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研究成果の概要（和文）：（１）難治性腫瘍の新規予後因子の探索とそれを利用した新規検査法の開発　（２）
新規検査技術の開発（XenoGraft Banking, 多次元フローサイトメトリー法（FCM）、レーザーマイクロダイセク
ション法）を遂行した。（１）小児t(8;21)及びMLL-AMLにおける新規遺伝子変異とオートファジー阻害剤による
細胞死誘導増強効果を得た。（２）JCCG AML臨床試験（AML-D11）において、FCMによるMRD（微小残存病変）に
より、患者予後層別化が可能であることを示した。また、XenoGraft Bankingで得た小児白血病患者検体を用い
て、新規抗癌剤の治療効果を解析中である。

研究成果の概要（英文）：We carried out the following projects in order to establish new 
methodologies to detect new prognostic factors in childhood malignancies. (1) Establishment of new 
prognostic factors and new therapies for myeloid malignancies in children; we discovered new genetic
 mutations (CCND1, 2, 3) and new mechanism of cell death in t(8;21)AML and MLL-AML in children. (2) 
Establishment of new methodologies to detect and analyze malignant cells; we established the 
following three methodologies (minimal residual disease (MRD) by multi-color flow-cytometric 
analysis (FCM), XenoGraft Banking, lasermicrodisection). MRD detection in myeloid malignancies in 
down syndrome (JCCG AML clinical study; AML-D11) by FCM after initial chemotherapy are significant 
prognostic factor for predicting relapse (hazard ratio 10.58, p=0.02). We are also carrying out 
several projects for developing new drugs using refractory leukemic cells of children expanding by 
XenoGraft Banking system. 

研究分野： 病態検査学

キーワード： ゲノム　フローサイトメトリー法　レーザーマイクロダイセクション　癌遺伝子　予後因子
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研究成果の学術的意義や社会的意義
難治性腫瘍に対する新規診断法の開発は、新規治療法の開発に直結する重要な課題である。京都大学人間健康で
は、多くの臨床検査技師資格を有する教員、大学院生と共に、JCCG臨床試験の中央診断施設として、難治性白血
病の新規治療法の開発を行ってきた。すでに、多次元フローサイトメトリー法の開発、XenoGraft Bankingシス
テム、レーザーマイクロダイセクション法の開発に成功しているが、現在、AIを用いた微小残存病変同定可能な
機器の開発、ドットダイセクション法を用いた過去腫瘍検体からのゲノム解析を遂行中である。いずれも、難治
性腫瘍患者のゲノム診断、新規治療法の開発に直結する重要な研究テーマである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
本研究は、難治性小児がんである急性骨髄性白血病（AML）における新規の予後因子、再発マーカーを 

探索解明することを目的とする。現在、JCCG（日本小児がん研究グループ）血液腫瘍分科会（旧 JPLSG）登録症

例すべてを網羅する前方視的研究（JCCG 理事長；足立壮一）により寛解期検体を日本医療研究開発機構研究費

ゲノム医療実現推進プラットフォーム事業により、バイオバンクジャパン（以後 BBJ）に移管し、解析中であり、

臨床検体と臨床経過記録を効果的に活用し、治療による有害事象毎の全ゲノム解析を行う。また、JCCG AML 

委員会として、次世代シークエンサーを活用したがんゲノミクスで挑む次世代先端がん研究を行っている。 

 
２．研究の目的 
『難治性造血器悪性腫瘍・固形腫瘍における新規共通増殖機構の解明とそれをターゲットとした新規検査 

法の開発』を深化・実用化するために(1)～(2)を通じた研究・開発を行う。 

(1) 難治性腫瘍の新規予後因子の探索とそれを利用した新規検査法の開発 
A: 急性骨髄性白血病の新規予後因子探索 B: 難治性腫瘍予後不良因子をターゲットとした新規遺伝

子スイッチ法の開発  

(2) 新規検査技術の開発 A: Xeno-Graft Banking 新規マウス生体内ヒト腫瘍細胞増幅技術  
B: フローサイトメーター(FCM)による白血病微小残存病変(MRD)の検出（国際プロジェクト JCCG 

AML FCM-MRD）C: レーザーマイクロダイセクション法の開発 

 
３． 研究の方法 
(1) 難治性腫瘍の新規予後因子の探索とそれを利用した新規検査法の開発 

A: 急性骨髄性白血病の新規予後因子探索 

白血病検体：初発時・寛解時・再発時検体がある 25 症例：体細胞変異を明らかとする。変異部位を含む領

域の超深度シークエンスによるアレル頻度解析を初発時・寛解時・再発時検体について行い、再発に至る

経時的な変化を詳細に解析する。 

B: 難治性腫瘍予後不良因子をターゲットとした新規遺伝子スイッチ法の開発 

FLT3 や Bcr/Abl 等に特異的に結合する PI-ポリアミドを開発合成し、FLT3-ITD 陽性白血病株（MV4-11、

MOLM13 など）や Ph 陽性急性リンパ性白血病や慢性骨髄性白血病細胞株への投与実験及び、NOG マウ

ス（重度免疫抑制マウス）へのヒト難治性白血病 Xenograft モデル(移植モデル)での副作用検証、腫瘍抑

制効果を検証する。 

(2) 新規検査技術の開発 

A: Xeno-Graft Banking 新規マウス生体内ヒト腫瘍細胞増幅技術 

小児再発 ALL（Ph+ALL 含む）患者検体を NOG マウスに生着させ、ゲノム発現解析や多次元フローサイ

トメトリー法を用いた抗原解析を行うが、これらの患者検体に対して、dasatinib 等の TKI や ponatinib, 

RUNX1 阻害剤を投与して in vivo における細胞死の機序を検討する。 

B: フローサイトメーターによる白血病微小残存病変の検出 

JPLSG AML12 第 3 相臨床試験、AML-D11 における FCM MRD 解析を継続し、新たに開始される 

JCCG初の造血細胞移植試験(AML-SCT15)登録例の移植前のFCM MRD、 ML-DS臨床試験（AML-D16）

の FCM MRD 解析を開始する。FCM MRD 検出精度の向上に寄与するマーカー（CD56 等）や、ML-DS

初発時検体における白血病幹細胞マーカー（TIM-3 等）の推移も解析し、MRD マーカーとしての有用性

を検討する。 

C: レーザーマイクロダイセクション（LMD）法の開発 

急性骨髄性白血病や骨髄異形成症候群の患者骨髄液スメア標本から、白血病細胞のみを採取し、病態に関

連する特定の蛋白質をコードする mRNA の発現動態を、real-time PCR 法を用いてプロファイリング解



析する。 
 
４． 研究成果 

(1) 難治性腫瘍の新規予後因子の探索とそれを利用した新規検査法の開発 
A: 急性骨髄性白血病（AML）の新規予後因子探索 
JPLSG AML-05 登録検体及び 105 例の小児 t(8;21)AML 症例、30 例の成人例 MLL 転座型 AML につ

いて whole exome sequence 及び target sequence 解析を行い、115 個の遺伝子変異を同定した。変異

については、signaling pathway (60.7%)、epigenetic regulation(21.4%)、transcription factors (16.1%)、
cohesin complex (8.9%)であった。MLL 転座型 AML の新規遺伝子変異として CCND3 変異（小児 5
例、成人 2 例）を同定し、予後不良であることが判明した。MLL 転座型 AML 細胞株に、CDK4/6 阻

害剤（abemaciclib 及び palbociclib）を in vitro で投与したところ、G1 から S への細胞周期停止と細胞

増殖抑制効果が認められ、新たな治療法の可能性が示された。また、t(8;21)AML では、CCND3 変異

例はなく、CCND1 変異（1 例）、CCND2 変異（8 例）が小児例で認められた。（Blood Adv 2018 Nov 
13：2(21): 2879-89）t(8;21)細胞株を用いて、in vitro 及び in vivo における細胞死誘導機序を解析し、

CDK4/6 阻害剤による in vitro 及び in vivo における抗腫瘍効果を検討した。(日本血液学会報告済み、

論文投稿中) 
B: 難治性腫瘍予後不良因子をターゲットとした新規遺伝子スイッチ法の開発  
CML 細胞株 MLL-AML 細胞株を用い、PI-P ライブラリー（SAHA、Chb-conjugated） 
スクリーニングを施行し、IC50 が 1μM 以下の HITs を取得し、現在その Validation を施行中である。

野生型マウスを使用した HITs の簡易毒性をラボにて施行したところ、毒性が大きいものと、毒性が

比較的小さいものを同定した。HIT の Validation においては、該当する配列に相当する転写因子候補

を抽出し、検討中である。（上久保靖彦担当） 
(2) 新規検査技術の開発  

A: XenoGraft Banking 新規マウス生体内ヒト腫瘍細胞増幅技術；JCCG 再発 ALL 観察研究登録中の患
者検体及び京大小児科患者保存検体（AML 及び Ph1ALL）を NOG マウスを用いて増幅、保存中であ
り、上久保靖彦が開発した、 PI-P ライブラリーの治療効果を in vivo において検証中である。 
B: フローサイトメーター（FCM）による白血病微小残存病変（MRD）の検出 
ダウン症候群に合併した AML(ML-DS)及び de novo AML(初発 AML のうち、ML-DS と急性前骨髄

球性白血病（APL）を除いたもの)症例に対する臨床試験の中央診断施設として、三重大学と共に FCM
による MRD 解析を継続中である。ML-DS に対する臨床試験 AML-D11 登録症例 76 例中 65 例で

FCM による MRD 解析が可能であった。FCM MRD 陰性例の 3 年無病生存率（EFS）は 96.2％、3 年

全生存率（OS）は 95.0% と極めて予後良好であったが、FCM MRD 陽性例の 3 年 EFS は 60.0%、

3 年 OS は 80.0%であった。（図１）FCM MRD と EFS との hazard ratio は 10.58 (p=0.02)であり、

FCM MRD は再発の予測因子になることが判明した。（第 61 回アメリカ血液学会報告済み、論文投稿

中） 
 



 
(a) 3 年無病生存率 (b) 3 年全生存率  
黒点線；FCM MRD 陰性例 赤実線；FCM MRD 陽性例 

 
FCM による MRD 同定は、有用な検査法であるが、多くの抗体が必要で、高価な検査法であること、

白血病のクラスター解析には専門的な知識が必要であり、限られた施設でのみ検査可能である。我々

は、この問題を解決すべく、現在、AI を用いた白血病診断解析装置（Ghost Cytometer）を東京大学

と共同研究で開発中である。 
 C: レーザーマイクロダイセクション法の開発；JCCG 再発 AML 観察研究登録患者の再発時検体の

G-CSFR typeIV 発現量解析を中央診断施設として解析中である。レーザーマイクロダイセクション

は、特殊なフィルムを貼付したスライドグラスでないと、細胞を採取できないため、過去の血液塗抹

標本からは、細胞採取できない。現在、過去の血液塗抹標本から、白血病細胞を採取しゲノム解析が

可能なドットダイセクション法の開発を行っている。すでに、遺伝子変異が明らかになっている複数

の AML 細胞株を貼付した塗抹標本から採取した 1 個の細胞からの遺伝子変異解析を行うことに成功

している。また、12 年前に塗布された小児 AML 患者の血液塗抹標本からも、遺伝子変異解析に成功

している。今後、ドットダイセクション法を用いて、過去の JCCG AML 臨床試験登録症例の血液塗

抹標本からの細胞採取、バンキング、ゲノム解析を行う予定である。 
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