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研究成果の概要（和文）：アグレッシブNK細胞白血病（ANKL)は稀ではあるが東アジアに多く若年に発症する予
後不良の悪性血液腫瘍のひとつである。ANKLの診断はしばしば困難で治療法も確立しておらず、より適切な診
断・治療法の開発を目的にANKLの網羅的な遺伝子解析を行った。細胞内シグナル伝達経路のひとつである
JAK-STAT系分子の遺伝子異常をはじめ、複数の経路の異常を認めた。ANKLを含むNK細胞腫瘍株に対してJAK阻害
薬が細胞増殖抑制に有効であった。以上により、ANKLの遺伝子異常を明らかにして、NK細胞腫瘍の分子標的候補
を同定した。

研究成果の概要（英文）：Aggressive NK cell leukemia (ANKL) is a malignant hematological disease with
 poor prognosis which is rare but rather common in young Eastern Asian populations. Diagnostic and 
therapeutic strategies for ANKL have not been well defined.  To elucidate  pathogenesis of ANKL and 
develop novel molecular targets for ANKL, we performed whole-exome sequence analyses of ANKL cells 
from patients with ANKL. Genetic alterations of several signaling pathways including JAK-STAT  and 
RAS-MAPK, as well as DDX3X and epigenetic modifiers, were identified. Cell lines derived from NK 
cell malignancies were sensitive to JAK inhibitors, which further demonstrated the importance of 
JAK-STAT system in the pathogenesis of ANKL. These results provide further insights into molecular 
pathogenesis of ANKL and target candidates for therapies of NK cell malignancies.    

研究分野： 血液内科学

キーワード： JAK-STAT系　NK細胞腫瘍
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
  

(1) アグレッシブ NK 細胞白血病の特徴と
診療における課題 

アグレッシブ NK 細胞白血病(以下、ANKL)は
エプシュタイン バー(EB)ウイルスが関連す
る成熟 NK 細胞腫瘍のひとつで、若年者に急
激に発症し、低頻度の疾患であるが東アジア
に多く、多臓器不全や血球貪食症候群、播種
性血管内凝固症候群を高率に合併して死亡
する予後不良の疾患である。ANKL の診断・治
療上の課題として、受診時には腫瘍細胞量が
末梢血や骨髄で 20%以下と小量で診断までに
時間がかかり、臓器障害が進行した例が約
30%あること、腫瘍細胞形態が多彩で、三分
の一の例で腫瘍細胞が正常大顆粒リンパ球
(LGL)と形態が酷似するため形態診断が困難
であること、また、NK 細胞腫瘍には腫瘍細胞
特異的マーカーが存在しないこと、があり
ANKL の診断を困難にしている。また、日韓多
施設共同研究の結果、ANKL の治療法として
L-アスパラギナーゼを含む化学療法が有効
である可能性が判明したが、生存期間の延長
には必ずしもつながっておらず、ANKL に関し
て迅速で確実な診断法と同種造血幹細胞移
植に橋渡しができる有効でかつ有害事象が
少ない治療法の開発が望まれている。 
  

(2)NK 細胞腫瘍性疾患の遺伝子異常 
これまで、ANKL の病因に関連する遺伝子異
常は同定されていない。次世代シークエンシ
ング法を用いて緩徐型の慢性 NK 細胞リンパ
増殖異常症(CLPD-NK)の約 4 割に STAT3 遺伝
子活性化型変異(Koskela ら、NEJM,2012, 
Jerez ら, Blood,2012)および節外性 NK/T 細
胞リンパ腫、鼻型の 60%に JAK3 遺伝子変異
（Koo ら、Cancer Discovery 2012）が報告さ
れた。ANKL に関してこれまでアレイ CGH 法や
一部の遺伝子の直接シークエンス法で検討
された報告があるが、これらの遺伝子を含め
て詳細な解析はされておらず ANKL に特徴的
な遺伝子異常は明らかになっていない。 
 
以上より、ANKL 腫瘍細胞の網羅的遺伝子解
析による体細胞遺伝子変異を同定すること
は、ANKL の正確かつ迅速な診断法の確立や治
療法の適切な評価、新規治療薬開発のための
標的遺伝子候補同定の基礎情報を提供する
可能性がある。 
 
２．研究の目的 
 本研究では ANKL 症例を対象に、次世代シ
ークエンス法により網羅的遺伝子解析を行
い、ANKL の病因や病像進展に関与する遺伝
子異常を同定することを目的とする。遺伝子
異常像を明らかにすることで ANKL の適切
な診断や治療成績の向上に有用な情報とな
る。 
 
 

 
３．研究の方法 
  
(1) 症例 
WHO分類2008版の診断基準をみたすANKL症
例を対象とした。腫瘍細胞の表面形質が
CD2+CD3-56+の NK 細胞型で、骨髄または末梢
血を含む臓器浸潤があり、急速な臨床経過を
呈する例とした。研究計画は研究代表者施設
および関連施設の倫理委員会で審査され承
認を得た。検体はヘルシンキ宣言に従って同
意取得後に採取・保存された。 
 
(2) 全エクソン解析およびターゲットDNAシ

ークエンス解析 
末梢血または骨髄の単核球から腫瘍細胞が
90%以上の場合にはそのまま、それ以下の場
合にはCD3-56+の細胞分画をFACSAriaにより
腫瘍細胞として分取し、腫瘍細胞ゲノム DNA
として抽出した。非腫瘍ゲノム DNA は非造血
細胞組織ないしは NK 細胞陰性分画を単核球
から採取して DNA を抽出した。 
 エキソーム キャプチャーはNextra Rapid 
Capture Exome キットにて行った。腫瘍細胞
のみの検体では単核球ないしホルマリン固
定パラフィン包埋骨髄組織標本から腫瘍ゲ
ノム DNA を抽出し、Agilent Sure XT Clinical 
Research Exome キットにて行った。 
 ターゲット シークエンスは578腫瘍関連
遺伝子を搭載した SeqCap EZ Cancer Design
パネルを用いた。ライブラリのシークエンス
は Illumina Hiseq 2000 にて実施した。 
 
(3) 変異解析 
 BWA-MEM にてマッピング、Picard で重複リ
ードを除去した後、GATK IndelRealigner で
Indel の再アラインメント、塩基クオリティ
を再計算した。ヴァリアント コールは GATK 
Mutecht2 にて行い、その後フィルタリングし
た。カバレッジを計算すると、ANKL 腫瘍検体
およびコントロール検体でそれぞれ平均 48x、
72xであった。変異アノテーションはAnnovar 
toolにてRefGeneデータベースに対して行っ
た。 1％以上の多型ほかをフィルタリング、
タンパク機能に影響する変異を同定し、最終
的に Integrative Genomics Viewer にて生物
学的重要性を考慮して確認した。 
 
(4) コピー数変異解析 
リードを統合、トリムし、Burrows-Wheeler 
Aligner にてヒトゲノムにアラインメントし
た。フィルター後、FPKM コピー数値を計算し、
リファレンスで除して log2 コピー数比を求
めた。 
 
４．研究成果 
    
 (1) ANKL の体細胞変異スペクトラム             
 
 



 
      図. ANKL における遺伝子異常 
 
今回解析可能であった ANKL 症例は、腫瘍と
コントロールペア 4例、腫瘍細胞のみの検体
10 例であった。1 塩基変異パターンは C>T、
C>A、A>G 置換が多く他の腫瘍と同様であった。
3 塩基変異パターンではシグニチャー3 の頻
度が低かった。 
 

(2) ANKL の体細胞変異  
ANKL 腫瘍-コントロールペアにおける
synonymous 体 細 胞 変 異 数 中 央 値 は
105(43-190)であった。全 14 例で認められた
主たる変異としては STAT3(3 例、21%)があっ
た。STAT3 変異陽性例のうち２例は SH2 ドメ
インの活性化変異)であり、また、1例は JAK2
を含む 9p ゲインを認めた。タンパク質チロ
シンフォスファターゼ(PTP)の PTPRK、PTPN4、
PTPN23の変異も認められた(図)。以上はANKL
における JAK-STAT 系の異常を示唆する。 
さらに、RAS-MAPK 経路関連の変異が 3 例に
あり、RAS活性化型変異やBRAF変異であった。
エピゲノム制御関連やヒストン修飾遺伝子
の変異も7例に認められ、BCOR、KMD2(MLL2)、
SETD2、TET2 を含んでいた。RNA へリカーゼ
である DDX3X変異は 4例に陽性で２例で C末
ヘリカーゼドメインの点変異、１例フレーム
シフト変異、１例でインフレーム欠失であっ
た。   以上の遺伝子のうち、DDX3X、STAT3，
PTPRK、BCOR、KMT2D は NK/T 細胞リンパ腫で
比較的高頻度に認められる変異として、
SETD2 は腸管型 T 細胞リンパ腫の変異として

これまで報告されている。そのほか NK/T 細
胞リンパ腫関連の遺伝子として FASのノンセ
ンス変異、INPP5D変異も認められた。これら
の変異遺伝子のうち、DDX3X、STAT3、BCOR変
異は再現性がある機能に影響する変異であ
り、それぞれ NK 細胞に豊富に発現している
ので ANKL の病態に関連している可能性が高
いと考えられた。 
 

(3) EB ウイルス遺伝子との関連 
EB ウイルスゲノムにマップされる配列は全
例に陽性であった。しかしながら、EB ウイル
スゲノムと変異シグニチャーとの相関は明
らかでなかった。 
 

(4) NK 細胞腫瘍における遺伝子変異との
関係 

以上の結果は、ANKL における JAK-STAT 系の
変化を示しており、NK/T 細胞リンパ腫と類似
性を認めるものの、相違点もある。そのため、
既報告の NK/T 細胞リンパ腫、鼻型の網羅的
遺伝子解析の結果(Jiang ら、Nature Gent, 
2015)を再解析して比較検討した。25 例で
STAT3 変異 5 例、STAT3 を含む 17q21.2 コピ
ー数ゲイン 3 例、JAK2 変異または増幅 3 例、
新規の PTPRK 欠失 6例が同定された。これら
の変異はいずれも JAK-STAT 系の異常を来た
す可能性があり、ANKL と NK/T 細胞リンパ腫
に共通して JAK-STAT 系異常が病因および病
態に深く関与することが示唆された。 
 
（5）NK 細胞腫瘍細胞株と薬剤感受性 
JAK-STAT系を含む分子異常が成熟NK細胞腫
瘍に関係することを確認するため、NK 細胞腫
瘍細胞株を用いて検討した。ANKL 由来細胞株  
株とNK細胞リンパ腫および関連疾患細胞株9
株で JAK阻害薬を含む分子標的薬との反応を
調べた。NK 細胞腫瘍株は JAK 阻害薬の
ruxolitinib 添加により有意に増殖が抑制さ
れた。また、この抑制は ruxolitinib に BCL2
阻害薬 venotoclax または AURK 阻害薬
alisertib を併用することで増強した。JAK
阻害薬に対する反応は正常 NK 細胞でも認め
られた。 
 
以上、ANKL の網羅的遺伝子解析により
JAK-STAT 系シグナル伝達系分子を含む複数
の経路に関わる遺伝子異常を同定した。ANKL
の遺伝子変異像は NK/T 細胞リンパ腫の変異
像と共通する部分もあるものの、ANKL ではシ
グニチャーが異なり、TP53変異が少ない一方
RAS-MAPK 系遺伝子変異が多いといった異な
る点も認められ、NK 細胞腫瘍の不均一性を示
唆すると考えられた。NK/T 細胞リンパ腫と
ANKL の違い、特に ANKL は NK/T 細胞リンパ腫
の白血病型ではないか、との疑問に関しては



検討症例数の問題もあり、いまだ明確な答え
は得られておらず、今後の課題である。 
ANKL と NK/T 細胞リンパ腫に共通して
JAK-STAT 系の異常は認められ、分子標的薬と
しての JAK 阻害薬が成熟 NK 細胞腫瘍株に有
意に抑制的に働くことが確認された。JAK 阻
害薬を主体とした分子標的薬が ANKL を含む
NK 細胞腫瘍に対する新規治療法の候補とな
りうることを明らかにできた。 
また、ANKL の対照群として T 細胞 LGL 白血
病症例の解析を行った。その中で、6 例で
JAK-STAT 系シグナル伝達分子のひとつであ
る STAT5B に変異を認めた。変異部位は SH-2
ドメインとtransactivationドメインにあり
ホットスポット部位の N642H を含め、いずれ
も活性化型変異であった。6 例全例で
CD4+CD56+T 細胞受容体（TCR）αβ型 T 細胞
の免疫形質を示し、血球減少の合併はなく、
緩徐な経過を示した。STAT5B 変異陽性の T細
胞 LGL白血病は特徴的で新たな一亜群として
分類可能と考えられた。 
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