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研究成果の概要（和文）：本研究では白血病細胞の放射線、化学療法によるDNA損傷に起因するゲノム構造の変
化について、次世代シークエンス技術を用いて網羅的に解析することを目標とした。体細胞性変異としてのゲノ
ム損傷修復の蓄積は、癌抑制遺伝子の発現喪失などを通して発癌や治療抵抗性の獲得に直接関わっている可能性
がある。細胞株を用いたCRISPRによる部位特異的なDNA切断では、DNA二重鎖切断部位が様々な長さの欠失あるい
は配列挿入で修復されることを確認した。2種類のヒト白血病細胞株とその派生細胞株で全ゲノムシークエンス
を行なった。腫瘍特異的な挿入欠失を含むリードを抽出する方法を検討し解析を進めている。

研究成果の概要（英文）：This project aim to analyze the change of genome structure of acute leukemia
 due to DNA damage induced by irradiation or chemotherapy using next generation sequencing. 
Accumulation of somatic mutations due to DNA repair might contribute leukemogenesis or acquired 
resistance to chemotherapy through loss of expression of tumor suppressor. We confirmed that 
artificially induced site specific DNA double strand break were repaired by various length of 
deletion or templated sequence insertion. We analyze 2 sets of human leukemic cell lines and its 
daughter clone by whole genome sequencing. We examined several methodology to elute meaningful 
sequence reads which contained tumor specific somatic indels.

研究分野： 造血器腫瘍

キーワード： ゲノム損傷

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
腫瘍細胞ではゲノム損傷修復機能が活性化しており、放射線や化学療法で治療しても、DNAのダメージを乗り越
えて生き残る細胞が再発をきたすと考えられる。一塩基置換による遺伝子機能の活性化とは別に、放射線や化学
療法によるDNA切断部位は欠失挿入による傷をゲノム上に残して修復される。正常細胞と比べて、腫瘍細胞のゲ
ノム構造がどれほど傷ついた状態であるかを数値化することができれば、その値は治療反応性や予後と相関する
可能性がある。このコンセプトを確かめるためには、現在の次世代シークエンスよりも、より長い塩基数をより
正確に安価に読み取る技術と専用の解析アルゴリズムの開発が必要であることも明らかとなった。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 臨床的には初発白血病クローンと再発白血病クローンは治療反応性、予後の面で明らか
に異なる。しかし、その細胞生物学的な違いがどこから来るかについては明らかにされて
いない。近年、次世代シークエンス技術の発展により、主に全エクソンシークエンスによ
って白血病における、recurrent な遺伝子変異が多数明らかにされて来た。これらは主に遺
伝子エクソン領域の一塩基置換（SNV）によって遺伝産物の機能変化を伴う変異である。
これらの SNV の組み合わせによって、白血病クローン間の系統樹が作成可能であるが、SNV
の組み合わせによるクローンの分類では、初発白血病クローンと再発クローン、De Novo
白血病と二次性白血病や骨髄異形成症候群から移行した白血病を見分ける事はできない。 
放射線や化学療法は、その直接作用および間接作用で DNA を切断することが知られてい
る。本研究では、度重なる DNA 損傷とミス修復が蓄積し、それを生き抜いた細胞が再発
難治性白血病としてクローン増殖すると仮定し、DNA 損傷部位数を定量化することで、
初発白血病と再発難治性白血病のゲノム構造の違いから、両者の細胞生物学的、臨床的違
いを見いだすことを目標とした。 
 現在の次世代シークエンス技術は短いリード（150-300bp）を大量並列で読み、コンピ
ューターでアッセンブル、リファレンス配列へのアライメントを行うことでゲノム配列を
解析する。この方法では SNP や 50bp 未満の短い欠失挿入（Indel）については信頼性高く
検出することが可能であり、腫瘍ゲノムにおいても解析が進んでいるが、50bp 以上の長
い Indel や、構造変異（SV）については信頼性、検出率が低く解析が進んでいない。特に
リファレンス配列へのアライメントでは、アライメントされないリードは排除されるため、
リファレンス配列にない腫瘍特異的体細胞変異としての構造変異を検出するには新たな解
析アルゴリズムが必要となる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では白血病細胞の放射線、化学療法による DNA 損傷に起因するゲノム構造の変
化について、次世代シークエンス技術を用いて網羅的に解析する。体細胞性変異としての
ゲノム損傷修復の蓄積は、癌抑制遺伝子の発現喪失などを通して発癌や治療抵抗性の獲得
に直接関わっている可能性がある。初発クローンと再発クローンでのゲノム構造の違いを
明らかにし、ゲノム上に放射線あるいは化学療法薬剤に対する感受性部位が存在するかど
うかを検討する。正常細胞と比べて、腫瘍細胞のゲノム構造がどれほど傷ついた状態であるか
を数値化することができれば、その値は治療反応性や予後と相関する可能性があるとともに、
二次性白血病診断の客観的指標となる可能性がある。 
 
３．研究の方法 
細胞内での DNA 二重鎖切断修復の網羅的解析 
 ゲノム編集技術である CRISPR を用い、特定部位(RUNX1, Flt3)に導入した DNA 二重
鎖切断(DNA-DSB)がどのように修復されるかを確認する。CRISPR の発現後に bulk の細
胞を回収し、ゲノム検体を精製し、切断部位を挟むプライマーにより増幅した PCR 産物
をディープシークエンスすることで、１カ所の DNA-DSB がどのように修復されるかを検
討した。 
 
細胞株と派生クローンを用いた解析 
 ヒト白血病細胞株を Etopocide、放射線で処理した上で、限界希釈により細胞を撒き、
これらの処置を生き延びた細胞を１細胞由来のクローンとして樹立した。得られた娘細胞
株の全ゲノムシークエンスデータを親細胞株と比較する事で、処置によって新たに生じた
DNA 損傷修復部位を網羅的定量的に検出する。 
 
 
４．研究成果 
細胞内での DNA 二重鎖切断修復の網羅的解析 
 細胞株を用いた CRISPR による部位特異的な DNA 切断では、DNA 二重鎖切断部位が様々な長さ
の欠失あるいは配列挿入で修復されることを確認した。多くは短い(<50bp)Indel で修復される
が、稀に長い（>50bp）欠失や離れた染色体部位の配列挿入が起きることが明らかとなった。興
味深いことに Flt3 に導入した DNA 切断は、その一部が内部配列反復(Internal tandem 
duplication, ITD)によって修復されたが、RUNX1 での切断では ITD は観察されなかった。急性
骨髄性白血病における予後不良因子である Flt3-ITD が、同部位のゲノム切断をきっかけとして
発生していることを示唆する所見と考えられた。 
 

細胞株と派生クローンを用いた解析 
 抗がん剤や放射線照射によるゲノム損傷を網羅的に解析するため、ヒト白血病細胞株を
Etopocide、放射線照射で処理した上で、限界希釈により細胞を撒き、これらの処置を生
き延びた娘細胞を１細胞由来のクローンとして樹立し、親株とともに全ゲノムシークエン



ス(WGS)を行った。当初構造変異(SV)データに着目して、娘細胞特異的な変異を解析下が、
構造変異の長い配列(数 100bp)の相同性は、わずかな塩基置換でも、異なるものとして解
析されるため、ほとんどの構造変異が親株と娘株で一致しなかった。テロメラーゼによる
ゲノム修復が(TTAGGG)n の挿入配列で起きることに注目し、WGS データから(TTAGGG)
の繰り返し配列を含むリードを抽出することで、大幅に扱うデータサイズを縮小した。リ
ファレンスゲノムにはない(TTAGGG)n 配列挿入は、腫瘍の体細胞変異である可能性があ
り、その定量値はゲノム損傷修復を繰り返した後の再発難治性白血病で高い可能性がある。
各シークエンスリードをアライメントし、リファレンスゲノムにはない(TTAGGG)n 挿入
リードを抽出するための方法論を検討している。 
 
 次世代シークエンス技術による全ゲノムシークエンスが可能となったが、1 サンプルあ
たりのシークエンス費用が高額であり、多くのサンプルを解析することはできなかった。
経年によるコスト減を期待したが、本邦においては本研究期間のシークエンスコストが期
待したほど下がらなかった。また解析費用がシークエンス以上に高額であった。このコン
セプトを確かめるためには、現在の次世代シークエンスよりも、より長い塩基数をより正確に
安価に読み取る技術と専用の解析アルゴリズムの開発が必要であることも明らかとなった。 
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