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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、DS-AMKLに進展するTAM患者を正確に同定する画期的な方法を開発
し、白血病予防法を開発するための基礎を築くことである。本研究により、以下の成果が得られた。全てのTAM
とDS-AMKLの患者はGATA1変異を有している。GATA1 変異を用いてTAM寛解期における微小残存病変の検出をする
ために、次世代シーケンサーを用いて0.02%の感度で変異の検出する方法を開発した。次に、40例のDS-AMKLとそ
の寛解期の細胞を用いて全エクソンシークエンスを行い、MRD解析のマーカーとなる新規原因遺伝子を数個見出
した。

研究成果の概要（英文）：The goal of this study is to develop an epoch-making method for 
identification of Down syndrome patients with transient abnormal myelopoiesis (TAM) who will 
subsequently develop acute megakaryoblastic leukemia (DS-AMKL) and establish the base for developing
 the prophylaxis for DS-AMKL. The results of this study are as follows. All patients with TAM and 
DS-AMKL have GATA1 mutations. To detect minimal residual diseases (MRD) of TAM, we developed highly 
sensitive methods to detect GATA1 mutations (sensitivity 0.02%) using target next-generation 
sequencing. We next performed whole exome sequencing of 40 sets of samples from DS-AMKL patients at 
diagnosis of AMKL and remission phases, and identified several novel mutational targets, which will 
be useful as MRD markers.

研究分野： 小児血液学
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１．研究開始当初の背景 
ダウン症 (21 トリソミー) は白血病のリ

スクが高く、5〜10%の新生児は TAM と呼ばれ
る前白血病を発症し、その 20%は生後４歳ま
でに真の白血病 (DS-AMKL) へ進展する。こ
れまでに、申請者らは、大部分の TAM と
DS-AMKL に赤血球・巨核球系転写因子 GATA1
の遺伝子変異が生じていることを見出した 
(Blood 2003)。さらに、最近我々は、GATA1
変異を持つ TAM 細胞にコヒーシン複合体
/CTCF、EZH2 などのエピゲノム制御因子、お
よびシグナル伝達系分子をコードする遺伝
子群に高頻度の変異が生じていることを発
見した (Nature Genetics 2013)。DS-AMKL を
発症する TAM 症例は、最初からコヒーシンな
どの遺伝子異常を持つマイナークローンが
存在するか、あるいは、TAM 細胞が長期間生
き残った場合に付加的な遺伝子変異を獲得
するかのいずれかの可能性が示唆される。し
かし、どの TAM の症例が DS-AMKL に進展する
かを正確に予測する方法はない。 
 DS-AMKL は、化学療法によく反応し、ダウ
ン症と関連のない急性骨髄性白血病に比べ
て治療成績も良好である。最近の報告では、
80%以上の５年無病生存率が得られている
（JCO 2007）。しかし、副作用の強い化学療
法を行うため、長期の入院が必要で患者と家
族の負担は大きい。また、再発例では造血幹
細胞移植を行っても救済されず、予後不良で
あることが問題になっている（Blood 2012）。
前白血病の段階であるTAMクローンを根絶す
ることができれば、DS-AMKL の発症を予防で
きると考えられる。しかし、TAM のほとんど
は自然寛解し、80%は無治療で治癒する。従
って、白血病発症の予防を目的とした治療法
の開発のためには、不必要な治療を避けるた
めに白血病に進展する症例を正確に同定す
ることが必要である。以上の学術的背景から、
本研究の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、DS-AMKL に進展する TAM

の患者を正確に同定する画期的な方法を開
発し、白血病予防法を開発するための基礎を
築くことである。具体的には以下の２点の目
的に焦点を絞って研究を行う。 
１）次世代シーケンサーを用いて、GATA1 変
異を指標にした微小残存病変（MRD）解析法
を開発し、多数の症例を解析する。GATA1 変
異は大変理想的な分子マーカーとなるが、極
めて変異が多様であるため、通常の定量的
PCR を用いた方法では MRD 解析は難しい。 
２）次世代シーケンサーでディープシーケン
スを行い、コヒーシン遺伝子など変異を持つ
マイナークローンを検索する。 
 

３．研究の方法 
本研究では、DS-AMKL に進展する TAM の患

者を正確に同定する画期的な方法を開発す
るために、以下の２点に焦点を絞って研究を
行う。 
１）GATA1 変異を用いた微小残存病変の検
出：寛解後の患者末梢血よりゲノム DNA を
抽出し、それを鋳型に GATA1 遺伝子 の一部
を増幅する。増幅産物のうち第二エクソン部
分を、次世代シーケンサーを用いて 100,000
以上のカバレッジで検索し 0.02%の感度で
変異の検出する方法を開発する。 
２）コヒーシンなどの DS-AMKL 関連遺伝子変
異の検出： DS-AMKL に進展した TAM の検体
および微小残存病変が検出されたサンプル
を用いて、DS-AMKL 関連遺伝子 (RAD21, 
STAG2, NIPBL, CTCF, JAK3, JAK2 など) の
ターゲットシーケンスを行い、DS-AMKL クロ
ーンの早期検出を試みる。 
我々が 10 年以上かけて収集した TAM およ

び DS-AMKL の世界有数の検体バンクを用い
て、GATA1変異を指標とした微小残存病変や
DS-AMKL 関連遺伝子の変異検出が DS-AMKL
に進展する TAM 症例を同定するのに有用か
どうかを検証する。 
 

４．研究成果 
ダウン症は白血病のリスクが高く、5～10％

の新生児はTAMと呼ばれる前白血病を発症し、
その 20％は生後４歳までに真の白血病
（DS-AMKL）へ進展する。最近我々は、GATA1
変異を持つ TAM 細胞にコヒーシン複合体／
CTCF、EZH2 などをコードする遺伝子群に高頻
度に変異が生じていることを発見した。本研
究の目的は、DS-AMKL に進展する TAM 患者を正
確に同定する画期的な方法を開発し、白血病
予防法を開発するための基礎を築くことであ
る。本研究により、以下の成果が得られた。
① GATA1 変異を用いた微小残存病変の検
出：寛解後の患者末梢血よりゲノム DNA を抽
出し、それを鋳型に GATA1 遺伝子 の一部を
増幅し、増幅産物のうち第二エクソン部分を、
次世代シーケンサーを用いて 100,000 以上の
カバレッジで検索し 0.02%の感度で変異の検
出する方法を開発した。さらに高感度なエラ
ーコレクテイド・シークエンス法を用いて、
10-4〜10-5の感度でMRDを検出できる方法の開
発を進めた。 
 JPLSG の TAM の 前 方 視 的 観 察 研 究 
(TAM-10)では、すでに 160 名以上の TAM 症
例を蓄積されている。表面マーカーによる
MRD を検索した残余検体を入手し、GATA1 
MRD の解析を試みた。しかし、残念ながら多
くの症例の診断後１ヶ月と３ヶ月の末梢血
は保存されていなかった。このため、今回



開発した方法が、使用可能かどうかを確認
するために、DS-AMKL の MRD 用検体について
次世代シーケンサーを用いて解析した。その
結果、多くの症例で 0.02%の感度で GATA1 変異
クローンを検出することが可能であることが
明らかになった。 
③コヒーシンなどの DS-AMKL 関連遺伝子変異
の検出： AMKL を発症する症例では、既に TAM
診断時検体に GATA1 以外の DS-AMKL 特異的遺
伝子変異を有するマイナークローンが存在す
る可能性がある。TAM 寛解後に DS-AMKL を発症
した８症例のAMKLを含む40例のAMKLとその
寛解期の細胞を用いて全エクソンシークエン
スを行い、MRD 解析のマーカーとなる新規原因
遺伝子を数個見出した。また、TAMからDS-AMKL
に進展した１症例の全ゲノムシーケンスを行
い、CTCF の欠失部位の塩基配列を確定した。
その情報をもとに、TAM 発症時の微少残存腫瘍
の存在を Droplet Digital PCR 法で解析し、
TAM の時期に既に CTCF 欠失陽性細胞が約 0.
１％存在していることが明らかになった。 
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