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研究成果の概要（和文）：本研究では、白血病の診断のため、必ず施行される血液塗沫標本から芽球のみを抽出し、予
後因子解析に必要な量のmRNA及びcDNAを採取する方法を確立した。TAM（ダウン症候群に合併した一過性骨髄増殖症）
患者1症例の診断時の検体から、laser microdissection systemで解析可能な特殊フィルムをコーティングしたスライ
ドグラスに血液標本を作製し、芽球のみを抽出し、cDNAからGATA1遺伝子変異が通常の骨髄液の解析時と同様に検出さ
れた。また、mRNA検体からGAPDHのバンドの同定及びCXCR4発現量の測定も定量PCR法にて可能であった。

研究成果の概要（英文）：We established a new laser microdissection system extracting cDNA and mRNA of leuk
emic blasts from smear of bone marrow samples of transient abnormal myelopoiesis (TAM) or acute myeloid le
ukemia with Down syndrome (AML-DS). We could detect same GATA1 mutation in the TAM patient both from bone 
marrow samples and from the microdissecton system. We could also detect GAPDH from mRNA through this micro
dissection system and measured CXCR4 expression by RT-PCR. We will be able to detect new prognostic factor
s from AML or MDS patients by next generation sequencing through this microdissection system.
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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である（JCO, 27;4007,  

2009）が予後因子の解析は遅れているのが現状 

である。骨髄異形成症候群（MDS）や白血病 

の一部では芽球以外の細胞の混在により、 

正確な検査が施行できない症例もある。 

また、骨髄液採取が困難な白血病（ダウン 

症候群に合併した急性骨髄性白血病（AML- 

DS 等）では骨髄液の保存自体ができない場合 

も多い。 

 

２．研究の目的 

本研究では、白血病の診断のため、必ず施行

される血液塗沫標本から芽球のみを抽出し、

予後因子解析に必要な量の mRNA 及び

cDNA を採取する方法を確立する。本研究に

より、従来から報告されている予後因子のよ

り正確な検討が可能になるだけでなく、新規

の予後因子（遺伝子発現量や変異）の同定が

可能となる。 

 

３．研究の方法 

Laser microdissection system（LMD6500/ 

7000; ライカマイクロシステムズ株式会社）

にて解析可能なスライドグラス上に、

AML-DS（京大小児科あるいは AML 委員会

委員所属施設）患者の初診時骨髄液を塗布、

染色固定し、京都大学にて白血病細胞のみ同

定（京都大学医学部付属病院血液検査室技

師）抽出し、同一症例の骨髄液検体と同様に

GATA1 変異（AML-DS ではほぼ全例に検出）

解析可能かどうか確認する。 

 

４．研究成果 

本研究は「急性骨髄性白血病および骨髄異

形成症候群の新規予後因子探索」として、

京都大学医学部医の倫理委員会に承認済み

（承認番号 G-516）である。まず、研究代

表者が樹立した AML-DS 患者由来細胞株

KPAM1 を 10％、AML-DS 以外の AML 細胞

株K052の90％を混在した検体からスメア標

本を作製し、KPAM1 のみを抽出して GATA1

変異を direct sequence 法で解析したところ

KPAM1 細胞株と同様の GATA1 変異が同定

された（図１）。次に、患者保護者の同意を

得て TAM（ダウン症候群に合併した一過

性骨髄増殖症）2 症例、及び AML-DS 患者

1 症 例 の 診 断 時 の 検 体 か ら 、 laser 

microdissection system で解析可能な特殊

フィルムをコーティングしたスライドグラ

ス に 血 液 標 本 を 作 製 し 、 laser 

microdissection system で芽球のみを抽出

し、cDNA から GATA1 遺伝子変異が通常

の骨髄液の解析時と同様に検出された。

KPAM1 を 10％、K052 の 90％を混在した検

体からスメア標本を作製し、KPAM1 のみを

抽出して GATA1 変異を次世代シークエンサ

ー法で解析したところ、約半数で GATA1 変

異が同定された。（図３）KPAM1 細胞では、

女児より樹立された細胞株であり、ヘテロの

変異であるため、半数で遺伝子変異が同定さ

れるべき現象であるため、次世代シークエン

サー法でも解析可能であることが証明され

た。また、mRNA 検体から GAPDH のバ

ンドの同定及び CXCR4 発現量の測定も定

量 PCR 法にて可能であった。以上より、

mRNA 及び cDNA 抽出の系の確立に成功

したことが証明された。 

（図 1）KPAM1, 10%, K052, 90%の検体か

ら作成した標本から KPAM1 のみを抽出し

た検体の GATA1 変異解析 

 

 

（図２）TAM-10 登録症例の GATA1 変異



解析 

 

（図３） 
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