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研究成果の概要（和文）：血液塗抹標本より血球形態に基づいて白血病細胞を純化する新しい手法を確立した
(Int J Hematol. 2017;106(1):55-59.)。また小児急性骨髄性白血病(AML)の低リスク群において、CXCR4遺伝子
高発現が予後不良因子となることを明らかにした(Pediatr Blood Cancer. 2016;63(8):1394-9.)。さらに小児・
成人MLL再構成AMLにおいて、新規CCND3遺伝子変異を同定し、CDK4/6阻害が有望な治療法となること、共存変異
の存在が予後不良因子となることを明らかにした(Blood Adv. 2018;2(21):2879-2889.)。

研究成果の概要（英文）：A novel method to purify leukemic cells from blood smears based on the blood
 cell morphology was established (Int J Hematol. 2017;106(1):55-59.). CXCR4 overexpression was 
identified as a poor prognostic factor in pediatric acute myeloid leukemia (AML) with low risk 
(Pediatr Blood Cancer. 2016;63(8):1394-9.). In both pediatric and adult MLL-rearranged AML, novel 
CCND3 mutations were identified and CDK4/6 inhibition was shown as a promising therapeutic strategy.
 Moreover, the presence of coexisting mutations was a poor prognostic factor in MLL-rearranged AML 
(Blood Adv. 2018;2(21):2879-2889.).

研究分野：血液腫瘍学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
急性骨髄性白血病(AML)の予後は、遺伝子・染色体異常等に基づく治療層別化により改善してきた。しかし、依
然として難治・再発例がみられ、それらの予後は不良であるため、さらなる治療層別化につながる新規予後因子
の同定が必要である。本研究により新規予後因子・治療ターゲットが同定され、さらに、より正確な予後因子解
析を可能とする手法が開発されたことで、今後AML患者の治療成績向上に寄与すると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
小児急性骨髄性白血病(AML)の予後は、遺伝子染色体異常等に基づく治療層別化により改善し
てきた。しかし、依然として低リスク群・標準リスク群であっても難治・再発例がみられ、そ
れらの予後は不良である。よって、さらなる治療層別化につながる新規予後因子の同定が急務
である。 
研究代表者はこれまでに、全国のほとんどの小児がん治療施設が参加する日本小児白血病リ
ンパ腫研究グループ(JPLSG)、現日本小児がん研究グループ(JCCG)の AML-05 臨床試験で収集さ
れた患者検体を用いて、小児 AML の予後因子を複数同定してきた。しかし、患者検体は骨髄液
から抽出された核酸(DNA、RNA)であり、患者骨髄液中の白血病細胞(芽球)割合が低い症例では
正常細胞の混入により遺伝子異常の検出感度が低いという問題があった。研究代表者が行った
過去の研究でも予後不良への関与が疑われたものの、有意差がみられなかった遺伝子異常が存
在した。世界的にみても白血病細胞割合に着目し正確な予後因子解析を行う試みは技術的制約
により行われてこなかった。 
 
２．研究の目的 
(1) 血液塗抹標本から白血病細胞を純化し、遺伝子解析する手法を確立する。 
(2) (1)で確立した手法を併用し、AML の新規予後因子の同定を行う。 
(3) AML の網羅的遺伝子解析による新規遺伝子変異の同定、および治療法開発を行う。 
 
３．研究の方法 
細胞株 
 KPAM1：ダウン症合併 AML(AML-DS)患者よりにて京都大学小児科で樹立された細胞株である。
37℃、CO2濃度 5%の環境下において、熱不活性化した 10%ウシ胎児血清、ペニシリン/ストレプ
トマイシン、50 ng/mLのstem cell factor(SCF)を添加した RPMI 1640培地にて培養した。KO52、
ML-2、MV4-11、MOLM-13、THP-1、NOMO-1：KPAM1 の培養条件から SCF を除いた条件で培養した。 
 
臨床検体 
 白血病細胞純化システム確立のための臨床検体は、 JCCG の TAM-10 臨床試験に登録された一
過性骨髄異常増殖症(TAM)患者の末梢血を用いた。予後因子解析用の臨床検体は、JCCG の AML-05
臨床試験に登録された初発 AML 検体(DNA、RNA)を用いた。AML-R13、AML-R15 臨床試験登録症例
については患者骨髄液もしくは末梢血を用いた。いずれも JCCG および京都大学医の倫理委員会
の承認を得ている。 
 
標本作成と芽球の採取 
 まず末梢血および骨髄液採取時にフィルム付きスライドガラスに塗抹し、室温で乾燥させた。
続いてメイ・グリュンワルド染色を行った。標本を作成した後、レーザーマイクロダイセクシ
ョン(LMD)にて芽球のみを採取した。 
 
GATA1 遺伝子変異解析 
 DNA は QIAamp DNA micro kit を用いて行った。続いて GATA1 遺伝子の exon2 を標的とする
nested PCR を行った。PCR 産物を用いてアガロースゲル電気泳動を行い、QIAquick PCR 精製キ
ットを用いて精製した。精製した PCR 増幅断片の配列は、ABI Prism 310 Genetic Analyzer を
用いて direct sequence により調べた。 
 
CXCR4・G-CSFR isoform IV 発現量解析 
 患者の骨髄液・末梢血をスライドガラスに塗抹し、LMD で採取した芽球から RNeasy micro kit
を用いて RNA を抽出し逆転写、リアルタイム PCR を行った。内在コントロールとして Abelson
を用いた。 
 
次世代シークエンス解析 
 全エクソンシークエンスは SureSelect Human ALL Exon V5・V5 Inc RNA 5 kit (Agilent 
Technologies, Santa Clara, CA)を用いてサンプルを調整し、HiSeq 2000/2500 sequencing 
system (Illumina, San Diego, CA)でシークエンスを行った。ターゲットシークエンスは
SureSelect custom kit (Agilent Technologies)を用いて、計 338 の遺伝子を対象に行った。
詳細なプロトコルは〔雑誌論文〕#1 に記載。 
 
細胞周期解析 
 細胞に DMSO(コントロール)、Palbociclib (500nM)、Abemaciclib (500nM)を加えて 24 時間
培養し、Propidium iodide (PI)で染色し、FACS Canto II (BD Biosciences, San Jose, CA)
で測定を行った。 
 
 
 



 
４．研究成果 
(1) 白血病細胞純化システムの確立 

① 細胞株による確認実験 
 研究の概略を図 1 に示す。LMD で採取した
血液細胞を用いて遺伝子解析可能か検討す
るため、急性巨核芽球性白血病細胞株である
KPAM1 を用いて、AML-DS の芽球に特徴的な
GATA1 遺伝子変異が検出可能か解析した。
KPAM1 と、急性骨髄芽球性白血病細胞株であ
る KO52 を 1:9 の割合で混合して擬似的に目
的の細胞が 10%の状態を作り出し、標本作成
を行った(図 2A)。形態学的特徴により KPAM1
のみ約 100 細胞 LMD で採取し、抽出した
genomic DNA を用いて GATA1 変異が検出可能
か direct sequence にて解析した。その結果、 
Wild Type と比較して、2塩基（AG）の           図 1：白血病細胞純化システム 
deletion に伴う flame shift 変異が検出され 
た(図 2B)。 
 
② 臨床検体を用いた確認実験 
次に、ダウン症患者が AML-DS を発症する過程でみられる TAM 患者末梢血を用いて、芽球の
みを抽出することで GATA1 変異が高感度に検出可能か解析した。本症例は、検体採取時は白血
球数 24500、blast20%であった。標本作成後、図中の矢印のような形態を持つ芽球を LMD にて
約 100 細胞採取し(図 2C)、GATA1 変異解析を行った。その結果、duplication に伴う flame shift
変異が検出された(図 2D)。また正常シグナルはほとんど見られなかった。 

 
図 2：実験結果 
A：細胞株塗抹標本の
鏡検像 
(矢印：KPAM1 細胞) 
B：LMD で採取した
KPAM1 細 胞 からの
GATA1 変異解析結果 
C：TAM 患者末梢血塗
抹標本の鏡検像 
(矢印：芽球) 
D：LMD で採取した芽
球からの GATA1 変異
解析結果 
 
 
 

③ AML 検体塗抹標本からの G-CSFR isoformⅣ遺伝子発現量解析 
 本システムを用いてG-CSFR isoformⅣ発
現量が測定可能か解析した。京都大学医学
部附属病院の 3 名の AML 患者(同意書取得
済)より採取された骨髄液をスライドガラ
スに塗抹し、LMD にて約 100 細胞採取し、
抽出した RNA を用いて逆転写、リアルタイ
ム PCRを行った。その結果、表 1のように、
blastの割合が7%である低形成マルクの症
例を含めて3例ともに発現量が測定可能で
あった。よって、芽球の割合の低い患者検
体でも高純度の芽球を抽出し、予後因子解
析が可能であることが示唆された。 
                     表 1：G-CSFR isoformⅣ遺伝子発現量解析結果 
(2) AML の新規予後因子の同定 

 成人 AML において CXC chemokine receptor 4 (CXCR4)の高発現は予後不良と相関することが
示されているが、小児での解析は行われていなかった。そこで、AML-05 臨床試験に登録された
248 例の小児 AML 患者の RNA を用いて、CXCR4 遺伝子発現量を測定し予後と比較した。 

 
G-CSFR 

isoformⅣ発現量 

過去に測定された AML-05

臨床試験登録症例の結果 

1.10(中央値) 

1.83(平均値) 

Patient #1（blast 74%） 0.52 

Patient #2（blast 90%） 1.42 

Patient #3（blast 7%） 8.79 



コホート全体では、CXCR4 遺伝子高発現群(n=81)
は低発現群(n=167)と比較して 3 年全生存率に有意
な差は認めなかった(69.4% vs. 75.2%, P = 0.44)。
一方で、リスク別に予後を比較したところ、低リス
ク(LR)群において、CXCR4 遺伝子高発現群(n=30)は
低発現群(n=63)と比較して 3 年全生存率が有意に低
い結果となった(79.2% vs. 98.3%, P = 0.007)(図
3)。低リスク群における多変量解析では、CXCR4 遺
伝子高発現は独立した予後不良因子であることが明
らかになった(hazard ratio, 11.47; P = 0.01)。よ
って、小児 AML においても CXCR4 遺伝子高発現が予
後不良と関連することが考えられた。 
なお、AML-R13、AML-R15 臨床試験においては、白
血病細胞純化システムを用いた G-CSFR isoformⅣ遺
伝子発現量解析を順次行っている。患者の予後デー
タが揃った段階で、発現量と予後との関連を解析し、
成果をまとめる予定である。 
                               

図 3：CXCR4 遺伝子発現量と予後との関連 
 

(3) AML の新規遺伝子変異同定および治療法開発 

 MLL 再構成 AML は小児（特に乳児）に高頻度にみられるが、詳しい遺伝子異常は不明である。
また、これまで AML において報告されてきた遺伝子異常のほとんどは、現時点で治療標的にな
らないという問題もある。そこで、MLL 再構成 AML において新規遺伝子異常および治療標的を
明らかにするために、以下の実験を行った。 
まず JCCG AML 委員会による臨床試験 AML-05 に登録された小児 MLL 再構成 AML 症例の余剰検
体を用いて、次世代シークエンサーを用いた網羅的な遺伝子解析（全エクソンシークエンス 9
例、ターゲットシーケンス 56 例）を行った。その結果、5/56 例(8.9%)において CCND3 遺伝子
変異を同定し、さらに成人 MLL 再構成 AML の追加解析でも 2/61 例(3.3%)に CCND3 遺伝子変異が
みられた（図 4）。CCND3 遺伝子は cyclin D3 タンパク質をコードしており、CDK4/6 と複合体を
形成することで細胞周期（G1 期→S期）を正に制御している。今回同定した全ての CCND3 遺伝
子変異は、PEST ドメインという、タンパク質の分解に関わる領域に局在していたことから、PEST
ドメインの変異により cyclin D3 タンパク質が安定化し、MLL 再構成 AML 細胞の増殖を促進し
ていると考えられた。 
そこで、CDK4/6 が治療ターゲットとな
る可能性を考え、乳がんで近年臨床応用さ
れている CDK4/6 阻害剤のうち代表的な 2
種類(Palbociclib、Abemaciclib)を、CCND3
遺伝子変異を持つMLL再構成AML細胞株で
ある ML-2 に反応させたところ、細胞増殖
および細胞周期（G1期→S期）を著明に抑
制することが明らかになった(図 5)。また
CCND3 遺伝子変異を持たないが cyclin D3
タンパク質を高発現している MLL 再構成
AML 細胞株 4種類でも、CDK4/6 阻害剤添加
により同様の結果が得られた (data not 
shown)。よって、将来的に CDK4/6 阻害剤
がMLL再構成AML治療の有望な選択肢とな
り、CCND3 遺伝子変異・高発現が CDK4/6
阻害剤の有効性を予測できる指標となる
可能性があると考えられた。 
さらに、MLL 再構成 AML の中でも最も頻
度の高かった MLL-MLLT3(AF9)再構成症例
において、共存変異の有無が予後と相関
するかどうか検討した。共存変異を持つ
症例(n=16)は、持たない症例(n=9)と比較
して、無再発生存率・全生存率ともに有
意に低かった。よって、共存変異の存在
は MLL-MLLT3 再構成症例における予後不
良因子となると考えられた。詳細な結果
は〔雑誌論文〕#1に記載。 

図 4：小児/成人 AML における CCND3 遺伝子変異 

図 5：MLL 再構成 AML 細胞に対する 

CDK4/6 阻害剤の効果 
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