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研究成果の概要（和文）：造血器腫瘍の診断・治療選択に直結する遺伝子変異解析検査法の確立を目指し、骨髄
系腫瘍遺伝子検査パネルを作成して改良を重ねた。これまでに、900件のクリニカルシークエンスを実施し、骨
髄系腫瘍のリスク分類に対応可能な検査パネルが完成した。検体として骨髄塗抹標本を用いた解析法を確立し、
初発時検体や経時的変化の解析が可能となった。また、パネル検査で遺伝子の欠失・増幅を検出するコピー数解
析法を確立し、エクソン単位での遺伝子欠失や増幅の検出を可能にした。さらに、急性リンパ性白血病関連遺伝
子を加えたパネルやB細胞系リンパ腫に対応可能なパネルも作成し、運用を開始した。

研究成果の概要（英文）：Gene mutations are essential determinants in diagnosis of myeloid neoplasms.
 We performed clinical targeted sequencing using commercially available myeloid panel and a 
custom-designed panel in 900 cases with myeloid neoplasms. Our improved myeloid panel can provide 
useful gene information to decide risk classification of myeloid malignancies. We verified that 
smear samples can be used for clinical molecular diagnosis. Further, we established a method to 
detect micro copy number alterations from amplicon-based target sequencing. New panels including 
lymphoid genes are also prepared for diagnosis of lymphoid neoplasms. Thus, comprehensive analysis 
of gene mutations and copy number alterations can be used for more sophisticated molecular 
diagnostics.

研究分野：臨床検査学、血液内科学、遺伝子解析

キーワード： 分子診断　骨髄系腫瘍　次世代シークエンサー　遺伝子パネル　急性リンパ性白血病　コピー数解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝子パネル検査を用いた臨床症例の解析から、必要十分な解析対象遺伝子を絞り込んだ「骨髄系腫瘍診断検査
パネル」を作成した。初発時にこのパネル検査を行うだけで、診断に有用な多数の遺伝子情報が得られ、適切な
治療選択や予後予測が可能である。また、初診時の保存細胞がなく、すでに治療が行われて腫瘍細胞が得られな
い場合、初発時の骨髄塗抹標本での遺伝子パネル解析も可能であり、移植適応判断等に有用である。これまでの
単一遺伝子変異解析に取って代わるだけでなく、染色体検査や白血病キメラスクリーニング検査に匹敵する検査
法を確立できたと考える。

※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 
(1) 白血病を代表とする骨髄系腫瘍には、急性骨髄性白血病（Acute myeloid leukemia, AML）、
骨髄異形成症候群（Myelodysplastic syndromes, MDS）、骨髄増殖性腫瘍（Myeloproliferative 
neoplasms, MPN）および骨髄異形成／増殖性腫瘍（Myelodysplastic /myeloproliferative 
neoplasms, MDS/MPN）の４大カテゴリー、およびリンパ系腫瘍との境界域や分化系統不明瞭な白
血病などの疾患カテゴリーが含まれている。これらの骨髄系腫瘍は、古くは FAB 分類により形態
学的に分類されていたが、フィラデルフィア染色体に始まった染色体検査が広く普及して染色
体所見により分類されるようになり、次第に遺伝子異常に基づく分類が主体となった。現在の
WHO2016 分類では、染色体異常により形成されるキメラ遺伝子の他にも、遺伝子変異により規定
される病型（NPM1 変異、CEBPA 変異）が定着し、暫定病型として RUNX1 変異も組み入れられた。
また、JAK2 変異のように診断基準に定められているものもある。それ以外にも、細胞増殖にか
かわるシグナル受容・伝達系の活性化をきたす遺伝子変異（FLT3-ITD、KIT 変異など）は治療反
応性や生命予後に密接に関与することが明らかになっている。このような遺伝子異常の機能解
析は世界中で行われており、それぞれ腫瘍発症の原因となっていることが明らかになっている。 
 
(2) 研究代表者らの研究グループでは、RUNX1 遺伝子変異を中心に骨髄系腫瘍患者における遺
伝子異常の解析を行い、発症機序解明を目指してきた。これらの研究において、RUNX1 遺伝子以
外にも、転写因子（CEBPA、GATA2）、シグナル伝達系（NRAS、KRAS、KIT、FLT3 など）、RNA スプ
ライシング（SF3B1、SRSF2、U2AF1）、クロマチン修飾（EZH2）、癌抑制因子（TP53）などの各遺
伝子変異を PCR-SSCP 法やサンガーシークエンス法により個別に解析し、臨床病態との関連を明
らかにしてきた。その中で、遺伝子変異は単独で疾患を発症するのではなく、他の変異との協調
が必須であることが明らかとなった。近年、次世代シーケンス技術により骨髄系腫瘍発症に関わ
る遺伝子異常がほぼ同定され、その中で特定の遺伝子異常が協調的に働きそれぞれの骨髄系腫
瘍の多様な病態を発症させていることが明らかにされた。さらに付加的な遺伝子変異が生じる
と病型の進展が生じ、急激な単一腫瘍細胞の増殖をきたす。こうした遺伝学的背景が明らかにな
ったことから、骨髄系腫瘍の診断においては病型の根幹を成すキメラ遺伝子などの主たる変異
以外にも、病態形成に協調的に働く遺伝子異常を検出することが重要であり、多数の遺伝子変異
を同時に解析する必要性が生じてきた。 
 
(3) 骨髄系腫瘍には様々な病型があり、病態や治療法が異なる。大規模な遺伝子解析研究によ
り骨髄系腫瘍に関わる遺伝子変異がほぼ明らかとなり、病型と遺伝子異常の関係が示されてい
る。しかし実際の臨床検査で調べられる遺伝子異常は限られており、研究的知見が全く反映され
ていない。従来の染色体検査や単一の遺伝子変異では診断できない症例も多く、また特定の変異
遺伝子に有効な薬剤の開発が進んできたことから、遺伝子パネル検査の必要性が高まっている。
我々が立ち上げた次世代シーケンサーを用いた遺伝子パネル解析システムでは、主要な遺伝子
変異やキメラ遺伝子、遺伝子増幅や欠失が検出可能である。初代の既成パネルで造血幹細胞移植
約 200 例の解析を行った結果から遺伝子パネルについて再検討し、別の既成パネルにいくつか
の遺伝子を加えた「駒込パネル」を作成した。これを用いて外来・入院患者約 100 例および後方
視的研究約 100 例の解析を行い、臨床診断に有用な解析結果を得ることができた（Najima et al. 
BMT 2020）。臨床診断と遺伝子診断の乖離例が少なからず存在しており、①パネル遺伝子の絞り
込み、②コピー数判定法確立、③サンガー法による検証、などを行うことによって骨髄系腫瘍の
診断に実用的なパネル検査システムを確立できると考えた。 
 
 
２．研究の目的 
(1) 遺伝子異常により腫瘍化する細胞
の分化段階は、病型により異なってい
る。遺伝子異常ごとに多彩な骨髄系腫瘍
が発症し、表現型が異なれば増殖性や治
療反応性も大きく異なることから、治療
方法も異なっている。したがって、病初
期に正しく遺伝子診断することが治療
成績の向上のために非常に重要である
と考えられる。しかし、現在の骨髄系腫
瘍の診断は、塗抹標本による形態学的解
析、細胞表面抗原検査、染色体検査およ
びキメラ遺伝子検査が主体であり、遺伝
子変異検査はいくつか個別に行われてはいるが、まだ開発途上である（図１）。骨髄系腫瘍の研
究では網羅的遺伝子変異解析や発現解析が盛んに行われ、数多くの知見が得られているが、その
臨床実装には程遠いのが現状である。そこで本研究では、診断・治療選択に直結する遺伝子変異

図１．骨髄系造血器腫瘍と周辺疾患の鑑別診断 



解析検査法の確立を目指し、遺伝子パネル検査を用いた臨床症例の解析から必要十分な解析対
象遺伝子を絞り込んだ「骨髄系腫瘍診断検査パネル」を作成する。初発時にこのパネル検査を行
うだけで正確な診断と適切な治療選択や予後予測が可能となる。 
 
(2) 初診時の保存細胞がなく、すでに治療により寛解状態の症例において、予後リスク因子の
有無を解析したいという検査依頼が多い。したがって、様々なサンプルから核酸を得て遺伝子解
析ができれば、有用な臨床情報を提供可能である。初発時の未染・染色済骨髄塗抹標本から
DNA/RNA を抽出してパネル検査を行う方法を確立する。保存細胞と塗抹標本で検出できる遺伝子
変異に差がないことは確認済みである。また病理標本、生検片などからの検査も試みる。これま
での単一遺伝子変異解析に取って代わるだけでなく、染色体検査や白血病キメラスクリーニン
グ検査に匹敵する、あるいはそれ以上の検査法を確立できると考える。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 対象となる骨髄系腫瘍患者の検体および臨床情報収集 
新規に骨髄系腫瘍と診断された患者のうち、説明文書および同意文書を用いたインフォームド・
コンセントが得られた症例から骨髄液または末梢血を採取すると同時に臨床情報を収集する。
本研究は東京都立駒込病院倫理審査委員会の承認済である。患者検体は単核球分離後に DNA お
よび RNA を抽出する。骨髄塗抹標本を含む保存検体についても、患者本人の承諾を得て本研究に
組み入れる。 
 
(2) 遺伝子変異解析パネルを用いた DNA 遺伝子変異解析 
患者 DNA を用いて、次世代シークエンサーを用いたターゲットシークエンスにより骨髄系腫瘍
に高頻度に認められる遺伝子変異を解析する。対象遺伝子は AmpliSeq Myeloid Panel に含まれ
る 40遺伝子および追加 28遺伝子により作成した計 68 遺伝子の「駒込ミエロイドパネル」を用
いた解析を行う。骨髄系腫瘍のうち、染色体検査で異常が検出されない MPN、MDS、MDS/MPN など
の疾患カテゴリーにおいて、特徴的に認められる遺伝子変異を１回の検査で検出し、その診断有
用性を解析する。また、AML においても WHO 分類に組み入れられている遺伝子変異や、予後不良
因子などを一度に検出する。同定された遺伝子変異は、PCR アガロースゲル泳動やサンガーシー
クエンス法により確認する。 
 
(3) 遺伝子変異解析パネルによる遺伝子欠失・増幅の検出 
２のパネル解析に含まれる遺伝子の各リード数を相互に比較することにより、染色体レベルか
らエクソンレベルまでの遺伝子の欠失・増幅を検出する。正常核型でパネルに含まれる遺伝子の
欠失・増幅のない症例を集積してコントロールとし、遺伝子全体あるいはエクソンの欠失・増幅
を判定する。パネルの遺伝子数には限りがあるが、シークエンスでは検出できない片アレルの遺
伝子欠失・増幅を検出することで、KMT2A/MLL 遺伝子の一部増幅（MLL-PTD）や遺伝性骨髄系腫瘍
の原因となる RUNX1 遺伝子片アレル欠損あるいは一部のエクソン欠失などの病的意義を有する
遺伝子異常の同定が可能となる。 
 
(4) RNA 融合遺伝子解析パネルによる既知の融合遺伝子の検出 
融合遺伝子の存在が推定される症例では、RNA パネル解析を行う。染色体検査で異常を認めない
場合や、染色体解析ができない場合にも行いうる。また、BCR-ABL1のタイプの違い（major, minor, 
micro）を検出できることも検証済みである。対象融合遺伝子は AmpliSeq Myeloid Panel に含ま
れる 28遺伝子の 687 融合である。詳細な配列の解析により、融合遺伝子の変異やエクソン欠失
なども検出可能であり、薬剤耐性機序解明にも応用可能である。 
 
(5) 骨髄系腫瘍診断検査パネル作成と検証 
以上の解析結果を基に、必要最小限に絞り込んだ遺伝子解析パネルを作成する。このパネルの診
断能力について、臨床情報が付随する保存検体を用いて検証する。高頻度に認められるが意義不
明な遺伝子異常については、研究分担者により遺伝子異常機能解析を行い、病的意義の有無を確
認する。遺伝子変異体導入ベクターを作製し、変異体を導入した細胞株や造血幹細胞の分化・増
殖能を解析する。変異体およびその組み合わせにより、特定の病型を再現できるかを検証するた
め、骨髄移植モデルマウスの作製を試みる。 
 
 
４．研究成果 
(1) 遺伝子パネル検査を用いた骨髄系腫瘍診断システムの実装化 
パネルに含まれる遺伝子は、最新の知見や本邦での変異頻度を勘案して改良を行い、骨髄不全関
連遺伝子変異を補強して 2020 年 9月に version 2.0 での解析を開始した。臨床情報として末梢
血所見、骨髄所見、染色体所見、細胞表面抗原所見を収集し、データベースを作成して臨床診断
と遺伝子診断の比較検討を行っている。院内で臨床検体から DNA/RNA を抽出し NGS 解析を行う
ため、迅速な結果返却が可能である（速報として約 1週間、報告書は 10～20 日）。毎週 5～10サ



ンプルのシークエンスを実施し、これまでにクリニカルシークエンス症例は累計で 900 件を超
えた。遺伝子変異解析は、結果を基にエキスパートパネルを行い、造血器腫瘍がんゲノム医療を
実践している。さらに、多数の臨床研究や症例報告に使用されている（Konishi et al, Sci Rep 
2022 他）。 
 
(2) 微量サンプルを用いた解析 
骨髄細胞検体（新鮮・凍結保存）の入手が困難な症例においては、微量サンプル（骨髄塗抹標本、
骨髄生検標本の一部、血液クロット等）や病理標本などからの核酸抽出・ライブラリ作成を工夫
し、解析が可能となっている。他機関では通常行われていない骨髄塗抹標本からの解析について
は、臨床的に必要性が高く依頼が多いことから、ノイズ除去等の様々な工夫を行って解析システ
ムを構築した。この結果を取り纏め、学会・論文で報告した（Sadato et al. PLoS One 2021）。
当院は造血幹細胞移植の拠点病院であり、他院で治療を行った後に完全寛解状態で受診するこ
とが多く、初発時の骨髄塗抹標本を用いたクリニカルシーケンスによって移植適応判定や予後
予測を行うことが可能となった。 
 
(3) 遺伝子欠失・増幅の検出 
通常 SNP アレイ等により解析される遺伝子の欠失・増幅について、パネル
検査で検出する手法を確立し、遺伝子一部増幅（PTD）や片アレル欠損・一
部エクソン欠失などの病的意義を有する遺伝子異常の同定を可能にした。
全症例でコピー数解析を実施し、正常核型症例の遺伝子欠失や KMT2A/MLL
遺伝子の PTD の検出（図２）、染色体検査未施行例の不均衡型染色体異常検
出など有用な情報を提供できている。パネル検査によるコピー数異常の検
出については学会発表を行い、投稿準備中である。 

図２．MLL-PTD の検出 
 
(4) 遺伝子パネルの改良 
臨床科からの要望により、急性リンパ性白血病
（ALL）の診断・予後予測に有用な遺伝子パネ
ル作成を行った。基盤となる市販のパネルにも
一部の遺伝子は含まれているが、さらに ALL 関
連遺伝子を加えた新規パネル（version 3.0）
を作成し、ALL や混合型白血病（MPAL）症例を
中心に解析を開始した。また、一部～全欠失が
病的意義を有する遺伝子や、ホットスポット以
外の部位の変異が薬剤耐性に関与する遺伝子
などでは、遺伝子全長をパネルに加えて解析の
厚みを増し、骨髄系腫瘍の遺伝子異常によるリ
スク分類にも対応可能な改良版検査パネルを
構築した（version 2.1）（図３）。さらに最新
版（version 2.2）は、VEXAS 症候群や MDS の予
後予測（IPSS-M）にも完全に対応可能であり、
より臨床に有用なパネルの構築に努めている。 

図３．骨髄系腫瘍検査パネルに含まれる遺伝子 
 
(5) 骨髄系腫瘍モデルマウスの作製と検証 
遺伝子パネル検査によって、MDS 症例において
RUNX1 変異と CBL 変異/エクソン欠失の組み合わせ
が認められることを発見した。両遺伝子異常をマウ
スに導入したところ、低芽球比率の MDS を発症し
た。このモデルマウスの解析により、ミトコンドリ
アの過剰な断片化が炎症性シグナル経路の活性化
をきたし、MDS 病態の根幹となっていることを明ら
かにした（Aoyagi, et al. Cancer Discov 2021）。
さらに、患者検体でミトコンドリア断片化とクリニ
カルシーケンス結果を照合したところ、遺伝子変異
の種類によらず、最終的にミトコンドリアの断片化
をきたして MDS 病態を呈することが明らかになっ
た。このように新たな診断や治療法の確立につなが
る知見が得られており、今後も遺伝子パネル検査と
合わせて解析を進めていく予定である。 

図４．RUNX1 変異症例の遺伝子変異解析結果  
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