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研究成果の概要（和文）：一過性骨髄異常増殖症(TAM) 126例の血清サイトカイン27種類の測定でIL-1β, IL-2,
 IL-17等の高値が示されたが特異的上昇は認めなかった。TAMで高頻度にみられるGATA1変異についてAML-05に登
録250症例の検討で８例に変異がみられその意義を検討している。
非ダウン症AMKLでは、コヒーシン、EZH2、JAK2などの変異はDS-AMKLより頻度は少なく、非ダウン症AMKLで比較
的高頻度でみられたCBFA2T3-GLIS2やOTT-MALキメラ遺伝子は、TAMとDS-AMKLには検出されず、ダウン症と非ダウ
ン症AMKLは分子遺伝学的に異なった疾患群であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）： Cytokine analyses of 27 serum cytokines in 126 patients with transient 
abnormal myelopoiesis (TAM) in Down syndrome (DS), revealed high value of IL-1β, IL-2, and IL-17, 
but specific cytokine for TAM was not found. Eight patients having GATA1 mutation were found in 250 
patients with acute myeloid leukemia (AML) and association of the 8 patients with clinical features 
was examined.
  Cohesin complex, EZH2, and JAK2, which were frequently found by whole-exome sequencing in DS-acute
 megakaryoblastic leukemia (AMKL) were not found in any patients with non-DS AMKL.  No CBFA2T3-GLIS2
 or OTT-MAL chimeric RNAs were found in TAM and DS-AMKL, suggesting that DS-AMKL was biologically 
different disease entity from non-DS-AMKL.

研究分野： 小児血液腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
ダウン症候群（DS）の一過性骨髄異常増殖

症(TAM)は、頻度は約 10％で比較的予後良好
と考えられていたが、近年、死亡例が 20～
30％みられることが報告され、さらに約 20%
が白血病化して急性巨核芽球性白血病
(AMKL)を発症する。我々はこれまでに染色体
異常はTAMではみられず白血病になると出現
することを報告した。最近欧米のグループが
TAM の前方視的検討を報告しているが、我々
の本邦の後方視的解析では在胎週数 38 週以
前、血清ビリルビン 5mg/dl 以上等が予後不
良因子であった。これまで TAM 症例とその検
体を蓄積し、種々の臨床データと次世代シー
ケンサーを含む遺伝子解析のデータを解析
し、重症例を予測可能な指標を抽出し、TAM
から AMKL への発症・進展の機序を解析して
きた。この中で GATA1の高発現と低発現変異
群の比較では低発現変異群が高率に白血病
化すること、また２種類の GATA1内部欠失変
異を複数例の TAM 患者で見出し、変異蛋白は
正常な赤血球造血に不可欠な GATA1 の RB 結
合モチーフを欠いていることを報告した。次
世代シークエンサーによる 15 例の TAM 症例
と 14 例の DS-AMKL 症例の全エクソン解析で
は、同定された１症例あたりの体細胞遺伝子
変異数は TAM では 1.7 個と少なく、これは他
の種々の腫瘍と比較してはるかに少数であ
り、DS-AMKL では 5.8 個と、より有意に多く
変異が認められ、TAM は 21 番染色体の過剰と
GATA1 遺伝子変異により発症することを明ら
かにした(Nature Genetics 2013)。 
さらに 41 例の TAM、49 例の DS-AMKL、19

例の non-DS-AMKL（非ダウン症児に合併する
AMKL）について詳細に検索し、TAM では GATA1
以外の遺伝子変異はきわめて稀であるが、
AMKL ではコヒーシン複合体（RAD21, STAG2, 
NIPBL, SMC1A, SMC3）（53％）、CTCF (20％)、
EZH2 などのエピゲノムの制御因子（45％）、
および RAS/チロシンキナーゼ（TK）などのシ
グナル伝達系分子（47％）をコードする遺伝
子群に高頻度に変異が存在し、特に、コヒー
シン複合体にみられた遺伝子変異は DS-AMKL
の発症に重要な役割を果たしていることが
推定された(Nature Genet, 2013)。 
 
２．研究の目的 

本研究はこれまでのデータをさらに進め
るために、ＤＳの TAM と AMKL 症例および非
DS の AMKL の検体を収集し、次世代シーケン
サーを含む遺伝子解析のデータを詳細に解
析し、TAM の重症例を予測可能な遺伝子変異
と AMKL への発症・進展の機序の解析をさら
に進める。また、我々は非 DS-AMKL の解析で
いくつかの融合遺伝子をみい出しており、
DS-AMKL と比較検討を行い、これらの発症機
序を解明する。さらに TAM10 登録例の観察研
究で集めた保存血清検体を用いて重症の TAM
でみられる高サイトカイン血症や肝線維症
の病態解明を行う。 

 
３．研究の方法 
これまで次世代シーケンサーを用いて、エ
クソーム解析と全ゲノム解析を行い、新規原
因遺伝子を同定したので、AML-D05 に登録さ
れた症例のこれらの遺伝子の解析を行い、臨
床像との関係を明らかにし、TAM と AMKL へ進
展の機序を解明し、TAM と DS-AMKL および非
DS-AMKL の治療成績の向上に役立てる。 
大量並列シーケンスは近年開発された高

速 DNA 塩基配列決定技術で、大量の DNA 塩基
配列情報の高速な解読を可能にし、一回の解
析により約 6000 億塩基の塩基配列が解読で
きる。検体から抽出したゲノムDNAをAgilent
社の SureSelect human all exon キットを使
用し、PCR 反応で増幅してクラスターを形成
させ変異解析を行う。その後、Somatic 変異
の候補遺伝子を抽出し、Sanger sequencing
で検証を行い、候補遺伝子をしぼり込む。抽
出 さ れ た 遺 伝 子 に つ い て 標 的 deep 
sequencing を行い、抽出された新規遺伝子を
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。 
TAM10 登録時の保存血清が 126 検体集まっ

たので、網羅的なサイトカインを検索して
（28 種）肝線維症や重症度の指標に役立つか
検討する。非 DS-AMKL についても AML-05 登
録 250 例で融合遺伝子と RNA-sequencing を
行い、新規遺伝子を見い出し病態の解明と治
療成績の向上を目指す。 
TAM から DS-AMKL を発症する症例を正確に

同定するために、次世代シークエンサーで
GATA1変異を用いた MRD (GATA1-MRD) の解析
を行う。また同一の症例で、TAM、DS-AMKL と
寛解時の検体のある症例では、次世代シーク
エンサーによる全エクソン解析、ターゲッ
ト・シークエンス法でコヒーシン/CTCF など
の DS-AMKL 特異的遺伝子変異を検索する。次
に、DS-AMKL 特異的遺伝子変異をもつクロー
ンがTAM発症時に既に存在するか高感度解析
法で検討を行う。さらに、GATA1-MRD と
DS-AMKL 進展との相関解析を行う。また、TAM
発症後の GATA1-MRDが白血病発症危険因子と
なるか解析を行う。 
AML-05症例のTAMでみられる GATA1変異例

の解析と臨床的意義についても解析を行う。 
 
４．研究成果 
TAM の臨床研究として TAM10 の臨床研究の

遂行を行い、予後と臨床像との関係を明らか
にして予後因子を抽出した。また、血中サイ
トカインの解析とキロサイド少量療法の結
果を明らかにした。 
TAM 126 例の血清サイトカイン計 27種類を

測定した。TAM においては、胎便吸引症候群
(MAS)を伴う新生児と比較し、IL-1β, IL-2, 
IL-17 をはじめとする多数のサイトカインが
高値であり、多くの TAM の症例で高サイトカ
イン血症が存在していた。また、MAS を伴わ
ない新生児や正常小児と比較すると、測定し



たサイトカイン全般において高値であった。
今回のサイトカインの解析結果から、TAM に
おいてはTh1/Th2のどちらかだけが優位な病
態ではなかった。TAM 全例において特異的に
上昇しているサイトカインは認めなかった。 
また、臨床像の検討により、TAM の一部の

症例では、芽球の割合が 10%以下で合併症が
ほとんどない症例が存在し、この芽球割合の
低い TAM においても、IL-1b, IL-6, IL-8, 
MCP-1 などのサイトカインが上昇しているこ
とが明らかになった。この一群においてもサ
イトカイン高値や肝の線維化のマーカーが
高値であり肝障害を起こす可能性があるこ
とを明らかになった。経時的にサイトカイン
を測定できた症例では、芽球の増加や循環呼
吸状態の悪化に伴い IL-1b, IL-6, IL-8 など
のサイトカインが上昇していた。 

TAM10 症例の GATA1 変異と臨床像との関係
を検討した。登録例の 167 例中 163 例で解析
ができて、GATA1 変異例は変異の種類により
３種類に分類され、この分類により好酸球増
多や肝機能検査値との相関がみられた。さら
に、MRD でフローサイトメトリと GATA1-MRD
の関係を検討しつつあるが治療経過中の
GATA1-MRD の検体収集が悪く、結論に至るだ
けの症例が集まらなかった。TAM のメチル化
の解析では興味深い結果が得られつつある。 
TAM で高頻度でみられる GATA1 変異につい

ても AML-05 に登録された 250 症例での検討
を行い、８例に変異が見られ、詳細な臨床像
との関連を検討しつつある。 
全エクソン解析で得られたデータの詳細

な検討により、コヒーシン複合体にみられた
遺伝子変異は完全に相互排他的であり、コヒ
ーシン複合体はDS-AMKLの発症に重要な役割
を果たしていることが示唆された。 
一方、non-DS-AMKL では、コヒーシン、EZH2、

GATA1 などの変異は DS-AMKL より頻度は少な
く、non-DS-AMKL で比較的高頻度でみられた
CBFA2T3-GLIS2 や OTT-MAL キメラ遺伝子は、
TAMとDS-AMKLには１例も検出されなかった。
これらの結果より、DS と non-DS-AMKL は細胞
遺伝学的に異なった疾患群であることが示
唆された。 
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