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研究成果の概要（和文）：白血病は遺伝子異常の種類や治療効果の程度により病勢を判断されるが、その遺伝子
異常の種類は豊富に存在し、また異常の検査方法は標準化されていない。白血病患者に最適な医療を提供するた
めには個々の患者に応じて最適な手法を用いた遺伝子検査が実施される必要がある。そこで一般病院においても
遺伝子検査を実施可能とするために、検出感度と実現可能性に主眼をおいて研究を実施した。本研究で提案され
た検査法の導入によりテーラーメイド医療の実施に貢献することが期待される。

研究成果の概要（英文）：Disease status of leukemia is judged by the type of genetic abnormalities 
and the degree of therapeutic effect, but there are a lot of genetic abnormalities and detecting 
method is not standardized. To provide optimal medicine for patients with leukemia, optimal genetic 
test is required depending on indivisual patients. This study was performed by focusing on the 
detection sensitivity and feasibility to enable genetic test even in the general hospitals. 
Introduction of the testing method proposed in this study will be expected to contribute to 
tailor-made medicine.

研究分野： 臨床検査学

キーワード： 微小残存病変　遺伝子検査　造血器腫瘍

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝子異常は基本的にはgenomic DNAを用いられるが、キメラ遺伝子はRNAを用いて解析されることが一般的であ
る。本研究では種々の造血器腫瘍においてgenomic DNA, RNAの両者を測定することで、上記の一般論が必ずしも
適切ではなく、疾患に応じてより有用な方法を選択する重要性を示した。また、これまで遺伝子異常に基づいた
治療後の検査が為されることがなかったIGH/IL3転座を伴う白血病の新規検査法を報告した。本研究内では一般
病院でも実施可能であるかを重視して新規検査法を開発しており、将来的には遺伝子異常に基づいた診療を普及
させる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
白血病をはじめとする造血器腫瘍は遺伝子異常を原因として発症し、異常の種類として染色体
転座に起因する遺伝子座の融合、一塩基レベルでの塩基置換、塩基配列の欠失などが知られて
いる。これらの遺伝子変異は白血病の病勢を反映することから、診断時には遺伝子変異のパタ
ーンを把握しておくことで治療反応性を推測でき、適切な治療法の選択が可能となる。また、
遺伝子変異が検出されることはサンプル中に白血病細胞が残存することを意味するため、治療
後の微小残存病変（MRD）のモニタリングにおいて、変異を特異的に検出する PCR が実施さ
れる。しかし、遺伝子変異の検出感度は RT-PCR を採用する場合、標的となる遺伝子の転写活
性に応じて異なると考えられ、必ずしも安定的な測定ができるとは限らないことが予想される。
また、近年のゲノム解析技術の発展に伴い、次世代シークエンサー（NGS）を用いたゲノムの
網羅的解析が可能となったが、研究施設や大学病院以外で実施するにはハードルが高く、臨床
現場のニーズに応える標準的な遺伝子変異解析方法が存在しない。すなわち白血病患者は、従
来法のみでは MRD が偽陰性と判定されたり、受診した病院によって遺伝子学的な異常に基づ
いた評価が為されない可能性があり、患者の病態に応じた適切な医療が提供されない可能性が
ある。そこで本研究は、遺伝子検査法の検証、疾患及び標的遺伝子の特性に応じた新規検査法
の開発に主眼を置き、これらの情報を学会や論文で報告することで、白血病治療において有用
な情報を提供できる遺伝子検査の普及を目指して実施された。 
 
 
 
２．研究の目的 
染色体転座は白血病で頻繁に認められる遺伝子異常であり、キメラ遺伝子の形成により異常蛋
白を産生するタイプと、キメラ遺伝子は形成しないがパートナー遺伝子の発現量を大幅に増大
させるタイプの 2 種類に分けられる。一般的に前者は RNA をサンプルから抽出して RT-PCR
により解析され、後者は PCR を用いずに FISH などで解析されることが多い。しかし RNA サ
ンプルは不安定であり、また template 量が白血病細胞の転写活性に依存するため、白血病細
胞の状態によっては検出感度が低下する可能性が考えられる。一方で、PCR により解析される
機会が少ない後者のタイプの染色体転座については、切断点を同定すれば genomic DNA を用
いた PCR が可能であり、またパートナー遺伝子の過剰発現に着目すればキメラ遺伝子を形成
しなくとも RNA を用いた解析が可能となるかもしれない。 
一塩基レベルの変異については genomic DNA を用いてサンガーシークエンスにより同定する
ことが一般的である。しかし、腫瘍細胞比率が低値である場合は NGS を用いなければ同定不
可能であり、それにより生じる偽陰性が診断に影響を与える可能性がある。しかし、疾患とそ
れに付随する変異遺伝子の特性を考慮すると、RNA を用いることで高感度な解析が可能とな
るかもしれない。 
このように一般的に採用される方法以外にも正確な治療効果判定が可能となる手法が存在する
可能性が考えられ、同一サンプル由来の genomic DNA, RNA の両者から得られたデータを比
較し、より有意義な検査手法を提案したい。 
 
 
 
３．研究の方法 
染色体転座に基づく遺伝子異常として、本研究では国内 2 例目となる IGH/IL3、予後良好の白
血病として知られる CBFB-MYH11 を対象として、genomic PCR, RT-PCR の両方により経時的にデ
ータを評価した。また、診断時のサンプル（genomic DNA と RNA の両者）を正常サンプルで段
階希釈し、検出限界を検定した。IGH/IL3 は WHO 分類では好酸球増加を伴うリンパ性白血病と
いう特徴的な一病型として取り上げられているものの報告は非常に少ない。その病態特性を評
価するために白血病細胞本体と傍腫瘍性に増加すると予想される好酸球にソーティング後、NGS
により解析した。 
染色体転座以外に起因する遺伝子変異として、SF3B1, DNMT3A, FLT3, CCR4, GATA1 を対象とし
て変異スクリーニング法を検討した。検出法は高解像度融解曲線（HRM）解析、フラグメント解
析を用いた。検出感度は plasmid の希釈の他、腫瘍細胞の段階希釈により得られた核酸を用い
て検定された。 
 
 
 
４．研究成果 
(A)IL3-IGH 転座を伴う急性 B細胞性リンパ性白血病の解析 
好酸球とリンパ芽球にソーティングして NGS による解析を実施したところ、好酸球は患者本来
の genotype と一致しており、好酸球増加は反応性変化であることが示された。リンパ芽球は
IL3-IGH 以外では B 細胞の成熟や細胞増殖に関与する遺伝子変異は検出されなかった。また、
リンパ芽球と好酸球はいずれも細胞表面にIL3受容体であるCD123を発現していた。以上より、
リンパ芽球が過剰に産生する IL3 蛋白がパラクライン機構により傍腫瘍性好酸球増加を誘導し、



同時にオートクライン機構によりリンパ芽球の増加を誘導することで本病型が形成される可能
性が示唆された。 
検査法の検定では genomic PCR において 1/5000～1/10000、IL3 過剰発現に着目した RT-PCR に
より 1/10000 の感度で腫瘍細胞を評価できることを確認した。genomic PCR と RT-PCR の測定値
に相関が認められた。 
本病型を診断するには IL3-IGH の遺伝子座の融合を直接示すか、染色体異常を検出する必要が
ある。しかし遺伝子座の融合を示すために genomic PCR を実施するには genomic DNA 上で切断
点を同定する必要があり、解析のハードルは高い。また、染色体検査では多くが G-band 法で正
常核型と判定されている。分染法による染色体検査は分裂途中の細胞を解析する手法であり、
反応性に増加する好酸球がアーチファクトとなり、転座の検出感度を低下させている可能性が
考えられた。染色体転座は FISH による検出が有用な場合が多いが、IL3 を標的としたコマーシ
ャルベースの検査は存在しない。一方、IL3 を標的とした RT-PCR は非常にシンプルな検出法で
あり、一般的な遺伝子検査設備があれば簡単に解析可能である。実際、本転座を有さない急性
リンパ性白血病や好酸球増加症と比較しても、IL3 の発現量は 10000 倍程度検出されたことか
ら、MRD 解析のみならず、本病型の診断に非常に効果的であるものと考えられる (Kenichiro 
Kobayashi, et al. Pediatr Blood Cancer.)。 
 
(B)CBFB-MYH11 の genomic PCR について 
RT-PCR は 1/100000 程度の感度を有した一方、genomic PCR では 1/1000 程度の感度であった。
臨床サンプルの測定においても、化学療法1コース後の段階でgenomic PCRは感度以下となり、
RT-PCR と比べて感度が非常に低かった。CBFB は RNA としての高発現していることによる解離で
あると考えられ、今後は発現量が比較的低い PML-RARA や NUP98-HOXA9、KMT2A 再構成の症例と
比較して検討する。 
 
(C)簡易遺伝子検査法の開発 
(i)SF3B1 
SF3B1 遺伝子はユビキタスに発現するスプライシングに関与する遺伝子であり、2017 年の WHO
分類では環状鉄芽球を伴う骨髄異形成症候群 (MDS-RS) の診断には変異解析が必須であるとさ
れる。SF3B1 の変異パターンは特徴的ではあるものの、骨髄増殖性腫瘍における JAK2 変異のよ
うに限定的ではなく、国内で臨床検査としての解析は困難であった。そこで、変異比率が 12.5%
以上であれば変異の検出が可能である HRM 解析を用いた検査法を確立し、臨床検査としての導
入に成功した。また、変異解析の有無により病型の診断が変化しうることが示された (Shumpei 
Mizuta, et al. Lab Med)。 
(ii)DNMT3A 
DNMT3A 遺伝子は DNA メチル化に関与する遺伝子であり、急性骨髄性白血病 (AML) や MDS では
高頻度に変異が検出される。予後不良であるため変異解析が重要である一方、機能喪失型変異
であるがゆえに、最終 exon である exon 23 に多くの変異が集中するものの、他の exon にも広
範囲に分布するため NGS を用いなければ解析は困難である。本研究では比較的変異が生じやす
い exon 8-23 の 16 カ所について HRM 解析を用いた簡易検出法を確立した。変異比率 20%であれ
ばどの領域でも代表的な変異の検出が可能であり、これにより AML の大半の DNMT3A 変異の検出
を診断時にリアルタイムに実施可能となった (Shumpei Mizuta, et al. Int J Lab Hematol)。 
(iii)FLT3 
FLT3 は受容体型チロシンキナーゼをコードする遺伝子であり、縦列重複型変異 (ITD) が AML
では予後不良因子として重要視される。ELN 2017 の AML 予後分類法では変異比率で更なる予後
の層別化が可能であるとされ、変異の有無に加えて診断時に変異比率を評価する必要性が生じ
た。そこで genomic DNA と cDNA の両者において、フラグメント解析を用いて FLT3-ITD 変異比
率を定量した。 臨床検体における検出率に差は生じなかったが、変異比率は cDNA を用いた方
が高値であった。これは白血病細胞における FLT3 遺伝子の高発現に基づくものと解釈でき、治
療後サンプルにおける解析では cDNA を用いることの有用性が示唆された (山根範子 他、日本
検査血液学会学術雑誌)。一方で genomic DNA による解析と比率に差が生じるため、診断時の予
後判定においては genomic DNA を採用すべきである。 
(iV)CCR4 
CCR4 は成人 T 細胞性白血病/リンパ腫 (ATLL) 細胞表面に高発現する分子で、これを標的とし
た抗体医薬 mogamulizumab が治療薬として使用されている。 CCR4 変異が陽性であれば
mogamulizumab の奏効性が増強される一方、造血幹細胞移植を実施した症例での投与は移植片
対宿主病が増強されることから、mogamulizumab は計画的に投与される必要がある。すなわち、
治療方針の決定前に変異の有無を調査しておくことが重要である。ATLL は検体中に占める腫瘍
細胞比率が AML などと比較すると低い場合が多く、通常の genomic DNA を用いた解析では変異
を捉えきれないことがあると考えられる。本研究では末梢血単核細胞を用いて genomic DNA 及
び cDNA を用いて ATLL において CCR4 変異解析を実施し、cDNA の方が多数の症例で変異の検出



が可能であることを示した (Shumpei Mizuta, et al.Am J Clin Pathol)。 
 
(V)GATA1 
GATA1 は赤芽球/巨核芽球分化における master regulator とも呼べる転写因子である。Down 症
の新生児では一定の割合でクローン性に巨核芽球が増加する一過性異常骨髄増殖症 (TAM) を
発症するが、21 トリソミーと GATA1 変異がその原因であり、TAM の証明に必須のパラメーター
である。TAM は多くが自然消失することから出生時に既に寛解に近い状態であることも多く、
腫瘍細胞比率が低値であるため GATA1 変異の検出による TAM の証明が困難である場合が多い。
本研究では GATA1 の発現のほとんどが赤芽球系/巨核芽球系に限定されることに着目し、
genomic DNA に加えて cDNA を用いた変異解析を実施した。その結果、cDNA を用いた解析では
10 例の TAM を検出したのに対し、genomic DNA では僅か 4例に留まった。cDNA で変異陽性であ
った症例のうち 2例は末梢血中で形態学的に異常細胞を指摘できなかった症例（silent TAM）
であった。またフラグメント解析を用いた場合、症例によって芽球比率 0.005～0.01%相当の症
例で GATA1 変異を検出できた。以上より無症候性の TAM の診断や、後の急性巨核芽球性白血病
の発症に備えたモニタリングに cDNA を用いた解析が非常に有用であることが示された (国際
雑誌に投稿中）。 
 
このようにこれまで臨床検査としてリアルタイムに解析することが困難であった遺伝子異常の
一部については、簡易的に実施可能な解析法を提案してきた。疾患の特性に応じて敢えて RNA
を検査対象として選択することで感度が大きく向上する場合もあり、診断時のみならず治療後
の評価にも応用可能である。これらのデータは国際雑誌において広く公開されており、遺伝子
検査のデータに基づいたテーラーメイド医療の普及に貢献できるものと考える。 
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