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研究成果の概要（和文）：本研究では、急性白血病の微小な病変（微小残存病変：MRD)を評価するための、より簡便で
、感度の高い新しい方法を開発することを目指した。急性白血病が有するWT1蛋白に特異的に結合する糖鎖を結合した
ナノ粒子を作成し、このナノ粒子でWT1蛋白を濃縮し、ELISA法で測定した。従来のMRD測定法であるフローサイトメト
リーやPCR法よりも、簡便で安価な方法であるナノMRD法は、従来のELISA法よりも、約50倍高感度に測定でき、白血病
のMRD測定に有用である。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to develop a new, simple, and highly sensitive method to 
detect minimal residual disease (MRD) in acute leukemia. Nano particles having sugar chain which can bind 
specifically WT1 protein released from leukemic cells were made. After condensing WT1 protein by nano 
particles, WT1 level was measured by ELISA. Nano MRD method is much simpler and cheaper compared to other 
methods detecting MRD including flowcytometory or PCR. Nano MRD method is about 50-times more sensitive 
than regular ELISA method. Nano MRD method should be useful to detect MRD in leukemia patient.

研究分野：小児がん
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１．研究開始当初の背景 
小児の急性リンパ性白血病(ALL)は、年々治
癒率が向上している疾患である。新規薬剤による
治療法の開発だけでなく、薬剤の組み合わせ方
の改善、さらには、詳細なリスク因子に従って治
療強度を調節することによって、治療成績は改
善してきた。リスク因子のうち、現在最も重要なの
は、治療に対する反応性である。つまり、治療に
よって白血病が末梢血や骨髄検査で減少する
早さが予後とよく相関することがわかっている。治
療に対する反応性が最も重要である理由は、3
つの要因が総合的に関与しているからである。
すなわち、1)治療法：使用する薬剤、投与量、組
み合わせ、スケジュール、2)白血病細胞の性質：
染色体異常、遺伝子異常など、3)宿主の性質：
薬剤代謝の多型などを総合した因子であるから
である。治療反応性を評価する方法としては、よ
り客観的な方法で、かつ、微量の白血病を検出
する方法が開発された。微量に残る白血病を微
小残存病変(minimal residual disease: MRD)とい
うが、現在用いられているMRDの評価の方法は、
フローサイトメトリーを用いた方法(FACS-MRD
法)と、PCRを用いた方法(PCR-MRD法)がある。
しかし、これらの方法には、患者毎に検査の設定
が必要である点と、検査結果を得るのに時間の
かかる点が問題である。FACS-MRD 法では、白
血病細胞に特有の表面マーカーの発現パター
ンを患者ごとに決定し、正常細胞と区別する必要
がある。FACS-MRD法では多数の表面マーカー
を解析する必要があり、検査費用も検査時間も
かかる。PCR-MRD 法では、まず患者の白血病
細胞に特有の遺伝子異常部位（多くの場合、異
常キメラ遺伝子か IgG/TCR の再構成部位）を遺
伝子解析によってまず決定し、それを検出する
ための PCRプライマーを患者毎に設計する必要
がある。やはり、検査費用も検査時間もかかる方
法である。これらの問題を解決するためには、1)
白血病患者に普遍的（患者に共通して）にみら
れる異常を標的とすること、2)FACS-MRD や
PCR-MRDよりも簡便な方法を用いること、の2点
を工夫する必要がある。 
そこで、本研究では、白血病細胞と正常細胞を
区別でき、かつ、白血病患者には普遍的な異常
であるWT1蛋白に注目した。WT1蛋白は最初、
腎泌尿器系の発生に重要な役割を果たす転写
因子として同定されたが、白血病においても過
剰に発現していることが知られている。さらに
WT1の mRNAの発現の程度が、急性白血病の
予後因子となることも、すでに報告されており、白
血病のMRDに適した標的である。次に、従来の
ELISA 法では検出できない程度の WT1 蛋白を
検出する方法が必要である。糖鎖は生体内で多
彩な機能を示し、生命現象に不可欠な役割を有
する。例えば、細胞表層の糖鎖はウイルスにはレ
セプターとして利用され、その感染を仲介する。
研究分担者は、糖鎖を金などの金属に効率よく

固定化する方法を発明し、その固定化法を用い
て、糖鎖を固定化したバイオデバイス「糖鎖固定
化金ナノ粒子（以下ナノ粒子）」を開発している。
このナノ粒子を用いて、我々は造血細胞移植後
の患者のウイルス感染症を早期に診断・モニタリ
ングする研究を行い、成果を挙げている。本研究
においては、WT1 蛋白に特異的に結合する糖
鎖を固定化したナノ粒子を用いれば、検体中の
微量の WT1 蛋白を効率よく濃縮し、測定するこ
とができると考えた。 
 
２．研究の目的 
腫瘍細胞に過剰に発現する転写因子である
WT1 蛋白に特異的に結合する糖鎖を固定化
したナノ粒子を作成し、ナノ粒子に結合する体
液中の WT1蛋白を濃縮し、高感度 ELISA法を
行い、体液中に存在する微量の腫瘍細胞を検出
する方法を確立する。さらにこの技術を臨床に応
用して、小児急性リンパ性白血病（ALL）のリスク
に応じた治療方法の選択を高精度化することを
目的とする。 
 
３．研究の方法 
第 1 段階として、シュガーチップを用いて WT1
蛋白に特異的に結合する糖鎖をスクリーニング
することで決定し、この糖鎖を金に固定化しナノ
粒子を作成する。次に、患者の検体（血清、尿、
髄液）とナノ粒子を混合し、WT1 蛋白とナノ粒子
を結合させる。遠心によってナノ粒子に結合した
WT1 蛋白を濃縮し、濃縮された検体を用い、
ELISA法でWT1蛋白を測定する。2) 第 2段階
として、a)ナノ MRD法の感度を陽性コントロール
を用いて決定する。b) 急性リンパ性白血病
(ALL)患者を対象として、臨床経過、従来の
FACS-MRD法、PCR-MRD法、およびナノMRD
法による MRD の経時的な推移を明らかにし、ナ
ノMRD法を臨床検査として確立する。 
(1) WT1蛋白の精製 
ALL 細胞株(CCRF-CEM)を培養し、抗がん剤
(シタラビン)を様々な濃度で添加し、種々の程度
の細胞死を惹起する。この培養液上清を用いて
WT1抗体を用いてWestern blotを行う。この膜を
用いて WT1 抗体に結合した蛋白の構造解析を
行い、細胞死によって血清中で検出される WT1
蛋白のアミノ酸配列を特定する。このアミノ酸配
列を元に、WT1 蛋白を精製する。もし、細胞死を
惹起する培養条件では蛋白量が少なく、WT1 が
検出できない場合には、通常の条件で培養した
FFRF-CEM 細胞を用いて、蛋白抽出を行い、
western blot を行う。同様にこの膜を用いて、蛋
白の解析を行い、アミノ酸配列を決定する。 
(2)ナノ粒子の作成 
(1)によって精製された WT1 蛋白質を用いて、こ
れに特異的に結合する糖鎖をスクリーニングする。
糖鎖のスクリーニングには、糖鎖を固定化したバ
イオデバイスである「シュガーチップ」を用いて、



WT1蛋白に特異的に結合する糖鎖を決定する。
次に、この糖鎖と金粒子を結合させ、WT1 特異
的ナノ粒子（ナノ粒子）を完成させる。 
(3)陽性コントロール検体 
ALL 細胞株（CCRF-CEM）を陽性コントロールと
して用いる。CCRF-CEM の培養液に抗がん剤
（シタラビン）を添加する。細胞死を TO (thiazole 
orange), PI (propidium iodide)使った FACSで確
認し、この細胞培養液上清を、陽性コントロール
検体として用いる。 
(4)混合・濃縮 
陽性コントロール検体とナノ粒子を混合し、遠心
し、ナノ粒子に結合したWT1蛋白を濃縮する。 
(5)ELISA 
濃縮された検体を用いて、ELISA 法で WT1 蛋
白濃度を測定する。 
 
平成 26年度以降 
ナノ MRD 法が臨床に応用できることを明らかに
する。 
(1)ナノMRD法の検出感度の決定 
平 成 25 年 度 と 同 様 に 、 ALL 細 胞 株
（CCRF-CEM）を培養し、さまざまな細胞濃度で、
さまざまな濃度のシタラビンを添加し、様々な割
合の生細胞と死細胞を含む陽性コントロール検
体の系列を作成する。これを用いて、ナノ MRD
法で測定し、ナノ MRD 法の検出感度を決定す
る。 
(2)臨床応用 
臨床検体を用いて、FACS-MRD 法、PCR-MRD
法、ナノMRD法の関係を確立するとともに、それ
ぞれの検査法の経時的な変化を測定する。 
①対象：鹿児島大学で診断し、治療中のALL患
者を対象とする。本研究期間中の新規発症患者
数は、年間 10例あるので、3年の研究期間に 30
例であり、この 30例を本申請研究の対象とする。 
②検体採取：検体は、骨髄 (FACS-MRD 法、
PCR-MRD法)、血清（ナノ MRD法）と髄液（ナノ
MRD 法）を用いる。検体採取時期は、通常の診
療で検査を行う時期と同じにする。すなわち、治
療開始前（発症時）、治療開始から 2 週目、4 週
目、8週目、12週目および、強化療法開始前、維
持療法開始前に検体を採取する。骨髄および髄
液は 1ml、血清は 3ml採取する。 
③FACS-MRD法：用いる抗体は、cCD3, 
CD2, 3, 5, 7, 13, 19, 20, 33, 79aで、B細胞前駆
性 ALL、T細胞性 ALLなどのMRDを測定する。
我々のこれまでの検討では、0.01%の感度まで
測定できる。臨床経過に合致する検出限界は
0.1%である。 
④PCR-MRD法：WT1のmRNAを、real time  
PCR法で定量する。Primer setは、5’-ACA, GGG, 
TAC, GAG, AGC, GAT, AAC, CA-3’と5’-CAC, 
ACG, TCG, CAC, ATC, CTG, AAT-3’である。 
⑤ナノMRD法、検体（血清、髄液）とナノ粒 
子を混合し、遠心する。ナノ粒子で濃縮された検

体を用いて、ELISA法でWT1蛋白濃度を測定す
る。 
FACS-MRD 法、PCR-MRD 法、ナノ MRD 法の
関係、および臨床経過との関係を明らかにする。 
 
 
４．研究成果 
(1) ALL細胞株(CCRF-CEM)を培養し、抗がん 
剤であるシタラビンを 4mg/ml の濃度で添加し、
細胞死を惹起した。PI(propidium iodide)を用い
て FACS を行い、45±6%の細胞が細胞死を起こ
していることを確認した。（この条件は後の実験の
陽性コントロールとする。）上記の条件でシタラビ
ンを添加し培養した培養液の上清を用いて、
WT1 抗体 (C-19: Santa Cruz Bio)を用いて
western blotを実施した。WT1蛋白は低レベルで
あったが検出できた。同条件で得られた培養上
清を用いて、WT1蛋白を CBB染色し、この膜を
用いてプロテアーゼを用いた in gel digestion を
行い、ペプチドに断片化した。逆相HPLCにてペ
プチド断片を得た後、ペプチドマップを作成、最
終的に C-19 抗体に結合した蛋白の内部配列を
特定した。このアミノ酸配列を元に、3 種類の
25~30塩基のペプチドを合成した。 
(2) 平成 25年度までに、WT1蛋白から得たペプ
チド断片から 25～30延期のペプチドを 3種類合
成した。これらに特異的に結合する糖鎖をスクリ
ーニングする目的で、糖鎖を固定化したバイオ
デバイスであるシュガーチップを用いた。次にこ
の糖鎖と金粒子を結合させ WT1 特異的ナノ粒
子を作成した。昨年までに行った CCRF-CEMの
培養液にシタラビンを添加し、細胞死を惹起した
細胞培養液上清(WT1 蛋白をごく少量含む)を、
陽性コントロールとして用いた。しかし、作成した
ナノ粒子を用いて WT1 蛋白を濃縮することには
成功していない。 
(3) 平成 27年度の記載 
平成 26 年度までに行った実験では、WT1 蛋白
の断片を認識できる糖鎖が、WT1 蛋白全体を認
識できていない可能性があると考えられた。この
ため今年度は WT1 蛋白から得たペプチド断片
から 25～30塩基のペプチドを新たに 2種類合成
した。これらに特異的に結合する糖鎖をスクリー
ニングする目的で、糖鎖を固定化したバイオデ
バイスであるシュガーチップを用い、次にこの糖
鎖と金粒子を結合させWT1特異的ナノ粒子を作
成した。 
また、シタラビンの細胞毒性による WT1 蛋白の
抽出量が少なく、ナノ粒子が認識できてない可
能性があったため、シタラビンをシクロホスファミド
に変更し、細胞毒性を高めた。1 x 106個/10mlの
CCRF-CEM の培養液に濃度系列のシクロホスフ
ァミドを添加し、24～48 時間培養し、細胞死を惹
起した。MTT アッセイで検討すると、シクロホスフ
ァミド＋代謝剤の添加によってシクロホスファミド0
～250μM までは、細胞死の割合は直線的な相



関を示した。24時間と 48時間では有意な差は認
めなった。次に同様の条件で、250μMのシクロホ
スファミド添加し、24 時間培養した細胞培養液上
清を用い、希釈系列を作り、ナノ MRD 法で測定
した。上清の原液では、通常の ELISA 法では
0.17±0.05ng/ml であったが、ナノ MRD 法では、
7.35±0.63ng/ml であった。ナノ MRD 法では、32
倍希釈まで測定可能であった。1～4倍希釈での
検討では、通常の ELISA 法に比べて、ナノ
MRD法は 50.8±8.0倍高感度であった。 
 
総合の記載 
通常の ELISA 法に比べて、ナノ MRD 法は
50.8±8.0 倍高感度であることがわかったが、臨床
検体を用いた経時的なナノ MRD の変化につい
ては、本研究では検討できなかった。その結果、
従来からの FACS-MRD 法、PCR-MRD 法、とナ
ノMRD法の関係、および臨床経過との関係を明
らかにすることは、今後の課題である。 
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