可能となり、 

将来的にはきめ細かい治療の層別化など、 

臨床応用できる可能性が高いものと考えら 

れる。 

 
３．研究の方法 
今回我々はこれまでの研究で小児 AMLの 

予後に関連性の高い遺伝子を約 50個選別し、 

卓上型次世代シーケンサーを用いた予後 

予測 AMLパネルの作成を目指す。小児 

AMLの初発、寛解、再発検体より DNAを 

常法通り抽出し、以後の検討に用いた。 

白血病パネルは Agilent社のHaloplex  

カスタマイズドパネルを用い、約 150遺伝 

子を選定した。これは成人の白血病パネル

と異なり、これまで小児白血病で変異があ

るとされている遺伝子以外に、骨髄異形成

症候群関連の遺伝子、染色体再構成に関わ

る遺伝子、免疫不全関連の遺伝子なども加

えた。実際の解析は、卓上型次世代シーケ

ンサー（MiSeq, Ilumina）を用いた。 
 
４．研究成果 

現在 8例の AML検体で検討が終了した。 

症例１）非 Down症の FAB-M7の初診時 2

歳の女児、AML05 protocolで治療後 8ヶ

月で再発、同胞からの血縁者間骨髄移植術

を実施、現在無病生存中である。OTT-MAL

や NUP98-NSD1, CBFA2T3-GLISなどの

キメラ遺伝子は陰性だった。本解析で初発

時と再発時検体から IKZF1 p.F154Y、

KRAS p.G12A、GATA1 p.R270Wが検出

された。 

症例２）初診時 7 歳男児、FAB-M2 で

AML1-MTG8 キ メ ラ 陽 性 、 AML99 

protocolで治療し、現在無病生存中である。

本例からは KRAS p.G12D が Allele 

frequency (AF) 0.46、p.G12Aが AF 0.053

みつかった。 

症例３）15歳男児 FAB-M2, 初診時、染

色体異常 inv(16)(p13.1q22)と FLT3-ITD

を低率(AF 0.035)に認めた。治療中再発を

来したが、再発検体では FLT3-ITDは検出

されなかった。本方法で、KIT p.D816Vが

初診時検体で検出された。 

症例４）非 Down 症の FAB-M7 の寛解導

入 不 能 な 1 歳 女 児 例 、 OTT-MAL, 

NUP98-NSD1, CBFA2T3-GLIS などのキ

メラ遺伝子は陰性、本方法で転写因子の

PU.1 p.G156Rが検出された。 

残りの 4 例では初発と寛解期の検討で、

point mutation は見つからなかったが、

SH2B3と SMARCB2に large deletionが

みつかり、現在解析中である。 



 

考案：このパネルの利点はわずか 225ngの

DNAから解析可能、実際の解析は 1-1.5日

で終了、専用解析ソフトを用いるため、

bioinfomatics に詳しくない研究者でもデ

ータ解析可能な点にある。1 検体の解析費

用は 3万円程度と安く抑えられる点は有益

であった。欠点として、各個人特有の SNP

が多く検出されるため、寛解期検体の解析

結果で引き算しないと、なかなか本物の変

異にたどりつけないこと、また血液学的寛

解（骨髄中白血病細胞 5%未満）であって

も、寛解が浅い場合は多数の変異を有する

ことなどがあげられ、引き算する寛解期検

体で何を選ぶかは重要であった。このため

AML診断後早期に、予後予測を可能とし、

実臨床への応用も可能ではないかと考えら

れた。 
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