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研究成果の概要（和文）：小児の急性骨髄性性白血病(AML)のJPLSG AML-05登録症例 330例を用いてMLPA法、SNP
アレイおよび次世代シーケンサーを用いたトランスクリプトーム解析や全エクソン解析の検討と343遺伝子カス
タムパネルを用いたターゲットシーケンスを施行し、KIT-ITDや新規のITD、RAS経路遺伝子やKMT2C, PHF6, MGA,
 TET2等の遺伝子変異を同定し、これらと臨床像との相関を見出した。これらの遺伝子は治療の層別化と予後の
指標になり、治療成績の向上に貢献すると思われた。網羅的メチル化解析も開始し、新しい機序を見出し新規遺
伝子の更なる検討を行っている。

研究成果の概要（英文）：We analyzed 330 clinical samples of pediatric AML patients in the JPLSG 
AML-05 trial. Targeted sequencing by next-generation sequencer was performed in these patients, 
using a 343-gene custom panel. MLPA method, SNP array and RNA-Seq were performed for 40-100 
patients. Aberrations of RAS pathway genes, KMT2C, PHF6, MGA, TET2 genes, were identified. 
Association of the KIT-ITD and new several ITDs with clinical features was examined. We found 91 RAS
 pathway mutations as follows: PTPN11, 21; CBL, 8; NRAS, 49; KRAS, 13.  NRAS mutations were 
frequently observed and were mutually exclusive with FLT3-ITD. Interestingly,  all 3 patients with 
PTPN11 mutations lacking CBF-AML relapsed. Several genes were found to be associated with prognosis 
of pediatric AML, suggesting that pediatric AML will be stratified by these genetic results, and 
prognosis of the patients will be improved. Systemic methylation analysis will clarify a new 
mechanism of leukemogenesis.

研究分野： 小児血液腫瘍学

キーワード： 小児血液学　遺伝子　マイクロアレイ　プロテオソーム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
小児AMLのJPLSG AML-05登録症例に対し次世代シーケンサーを用いたRNA-Seq、全エクソン解析、343遺伝子カス
タムパネルを用いたターゲットシーケンスを施行し、遺伝子異常と臨床像との関係を検討した。新規遺伝子や予
後と相関する遺伝子を多数見出し、これらを用いて今後小児AMLを層別化して治療を行い、予後の改善に貢献す
るものと思われた。また成人との比較により、小児と成人のAMLの発生機序の相違や予後の相違について新たな
メカニズムを見出し、発がん機序の解明に役立つと思われた。さらにメチル化解析を行っており、新たなメチル
化の機序を見出し発癌と進展の解明に貢献すると思われた。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 
 小児急性骨髄性白血病(AML)は近年の集学的治療にもかかわらず依然として約 50％が再発、死亡
して予後不良な疾患である。また 近年の分子遺伝学の進歩により、小児白血病では、マイクロアレイ
による網羅的な遺伝子発現プロファイルの検索と SNP アレイを含む網羅的検索により細かい異常が同
定され、新規遺伝子異常が同定されるようになった。さらに、近年の次世代シーケンサーにより全エク
ソンの異常が短期間で同定されるようになった。 
 申請者らは SNP アレイを用いて神経芽腫においては ALK 遺伝子を（Nature, 2008）、リンパ腫では
A20 遺伝子を(Nature, 2009)、MDS/MPN では CBL 遺伝子を(Nature, 2009)みいだし、次世代シーケン
サーを用いてダウン症候群に発症する一過性骨髄増殖症(TAM)と急性巨核芽球性白血病(AMKL)で
はその移行に関与するコヒーシン、JAK3 などの複数の遺伝子をでみい出した (Nature Genet, 2013)。
また、横紋筋肉腫で全エクソン解析と網羅的メチル化解析で新規原因遺伝子をみい出し、これらによ
り病型分類と予後予測が可能であることをみい出した(Nature Commun, 2015)。また最近、T 細胞型リン
パ性白血病（T-ＡＬＬ）の網羅的メチル化解析を含む統合型遺伝子解析で、T-ALL を解析結果で分
類し、予後と相関することを見出している（Nature Genet 2019)。 
 AML では、これまでの全エクソン解析の我々の成果として、ASXL、NCOR 遺伝子やコヒーシン関連
遺伝子を抽出し、SETBP1 や SET 遺伝子、さらに MEL1 や EVI1 遺伝子の高発現やその経路の遺伝
子の異常が AML の予後に関与することをみい出しており、小児 AML の発症に関わる一群の分子の
同定と腫瘍化におけるそれらの機能的役割を解明した。これらの結果より、より効果的で副作用の少な
い次世代の分子標的療法を開発するための分子遺伝学的基盤が構築されることが期待される。 
これらをふまえて、今回の研究では小児 AML 90 例の次世代シーケンサーによるプロテオソーム解析
(RNA シーケンス) と網羅的メチル化解析を行い、小児 AML の未知の原因遺伝子をみいだし、Target
シーケンス解析による予後因子の検索と分子標的療法を開発するための分子遺伝学的基盤を構築す
る。 
 
２．研究の目的 
これまで次世代シーケンサーを用いて小児 AML の未知の遺伝子をみい出した。本申請ではさらにプ
ロテオソーム解析と網羅的メチル化解析により新規遺伝子をみい出し、これらを標的とした創薬開発の
ための分子基盤を構築する。更に研究成果を発展させることにより、難治性小児 AML の根治を目指し
た新規創薬の開発を目指す。 
 小児 AML の発症の分子基盤の解明については、これまでの我々の仕事は世界の最先端を走って
いると自負している。さらに小児 AML を特徴づける遺伝子変異の同定が待たれるところであるが、ヒト
ゲノムに関する膨大な情報基盤の整備が進み、またゲノム解析技術が格段の進歩をとげつつあるポス
トゲノムの今日にあって、最先端のゲノム解析技術とゲノム情報を駆使して小児 AML の網羅的な分子
レベルでの解明を試みる、このような研究こそまさに必要かつ推進すべき重要な研究である。小児
AML の発症に関わる一群の分子の同定と腫瘍化におけるそれらの機能的役割が解明され、より効果
的で副作用の少ない次世代の分子標的療法を開発するための分子遺伝学的基盤が構築されること
が期待される。 
具体的には日本小児白血病リンパ腫研究グループ(JPLSG)の AML-05 プロトコールに登録された
AML 380 例を用いて、平成 29 年度は 1）次世代シーケンサーによる NUP98-NSD1 の発現パターンと
同様の発現パターンを示す群と正常核型を示す 90 例のプロテオソ－ム解析 (RNA シーケンス) 
2)AML 90 例の網羅的メチル化解析 3)小児 AML 関連として抽出された 343 遺伝子の Target シーケ
ンスを中心に行う。近年全エクソンシーケンスでみい出された遺伝子が MLL 転座の相手遺伝子
CREBBP と P300 であったこと(Mullighan, Nature 471:235, 2011)より、AF4、AF6、AF5α、CREBBP、
P300、ABI1、AF5q31、AF10q22、SEPTIN6、TET1、TET2 等、polycomb 遺伝子およびメチル化関連遺
伝子(DNMT3A、TET2、ASXL1 等)(NEJM 2011)が重要と考えられ、これらを含む AML 関連 343 遺伝
子を標的として Target シーケンスを行う。さらに網羅的メチル化解析を行い疾患の特有の標的遺伝子
を同定し、次世代分子標的薬の創生のための小児 AML の分子基盤を構築する。 
 
３．研究の方法 
 
① ライブラリー調製 
 抽出されたDNAを全て超音波処理によって、約200bpの断片サイズに切断する（Covaris®）。その後
これまでに報告された方法によって DNA にアダプター付加を行い(Frampton GM ら、Nat. Biotechnol, 
2013)、hybridization は 5’末端ビオチン化 DNA ベイトを用いて行う。この DNA ベイトによって目標とす
る 343 の遺伝子を釣り上げ、次の target シーケンスのプロセスへ進む。 
 
② 次世代シーケンサーによる解析（Target シーケンス） 
 次世代シーケンサー（超大量並列シーケンサー）は近年開発された高速塩基配列決定技術で、一
回の解析により約 6000 億塩基（ヒトゲノムの 200 回分に相当）の塩基配列が解読でき、網羅的に遺伝
子変異解析を施行し、そのプロファイルを明らかにすることが可能である。また、同時にアレル頻度を



測定することで、白血病細胞の成因（進化の過程、クローナリティの評価）について分子遺伝学的な検
討をあわせて行うことが可能である。Target シーケンスは十分な施行実績があるため、その実施は支
障がないと考えられる。ライブラリー調製後のサンプルに対しイルミナ社の Hiseq 2000® を用いて
100-bp pair readsのスタンダードプロトコールを用いてdeep シーケンスを行う。ValidationはSanger シ
ーケンス法で行った。 
 
③Ilumina 社の Infinium® HumanMethylation 450 BeadChip allay を用いたメチル化の網羅的解析 
小児 AML 90 例を用いて Ilumina 社の Infinium® HumanMethylation 450 BeadChip allay 解析を行う。
これは SNP アレー技術を応用し１検体あたり 485,000 以上のメチル化サイトの解析が可能で、99%の
RefSeq をカバーしているとされている。 得られた結果をもとに重要と思われる遺伝子を選択し、パイロ
シーケンス法によりプロモーター領域のメチル化の解析を行う。これは AML 由来の DNA を、EZ DNA 
Methylation Kit (ZYMO)を用いてバイサルファイト処理を行い、PyroMark Assay Design 2.0 ソフトウェア
（QIAGEN）を用いて、パイロシーケンス解析に必要な PCR プライマーの設計を行い、バイサルファイト
処理した DNA から PCR で増幅産物を得る。PyroMarkQ24（QIAGEN）は、この非メチル化シトシンとメ
チル化シトシンの違いをシーケンスすることで 1 塩基単位の定量的メチル化解析を行う。PyroMarkQ24
は定量性を持つシーケンス情報が得られ、また検査時間も 20 検体で約 20 分とハイスループットである。
さらに特定の遺伝子については RT-PCR 法にて遺伝子発現を確認する予定である。 捻出されたメチ
ル化領域は検証を行い、有用なものについては 5-aza-deoxythidine による in vitro assay も行う。 
 
④ NUP98-NSD1 融合遺伝子と発現アレイで同じパターンを示す一群および正常核型や特殊な核型
の AML 90 例においてプロテオソ－ム解析 (RNA シーケンス)を行い、新規融合遺伝子と変異遺伝子
の検出を行い、みい出されたものについては RT-PCR 法やサンガー法で検証を行う。また小児 AML 
関連 343 遺伝子について、次世代シーケンサーを用いたターゲットシーケンスにより検索し、Sanger 
シーケンスで検証を行い、AML に関連する遺伝子変異を抽出する。これらの解析から、各腫瘍におけ
る発がんに関与する遺伝子を絞り込み、候補として抽出された遺伝子について AML 380 例で Target
シーケンスを行い、異常の頻度を明らかにし、さらに発現解析と遺伝子の性状および造腫瘍性の解析
を行う。さらに有用なものに関しては細胞株やマウスを用いて機能解析を行い、分子標的薬の基盤を
確立する。具体的には、NUP98-NSD1 融合遺伝子と同じ発現パターンを示す 30 例、正常核型 30 例と
特殊な核型 30 例においてプロテオソーム解析（RNA シーケンス）を行い、新規融合遺伝子と変異遺伝
子の検出を行い、みい出されたものについては RT-PCR 法やサンガー法で検証を行う。これまで次世
代シーケンサーを用いた全エクソン解析により AML 20 例で検討してきたが、さらに再発例を含む 20
例で検討し、Sanger シーケンスで検証を行い遺伝子を絞り込み、これらを小児 AML 380 例で Target
シーケンスにより遺伝子異常の頻度を明らかに、臨床像との関連を検討する。 
 
⑤ これまでの臨床情報と遺伝子解析の結果を組み合わせ、臨床像との関係、特に予後との関係を
行う。この結果をもとに今後の小児 AML 治療に、抗メチル化薬や HDAC 阻害剤などの新規薬剤の臨
床応用についての検討を行う。 
 
４．研究成果 
 
 AML-05 臨床試験に登録された初発 AML 症例のうち、検体の得られた 77 例に対して 343 遺伝子パ
ネルを用いた網羅的変異解析を行った。その結果、61 種類 187 個の遺伝子変異を同定することがで
きた。一人あたりの平均の変異数は 2.42 個であった。また、全体のうちの 72 名（93%）の小児 AML 患
者に少なくとも一つの変異を同定することができた。正常核型 59 例のうち、51 例（86%）においては白
血病発症因子として知られている FLT3-ITD、KMT2A-PTD、CEBPA 遺伝子変異、NPM1 遺伝子変異
のいずれか一つまたは重複して遺伝子異常を持っていることがわかった。 
RAS 経路の遺伝子異常を有する AML の臨床的特徴を明らかにする目的で、PTPN11 (exons 2-4, and 
13)、CBL (exon 8-9)および N 、 K-RAS (exons 1-2)遺伝子 についてサンガーシーケンス法を用いて
解析を行った。PTPN11 は 21 例に、CBL は８例に、NRAS は 49 例に、KRAS は 13 例に変異がみられ、
全体の 24.7％に RAS 経路遺伝子の異常を認め、これらは相互排他的であった。PTPN11、NRAS 変異
例では予後との関連が認められ、PTPN11 陽性例は５年 EFS では著明な有意差がみられ、NRAS 変異
例は予後良好であった。CBL 変異陽性例と陰性例では予後に有意差は認めなかったが、全陽性 8 例
中非 CBF 群の 3 例はいずれも再発を認めた。PTPN11 遺伝子は予後不良の傾向があり、TET2 は成
人と異なり予後良好の傾向を認めた。若年性単球性白血病(JMML)の 80-90％に RAS 経路遺伝子
(PTPN11, N, K-RAS, CBL, NF1 等)の異常が報告されており、同様の異常が小児 AML でも見られたこ
とは、両疾患の発症機序を考える上で興味深く思われた。 
 
白血病発症の原因となりうると考えられるいくつかの重複遺伝子異常(ITD)を検討した。まず最初に、
KIT D816(EXON17)変異は t(8;21)-AML において予後不良因子として知られおり、再発時に exon11
の iInternal tandem duplication(ITD)を認めた症例を経験したので、KIT-ITD について検討を行った。
本邦の症例の検討では、自験再発例以外に、さらに 1 例の症例を見出した。今後症例を増やして
kit-itd の臨床像を明らかにする予定である。KIT-ITDは本邦での報告例はなく、海外からの報告数も
少なく、いまだに予後との関連は不明であり、臨床像も明らかではなく、さらなる症例の蓄積が必要と



考えられた。さらに、BCOR 遺伝子の重複遺伝子異常など、これまでに報告が少ないもの、ほとんどな
いものなど、いくつかの重複遺伝子異常を正常核型 AML 症例において見出すことができた。また、既
報では全く報告がなく、他の癌腫においても報告がされていない３遺伝子の新規重複遺伝子異常をそ
れぞれ複数例を同定し、機能解析を含め詳細を検討中である。 
 
また、複雑核型 18 例の解析においては、TP53 遺伝子変異を 3 例(17%)、JAK2 遺伝子変異を 2 例
(11%)、ASXL1遺伝子変異を 2 例(11%)、U2AF1遺伝子変異を1例(7%)、SF3A1遺伝子変異を1例(7%)、
RUNX1 遺伝子変異を 2 例(11%)、BCOR/BCORL1 遺伝子変異を 3 例 (17%)に、それぞれ同定した。こ
れらの遺伝子は骨髄異形成症候群（MDS）で頻度の高い遺伝子変異である。今回の解析では複雑核
型 18 例中、実に 15 例（83％）に MDS 関連遺伝子変異が同定された。また、遺伝子の機能別に分類
すると、10 例に転写因子またはエピジェネティック調節因子の変異を認め、うち 80%は再発または死亡
を し て い た 。 ま た 、 3 例 で RUNX1 融 合 遺 伝 子 (RUNX1-CBFA2T2, RUNX1-CBFA2T3, 
RUNX1-FNBP1)を同定した。加えて、PICALM-MLL10融合遺伝子、MYB-GATA1融合遺伝子をそれ
ぞれ 1 例の患者で同定した。面白いことにこれらの融合遺伝子をもつ患者は転写因子やエピジェネテ
ィック調節因子の変異をほとんど持たず、全例が再発なしで生存中である。 
 
 さらに M7 を除く 302 例を対象に 343 遺伝子カスタムパネルを用いてターゲットシーケンスを施行し、
高頻度に認められた遺伝子変異について臨床データと予後との関連を検討し、KMT2C (n=13, 4.3%), 
PHF6 (n=6, 2.0%), MGA (n=11, 3.6%), TET2 (n=11, 3.6%)HP 変異を認めた。PHF6、TET２変異例は年
長児に多くみられた。PHF6 変異例は複雑核型に、TET2 変異例は正常核型に多く認められ、KMT2C、
MGA 変異例は有意差は認めなかったが CBF-AML に多い傾向が認められた。KMT2C 変異例は 13
例中 4 例が非寛解、3 例が 12 カ月以内に再発、PHF6 変異例は 6 例中 1 例が非寛解、4 例が再発で、
いずれも EFS が有意に不良であった(KMT2C; 3y-EFS 36.9 % vs 56.8%, p = .019, PHF6)。KMT2C 変
異は薬剤耐性との関連が指摘され、AML において予後不良因子である可能性が考えられた。PHF6
変異は T-ALL の 20%に報告され、成人 AML でも 3%に、MDS や AML-MRC でも予後不良因子として
知られ、今回は複雑核型や MRC に多いなど成人との類似点もあり、成人同様予後不良因子の可能性
が考えられた。MGA 変異は肺がんや CLL などでも報告され、MYC シグナルの負の制御の役割があり、
機能喪失により腫瘍化に寄与すると考えられており、今回認められたすべての変異が frame shift もしく
は nonsense 変異であり機能喪失と考えられたが、予後との関連は認めなかった。TET2 変異は成人
AML では予後不良因子であり、今回は全体の 3.6%で成人と近い臨床像を呈することも考えられたが
成人とは異なる意義を有する可能性が示唆された。 
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