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研究成果の概要（和文）：急性リンパ性白血病（ALL）におけるIg・TCR遺伝子の再構成の同定を目的に、
Target-capture sequencingを用いた網羅的な再構成の検索を行い、微小残存病変測定に用いられていた再構成
以外にも非常に多くの再構成が検出された。再発例の経時的検体での検討では、再発時期、初発時のクローン多
様性と寛解の深さが、クローン変化に寄与していると推測され、ALLの病態理解ならびに治療後のモニタリング
において、クローン構造の理解は重要であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：For the purpose of identifying of Ig/TCR rearrangements in acute 
lymphoblastic leukemia (ALL), a comprehensive analysis of rearrangements using target-capture 
sequencing was performed, and in addition to the rearrangements used for the measurement of minimal 
residual disease, an extremely large number of rearrangements were detected. A time-course study of 
relapsed B-ALL cases suggests that the time to relapse, clonal diversity at the time of initial 
diagnosis, and depth of remission contributed to clonal changes. Understanding the clonal structure 
was considered important for understanding the pathogenesis of ALL and monitoring after treatment. 

研究分野： 分子遺伝学、造血器腫瘍

キーワード： 急性リンパ性白血病　クローン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ALL診療において、腫瘍細胞特異的なIg/TCR再構成に基づく、微小残存病変の定量評価は、治療反応性を直接的
に反映し、治療最適化に必須の検査となっている。PCR-MRDにおいて、腫瘍細胞特異的な再構成の同定の過程は
非常に煩雑であったが、今回開発した検出系は効率的であり、有用性が高い。クローン構造の理解は、白血病の
病態理解ならびに治療後のモニタリングのみならず、ALL以外のリンパ系腫瘍用においても有用であり、形質細
胞性腫瘍のゲノム解析にも応用可能であった。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年、急速に技術進歩を遂げた網羅的遺伝子解析研究により、多くの腫瘍性疾患は、共通の細胞
起源に端を発するにも関わらず、その発症・進展過程において遺伝学的に多様な複数（～多数）
のクローンから成ることが、観察される遺伝子異常の頻度の差異、multiple sampling や single 
cell での解析に基づく直接的な観察結果として示されている。がんを構成するクローンの多様性
こそが、がん診療における様々な問題点、すなわち、再発、治療抵抗性の獲得、遠隔転移などの
大きな要因となっていると考えられ、クローンの構造や発症・進展過程の解明は、がんの病態理
解において重要である。 
急性リンパ性白血病（ALL）は、小児領域で最も多いがん種であり、1970 年代までの治療成績
は不良であったが、現在は小児例では 90％近くの症例で治癒が期待できるまでになった。新規
薬剤の開発や支持療法、移植治療の進歩に加え、治療中の微小残存病変（MRD）の評価に基づく
治療反応性不良例に対する治療強化も大きく貢献しており、MRD は ALL 治療における必須の
バイオマーカーとなっている。個々の患者における治療反応性は、腫瘍細胞自体の生物学的特性
のみならず、患者側の薬物代謝能等、様々な要因により変動し得るため、現時点において完全に
予測することは困難であるが、MRD は実際の患者における治療反応性を直接的に評価すること
が可能である。ALL 細胞では、正常なリンパ球の分化過程と同様に免疫グロブリンならびに T 
細胞受容体（TCR）遺伝子の再構成が観察される。遺伝子再構成により、非常に膨大な種類の多
様な組み合わせが生じることは、免疫系の構築において重要な意義を有しているが、ランダムか
つ不可逆的に生じることから、特異性の高い”fingerprint”として、微小残存病変（MRD）測定な
ど白血病クローンの同定と追跡に応用されている。現在、標準的に行われている評価は、再構成
検出用に設計されたプライマーを用いた PCR 増幅により、白血病細胞を多く含む試料において
クローナルに増える配列を同定し、追跡に用いている。しかし、本方法では、minor clone も含
めたクローン構造を十分に評価ができていない可能性があり、Gawad ら（2012 Blood）による
次世代シーケンサー（NGS）を用いた IGH 再構成の評価では、再構成の違いという観点におい
て、最大で 4024 種類と非常に多様なクローンが混在していることが示されている。すなわち、
技術的には、高感度な解析が可能となりつつあるが、解析結果が正確に腫瘍量を反映しているか
という最も根源的な観点において、検討が必要である。一方、再発 ALL においては、初発時と
同一の IGH/TCR 再構成であることも多く、このような症例では、白血病細胞の一部が寛解中も
体内に維持されて再発クローンの起源となっていると考えられ、しばしば白血病幹細胞が再発
の起点となる急性骨髄性白血病 AML とは大きく異なっていると推測される。申請者がこれまで
に行った 25 例の再発 ALL 例の経時的検体の全エクソンシーケンス解析においても、比較的早
期に再発した症例においては、IGH 再構成・遺伝子変異ともに、初発時と共通性が高いが、治療
終了後 5 年間以上の年月を経た後に再発を来した症例においても、共通したゲノム異常から同
一のクローンを起源とすることが証明される症例が多いが、共通性は低く、より始祖に近いクロ
ーンからの再発の可能性が考えられた。全エクソン解析の結果、初発時の段階で異なる遺伝子変
異を有する複数のクローンからなり、この不均一な細胞集団に含まれる治療感受性の低い白血
病細胞が治療後に残存することが、再発の起源になると想定されるが、初発時のクローン構造の
複雑性を規定する病態ならびに臨床的な意義付けや、いわゆる前白血病細胞や白血病幹細胞と
呼ばれる段階の細胞が生体内で維持されているのか等、未だ不明な点も多く残されている。 
 
２．研究の目的 
クローン進化と多様性は悪性腫瘍に共通する現象であり、クローン構造や進展過程の解明は、が
んの病態理解において重要である。急性リンパ性白血病（ALL）においては、腫瘍クローンの量
的評価である微小残存病変（MRD）の定量値が治療層別化における重要な指標として臨床応用
されている。遺伝子解析技術の進歩に伴い、より高感度な MRD 測定が可能となる一方で、ALL
においても初診時より観察されるクローンの多様性が、MRD 評価・解釈にも影響し得ると考え
られる。本研究では、NGS を用いた網羅的な Ig/TCR 再構成の検出系を構築し、ALL の発症・
治癒・再発に至る経時的な検体を用いて、クローン構造の推移を詳細に解析することにより、腫
瘍クローンの階層構造と進展・選択過程を理解し、多様な病態との関連や発症基盤の違いを明ら
かにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 
Ig/TCR 再構成領域周辺のゲノム配列に相補的なカスタムベイトを作成し、同領域を濃縮後に
NGS でシーケンス解析を行うことで、網羅的かつ効率的に再構成を同定する検出系を構築した。
PCR-MRD 測定済みの試料を用いて、従来の Sanger シーケンスを用いた再構成同定系で検出、
PCR-MRD 測定用マーカーとして用いられていた再構成の検出率、PCR-MRD 評価不能例におけ
る検出率、検出された再構成の病型による違い等について比較検討した。 
これまでに進めてきた再発 ALL 症例の全エクソン解析に加えて、Ig/TCR 再構成に基づくクロー
ン解析を経時的に採取された ALL 検体について行うことにより、発症から治療中・治癒・再発
に至る過程で変化するクローンの階層構造と進展・選択の過程を解析した。更には、再発例と治
癒例、ならびに病型毎のクローン構造を比較することにより、その発症過程における遺伝学的基
盤の差異をクローン構造との関連から明らかにすることを目指した。 
 



４．研究成果 
Ig/TCR 遺伝子の再構成領域に相補的なカスタムベイトを作成し、NGS によるキャプチャーシー
ケンスを用いた再構成の同定を行った。PCR を用いた long-reads シーケンスによる再構成検出
用に開発された解析プログラム Vidjil を転用し、パラメーターの適正化を行った。 
従来法に基づく PCR-MRD 評価が行われた小児 ALL の治療試験に参加をした 201 例の B-ALL
ならびに 31 例の T-ALL の初発時検体を用いて、キャプチャーシーケンスを用いた再構成解析を
行った。B-ALL においては
198 例（98.5%）に腫瘍細胞
由来と推測されるクローナ
ルな再構成が同定され、1 例
あたり中央値 7 個の再構
成、最大で 27 個の再構成が
検出された。T-ALL におい
ては、26 例（84％）でクロ
ーナルな再構成が検出さ
れ、中央値 6 個、最大で 11
個の再構成が検出された
（右図）。 
B-ALL では IGH 遺伝子の再構成が最も多かったが、約半数は TCR 遺伝子の再構成が占めてい
た。T-ALL における TCR 再構成では TCRG が 30%近くを占めるが、TCRA も約 20%認められ
た。T-ALL においても IgH 再構成は一部の症例で認められたが、IgK, IgL はほぼ認めれなかった。
TCF3/PBX1 陽性 B-ALL においては、DH/JH の再構成で止まっている incomplete な IGH 再構成
が半数以上の症例で認められる一方で、他の遺伝子の再構成が検出されることは非常に限られ
るなど、融合遺伝子や染色体異常に基づく分子病型に特徴的な再構成パターンが認められ、再構
成パターンは ALL の発症基盤と関連しているものと考えられた。 
各症例において検出された再構成には、MRD 評価に用いられていた再構成はすべて含まれてい
たが、B-ALL においては新規に同定された再構成を用いることで、PCR-MRD の評価可能率は改
善し、96%の症例で高感度な MRD 測定が可能となった。PCR を用いた方法に比し、処理検体
数が増えてもコンタミのリスクは低く、MRD マーカーの探索目的においても、非常に有用性が
高い方法であると考えられた。一方で、T-ALL においては、MRD の検出感度が向上する症例は
あったが、clonal な再構成が同定されずに MRD 評価ができない症例は従来法と変わらずにおり、
T-ALL の MRD 評価率の向上は今後の課題である。 
さらに、経時的に採取された 30 例の小児再発 B-ALL 検体を用いて、初発時と再発時における再
構成の比較を行った。治療早期に再発した症例においては同定される再構成の割合に初発時と
大きな差異がなかったのに対し、再発時期が遅くなるに伴い、再構成に変化が認められ、再構成
の変化は白血病クローンの選択・進化を反映していると推測された。初発時クローンの多様性と
寛解の深さが、再発時におけるクローン変化に寄与しており、クローン構造の理解は、白血病の
病態理解ならびに治療後のモニタリングにおいて、重要であると考えられた。 
Ig/TCR を用いたクローン構造の評価は、ALL 以外のリンパ系腫瘍用においても有用であり、形
質細胞性腫瘍である多発性骨髄腫や POEMS 症候群のゲノム解析にも応用可能であった。多発
性骨髄腫においては、髄外病変を含め、病変の空間的な不均一性が存在し、局所の骨髄病変の評
価の限界が指摘をされている。Target-capture sequence 法は断片化された DNA の解析も可能で
あることを利用し、骨髄腫患者の血漿中の遊離 DNA を用いて Ig/TCR 再構成評価を行い、腫瘍
細胞由来と考えられる Ig/TCR 再構成の検出に成功した。POEMS 症候群は、形質細胞のクロー
ナルな増殖に伴う症候群であるが、病変の存在部位が必ずしも明確ではないが、本法を活用する
ことで POEMS 症候群のクローナルな再構成と遺伝子異常を明らかとした。 
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