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研究成果の概要（和文）：“予後予測因子による層別化治療”の精度をより向上させるために、従来の手法に比べさら
に鋭敏な極微小微量残存病変（micro residual disease: miRD）の測定系の確立を目的として研究を行った。まず、仮
想的な腫瘍細胞で希釈系列を作成し、次世代シークエンサーで検出感度の検証を行ったところ、10-3～10-4の感度で検
出できた。実際に急性リンパ性白血病の治療経過中にランゲルハンス組織球症を発症した症例について治療中のmiRDを
測定し、病状の動的な推移を把握することが可能であった。さらに、droplet digital PCRを用いても同様の感度と定
量性でmiRDの検出が可能であった。

研究成果の概要（英文）：To improve “stratification strategy based on prognostic factors”, we planned to 
establish detection system of micro residual disease (miRD) with higher sensitivity compared to standard 
methods. First, we assessed sensitivity using virtual tumor specimen with serial dilution by next 
generation sequencer, and 10-3 to 10-4 of miRD could be detected. Using this method, by obtaining miRD 
status, we could illustrate dynamic evolutionary process of a case with unique coincidence of ALL and 
LCH. Furthermore, we performed miRD detection using droplet digital PCR technology, and its sensitivity 
and quantitativity.

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 
“予後予測因子による層別化治療”は小児急
性白血病の治療骨格の根幹をなす要素のひ
とつである。再発リスクに応じた強度の治療
を行うことで、治療成績の向上が得られてき
た。 
小児急性白血病における予後予測因子とし
て現在最も注目を集めているのは、治療開始
後の寛解期検体に残存するわずかな白血病
細胞（＝微小残存病変、Minimal Residual 
Disease: MRD）の測定である。MRD 測定は
より詳細に治療反応性を評価しうる尺度で
あり、治療経過中の MRD の多寡が再発リス
クと極めて強く相関することが報告され、現
行の小児白血病を対象とした臨床試験では、
MRD 測定の結果を層別化因子として用いて
いる。 
 
２．研究の目的 
MRD の測定には「高い検出力」と「正確な
定量性」が必須であり、主に定量 PCR やフ
ローサイトメトリーなどの技術を用いて検
出が行われている。一方で、次世代シークエ
ンサー（大量並列型シークエンサー）は投入
された DNA 断片を数千万回にわたり配列決
定を行うことができるゲノム解析機器であ
る。この次世代シークエンサーなどの高深度
なゲノム解析機器を用いることにより、さら
に鋭敏な感度をもってごく微量な残存病変
（micro residual disease: miRD）測定が可
能と考えられる。 
そこで本研究では、正確な定量性を保ったま
ま、より鋭敏な感度で白血病細胞の残存を測
定する方法として、次世代シークエンサーな
どの解析技術を応用し、極めて深い読み取り
回数（depth）で腫瘍細胞特異的な変異（腫
瘍細胞の指紋：finger print）を標的として
より微小な残存病変を検出する「深々度シー
クエンスによる miRD 検出技術」の確立を試
みる。 
 
３．研究の方法 
(1) 希釈系列による検出感度の評価 
まず腫瘍細胞に特異的な変異を、全エクソン
解析で検出し、腫瘍細胞に特異的な変異の組
み合わせを「腫瘍細胞の指紋(finger print)」
として用いて、白血病細胞と正常細胞とを区
別する。 
検出感度の評価のために、異なる 2種類の末
梢血リンパ球由来のEBV不死化細胞株の一塩
基多型（SNP）を全ゲノム領域にわたってタ
イピングし、互いに異なるホモ多型の SNP を
仮想的な変異と想定する。2 種類の細胞由来
の DNA を混合して希釈系列を作り、仮想変異
を標的として MRD 測定を行う。 
 
(2) 白血病患者の動的な病態評価 
変異を標的として、白血病患者の治療中の時
系列に従って採取された骨髄血を用いて
miRD 測定を行い、腫瘍細胞の動的な変化を把

握する。 
 
(3) ddPCR を用いた miRD 検出 
より高いスループットの検出系とするため
に、droplet digital PCR を用い、同様に腫
瘍細胞に特異的な変異を標的として検出を
試みる。上記(1)の希釈系列を用いて感度の
検証を行って定量性を確認したうえで、臨床
検体の時系列の検体を用いて解析を行う。 
 
４．研究成果 
(1) 希釈系列による検出感度の評価 
匿名化した異なる2人の末梢血から樹立した
EBV 不死化リンパ球から DNA を抽出し、
Affymetrix GeneChip を用いて全ゲノム領域
の SNP をタイピングし、その中からランダム
に 8 か所の「互いに異なるホモ SNP」を抽出
した。DNA を混合して希釈系列を 10-7まで作
成し、次世代シークエンサーを用いて、高深
度で読み取りを行った。結果、平均 Depth 50
万と極めて深い深度での読み取りが行われ、
ホモSNP個所を標的として希釈系列のサンプ
ルで腫瘍細胞の定量を行ったところ、図 1に
示すように、10-3～10-4までは精度高く検出が
可能であった。 

 （図 1 希釈系列での検出感度確認） 
 
しかし、10-5 を超えると検出が困難となるこ
とが示された。次世代シークエンサーの読み
取り過程でのエラーが原因と考えられ、
duplicate read のみを対象とする、投入前の
増幅回数を減らす、などの修正でより高解像
度に腫瘍細胞が検出可能であることが推測
された。 
 
(2) 白血病患者の動的な病態評価 
10-3～10-4 の精度で腫瘍細胞が検出可能であ
ることが確認されたため、実際の臨床検体を
用いて解析を行った。従来用いられている
Ig/TCR などを標的とした MRD 測定と異なり、
腫瘍細胞のクローン構造を区別しつつ残存
病変を検出することができるため、その点に
を応用するため、急性リンパ性白血病（ALL）
患者で、治療中にランゲルハンス組織球症
（LCH）を発症した患者を対象として解析を
行った。 
この検討で確認された ALLと LCH の動的な病
態の経過を図 2に示す。miRD を用い、ALL 細
胞と LCH細胞を区別して検出することで、LCH
発症時にみられる細胞が、治療による二次的
な発症したのではなく、ALL 診断時からすで
にごくわずかに存在することが分かった



（Kato M et al. Br J Haematol 2015）。 
 

 （図 2 ALL と LCH の動的変化） 
 
(3) ddPCR を用いた miRD 検出 
次世代シークエンサーによる miRD 検出が可
能であり、病態の把握にも有用であることが
示されたが、時間や費用の点でより高い効率
での解析系を確立することを目指し、
droplet digital PCR (ddPCR)を用いて miRD
検出系を評価した。 
同様に、希釈系列を用いた検出結果を図 3に
示す。変異の検出には TaqMan probe を用い、
仮想腫瘍細胞と仮想正常細胞を区別して検
出をし、腫瘍細胞割合を算出した。 

 （図 3 ddPCR による miRD 検出） 
 
ddPCR では、～2 万個の droplet から変異を
抽出するために、理論的な最高感度は 5×10-5

であるが、ほぼそれと等しい 10-4の割合は正
確に検出可能であった。 
ddPCR は測定開始から 1 日で結果が得られ、
臨床に応用するにはより実行可能性が高い
と考えられた。 
ddPCR での検出が可能であることを踏まえ、
急性骨髄性白血病の症例の治療の経過にお
ける miRD の検出を行った結果を図 4に示す。 

 （図 4 急性骨髄性白血病患者の miRD） 
 
診断時は腫瘍細胞をほぼ 100%として検出し
ている一方で、寛解導入終了後は miRD 検出
でも陰性化していることを確認できた。 
急性骨髄性白血病では、従来の Ig/TCR を標

的としたPCR-MRDでは検出が困難であるため、
ddPCRを用いたmiRD測定は層別化に有用であ
る可能性が想定される。急性骨髄性白血病の
症例で miRD を測定し、陽性群の予後が不良
であるかどうかについて、さらに多数の症例
で検討を進めていくことが必要である。 
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