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研究成果の概要（和文）：急性リンパ性白血病においてV(D)J組み替えの機序により、IKZF1欠失が高頻度に起き
ることを確認した。IKZF1欠失は腫瘍特異的に起きており、微小残存病変を検出するマーカーとなり得る。我々
はFISH法で4つの異なるタイプのIKZF1欠失を検出できるプローブを開発した。本法を用い、臨床症例で簡便迅速
にIKZF1欠失を判定できることを確認するとともに、両アリルで異なるIKZF1欠失をきたす症例があること、欠失
部位が免疫グロブリン領域に挿入される症例があることを見出した。また、デジタルPCR法でIKZF1Δ4-7欠失を
定量的に検出する方法を開発した。

研究成果の概要（英文）：V(D)J mediated IKZF1 deletion occurred frequently in acute lymphoblastic 
leukemia. IKZF1 deletion occurred only in leukemic cells and potentially become a marker detecting 
minimal residual disease. We developed FISH probe detecting all 4 different types of IKZF1 deletion.
 We verified the FISH method could detect IKZF1 deletion fast and easily in clinical samples. We 
found the samples which showed balletic IKZF1 deletion or insertion of the deleted IKZF1 fragment 
into immunoglobulin region. We also developed digital PCR method which quantitatively detect IKZF1Δ
4-7 deletion.

研究分野： 臨床血液

キーワード： V(D)J組み換え　微小残存病変

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
急性リンパ性白血病において、FISHやデジタルPCRなどの簡便な検査により腫瘍特異的な変異を検出できる方法
を確立した。IKZF1欠失は急性リンパ性白血病における予後不良因子として知られるが、これまで標準的な測定
方法がなかった。白血病細胞の治療においては、微小残存病変がフォローできることで、治療効果が続いている
ことの確認や、再発の早期発見が可能となり、各症例の治療反応性に最適化した個別化治療が可能となる。FISH
やデジタルPCRによるIKZF1欠失の検出はこのような微小残存病変マーカーとして有用と考えられる。

※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 

＜急性リンパ性白血病（ALL）治療の臨床的問題点＞ 
成人の ALL は化学療法では、長期生存率が 30-40%と報告されており、予後不良な血液悪性腫瘍
である。同種造血幹細胞移植が行われ、長期生存を得ている症例も多く存在するが、治療関連死
の割合が 20-30%と高いことから、慎重に移植適応を判断する必要がある。予後不良因子である
フィラデルフィア（Ph）染色体を有する場合は、同種造血幹細胞移植の適応であり、RQ-PCR に
よる BCR-ABLの検出を微小残存病変（MRD）のマーカーとする事が可能である。治療経過中の MRD
の残存も、予後不良因子として扱われ、同種造血幹細胞移植の適応となる。しかし、正常核型 ALL
では、簡便に測定できる MRD マーカーがないため、移植適応の判断が困難であった。ALLにおい
て腫瘍特異的な TCR/IgH 遺伝子再構成に注目した骨髄微小残存病変量測定は令和元年度になり
診療報酬請求ができるようになったが、腫瘍特異的な遺伝子再構成の同定をしたのち、モニタリ
ングは 2回までしか許容されていない。 
 
＜変則 V(D)J組み換え＞ 
通常、V(D)J組み換えは、前駆 B、T細胞の
段階で免疫グロブリン重鎖（IgH）、T 細胞
受容体(TCR)を標的として起きる (図１)。
V（D）J 組み替えは RAG1/2 複合体が、2 ヶ
所 の Recombination Signal Sequence 
(RSS)に結合して、その間を切り取ることに
より起こる。さらに切断点の間にターミナ
ルデオキシリボヌクレオチジルトランスフ
ェラーゼ（TdT）活性により数 bpから 20bp
ほどのランダムな N-nucleotide が挿入されるため、個々の組み替え配列は細胞特異的な配列と
なり、多様な抗原に対する免疫応答が可能となっている。 
 ALL は RAG1/2、TdT を高発現する腫瘍で
あり、IgH、TCR 以外にも RSS に類似した配
列が存在する遺伝子領域の欠失を来す(変
則 V(D)J組み換え)。例えば IKZF1はイント
ロン領域に存在する RSS（類似）配列で変
則 V(D)J 組み替えを起こし、エクソン４〜
７の欠失変異を生じる (図２)。 
 欠失領域は 50kbp 程の領域であり、切断
点を挟んだプライマーで PCR を行うと、正
常アリルは増幅されず、欠失が起きたアリ
ルのみが増幅される。症例毎に挿入される
N−nucleotide が異なるため、切断点は症例
特異的な配列となり、他検体のコンタミネ
ーションを見分ける事が可能である。この
ような変則 V（D）J 組み替えによる欠失変
異は、種をまたいでおきており、ヒトにおいてもマウスにおいても ALLで報告されている 1) 。 
 

２．研究の目的 

 ALL は RAG1/2、TdT を高発現する腫瘍であ
ることから、IgH、TCR以外にも多くの遺伝子
が潜在的な組み替えシグナル配列（RSS）で、
RAG1/2 複合体が組み替えを起こし欠失変異
が生じる(表 1)。これらの“変則 V(D)J 組み
換え”による遺伝子内欠失の領域は、20kbp
以上であり、切断点を挟んだプライマーで
PCR では、正常アリルは増幅されず、欠失アリ
ルのみが増幅される。ALL における変則 V(D) 
J 組換え遺伝子を検索することで、これまで
MRD マーカーがなかった症例に、簡便、高感度
な MRD マーカーを見つけられる可能性があ
る。急性リンパ性白血病(ALL)における変則
V(D)J 組換えによる遺伝子内欠失が微小残存
病変(MRD)マーカーとして有用であることを示す。 

 

 

３．研究の方法 

1.腫瘍細胞株を用いて、各変則 V(D)J組み換え関連遺伝子欠失 (以下 V(D)J欠失) の PCRでの
検出感度を検討し、至適プライマーを設定する。 

 

 



 これまでに変則 V(D)J欠失の標的遺伝子として TAL1、CDKN2A、IKZF1、BTG1、SLX4IP、CD200/BTLA、
ERG、PTENが報告されている。まず腫瘍細胞株から抽出したゲノム DNA を用いて、前述の候補遺
伝子の欠失の有無を既報プライマーを用いた PCRで検出し、陽性検体を得る。 

 腫瘍細胞株は、MOLT4, Jurkat, PALL2, MY, Raji, ALL/MIK, Reh, CEM などの B および Tリン
パ芽球性白血病細胞株を用いる。検出できた V(D)J欠失が、腫瘍特異的であることを、ダイレク
トシークエンス法で確認する。 

 

2.変則 V(D)J欠失標的について、デジタル PCRで変異を検出できる検査系を樹立する。 

 定性的な PCR の系が完成した後、デジタル PCR をもちいた MRDの定量評価を目指す。 

 RQ-PCR による MRD 検出は感度が良い一方、個々の白血病が何コピーの転写産物を作るかは明
らかではないため、陽性だった場合に、何細胞に１つが白血病細胞なのかはわからず、定量値は
RNA1μg あたりのシグナル数、あるいは GAPDH などハウスキーピング遺伝子の発現との比で表さ
れる。一方変則 V(D)J欠失は、ゲノム DNA をテンプレートとしており、何細胞に１個の腫瘍細胞
が残存するかを定量的に計測する事が可能である。 

 

４．研究成果 

 急性リンパ性白血病細胞株及び臨床検体
を用いて、PCR法にて IKZF1, BTG1, CDKN2A, 
SLX4IP, TAL1, CD200/BTLA、ERG の変則
V(D)J 組み換えによる欠失変異を確認し
た。検出できた V(D)J 欠失については、ダ
イレクトシークエンスにて、欠失部位の配
列を確認し、V(D)J 組み換えによる腫瘍特
異的欠失が起きていることを確認した。最
も欠失頻度が多いのは IKZF1 であり、IKZF1
欠失に注目して以後の検討を行った。急性
リンパ性白血病において IKZF1 欠失は予後
不良因子となることが報告されているが、
大規模コホートの次世代シークエンスある
いは MLPA法による検討が中心で、これまで
日常臨床で検出可能な標準検査法が確立さ
れていない。我々は 4つのパターンの IKZF1
欠失(∆2-7,∆2-8,∆4-7,∆4-8)の全てで欠失
する共通部位に対する FISH プローブを作
成し、IKZF1 下流近傍のプローブと組み合
わせることで、IKZF1 欠失を検出する FISH
プローブを開発した(図 3)。臨床検体を用
いて有用性を検討したところ、IKZF1 欠失
細胞を定量的に検出する他、IKZF1 遺伝子
が乗る 7 番染色体のモノソミーや、４倍体
白血病も検出可能であった(図 4)。さらに、
IKZF1 欠失部位が失われずに、2番染色体の
免疫グロブリン軽鎖領域に挿入されている症例を見出し、ALLにおいては V(D)J組換え機構を介
した遺伝子領域同士の組換えが起き得ることを見出した(図 4F)2)。 
 次に我々は IKZF1欠失の中で最も頻度の多い IKZF1Δ4-7について、デジタル PCR で定量的に
変異アリル頻度を検出する方法を開発した(図
5)。IKZF1∆4-7 を FAMプローブで検出し、コント
ロールとして RNaseP を VIC プローブで検出する
デザインとした。VIC の陽性率(VIC%)、FAM の陽
性率(FAM%)から、IKZF1∆4-7細胞割合(%)は以下の
式で求められる。 
 
IKZF1∆4-7細胞割合(%)=

𝐹𝐴𝑀%×2

𝑉𝐼𝐶%
 ×100(%) 

 
 IKZF1欠失細胞株及び臨床検体のゲノム DNAの
段階希釈を用いて、デジタル PCR 法と RQ-PCR 法
との相関を検討した。デジタル PCR 法と RQ-PCR
法で IKZF1 欠失細胞割合測定値は高い相関を示
した(図 6)。デジタル PCRでは段階希釈による検
量線を書く必要がなく、絶対定量が可能である。
IKZF1 欠失はゲノム DNAで検出することができ、
検体採取から半日ほどで結果を得ることができ

 

 

 



る。 
 ALL の診療においては、腫瘍特異的な
TCR/IgH遺伝子再構成に注目した骨髄微小残存
病変量測定が令和元年度になり診療報酬請求
ができるようになったが、症例特異的なプロー
ブの設定が必要であり、モニタリングも 1 症例
あたり 2回に限定されている。変則 V(D)J 欠失
は、遺伝子配列状の潜在的な RSS部位で RAG1/2
複合体によって起きており、症例間で同じ部位
で起きるため共通のプライマーで検出するこ
とができるため、症例毎のプライマー設定は必
要ない。本研究では腫瘍特異的な変則 V(D)J 欠
失が ALL の MRD マーカーとなりうることを示
した。IKZF1欠失は ALLにおいて頻度も高く、
FISH 法、デジタル PCR 法で定量的に検出する
ことで、簡便な MRDマーカーとなり得る。 
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