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研究成果の概要（和文）：MLL転座陽性ALLに対して次世代シーケンス技術を用いてIGH再構成ならびに転座切断
点を同定し、droplet-digital PCRによる定量を行い、詳細なクローン構造を明らかとした。KMT2A::AFF1と
KMT2A::MLLT1例では、複数のIGH-DJ再構成からなる多数のminor cloneで構成される症例が多く, IGH再構成では
なく転座切断点を用いたMRD評価が必要と考えられた。一方でAFF1やMLLT1以外の相手遺伝子との転座例では、比
較的均一なクローンから成っている症例が多く、転座の有無や相手遺伝子によりクローン構造が大きく異なるこ
とが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we performed target-capture sequencing to identify clonal 
IGH-VDJ rearrangements and genomic breakpoints of MLL (KMT2A) rearrangements. We quantified these 
clone sizes by droplet-digital PCR to elucidate detailed clonal structures in ALL cases with MLL 
rearrangement.
In the KMT2A::AFF1 or KMT2A::MLLT1 cases, multiple IGH-DJ rearrangements were identified, and most 
cases were composed of various minor clones in cells with KMT2A rearrangement. On the other hand, 
ALL cases with MLL rearrangement to other genes have a limited number of rearrangements and were 
composed of simple monoclonal structures. Oligoclonal IGH rearrangements were also identified in 
infant ALL cases without KMT2A rearrangements, but most of the rearrangements were complete V(D)J 
type. KMT2A::AFF1 and MLLT1 cases were often difficult to evaluate minimal residual disease using 
IGH rearrangements, and MRD evaluation using genomic KMT2A breakpoints was considered useful 
alternative.

研究分野： 血液腫瘍学

キーワード： 急性リンパ性白血病　微小残存病変　クローン構造　乳児白血病　KMT2A転座

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
乳児ALLがoligoclonalな再構成を有していることは既に知られていたが、本解析により単に再構成の数では表せ
ないクローン構造を正確に示すことができた。KMT2A転座例において転座切断点を用いたMRD評価の有用性は次期
臨床試験において前向きに検証予定であるが、転座相手遺伝子によって、その重要性は異なることが明らかとな
った。クローン構造の理解に基づく正確なMRD評価は、再発リスク評価による治療成績の改善や新規治療開発の
治療判定に寄与するとともに、不必要な造血幹細胞移植やCART療法を回避することの臨床的、医療経済的な意義
は非常に大きいと考える。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
クローン進化に基づく多様性の獲得は多くのがん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、
免疫グロブリンおよび T 細胞受容体遺伝子（Ig/TCR）の V(D)J 遺伝子再構成を用いた腫瘍クロ
ーンの定量評価に基づく微小残存病変（MRD）測定が行われている。MRD は実際に行われた治
療に対する反応性を反映するとともに、再発や生存率と強く相関することから、MRD の残存レ
ベルに応じた層別化治療が標準的に行われている。造血幹細胞移植や近年開発が進む細胞免疫
療法の適応判断に用いる重要な臨床指標となっており、MRD 評価の正確性が強く求められてい
る。米国では次世代シーケンス(NGS)技術などを用いた高感度な測定技術の実用化されているが、
複雑なクローン構造をとる症例の評価や前白血病クローン残存の臨床的意義など、MRD 測定結
果の正確な解釈は必ずしも容易ではない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、難治かつ従来法での MRD 評価が困難とされる MLL（KMT2A）転座陽性 ALL を
主たる対象として、転座のゲノム上の切断点評価を合わせて行うことで、白血病細胞の正確なク
ローン構造を明らかとし、本病型に最適な MRD 評価系の構築を目指す。 
KMT2A 転座陽性 ALL の治療成績の改善には、より正確な微小残存病変（MRD）評価が不可欠
であるが、免疫グロブリン・Ｔ細胞受容体遺伝子（Ig/TCR）再構成がオリゴクローナルに観察
され、未熟な再構成も多いために、標準的な Ig/TCR 再構成を用いた MRD 評価が可能である症
例は半数程度に留まる。先行研究において申請者らが開発した Ig/TCR 再構成の網羅的な解析法
により MRD 評価率の改善は得られているが、評価可能症例においても MRD 陰性到達後に早期
に再発をすることも散見され、MRD 評価上の課題は解決に至っていない。転座のゲノム上の切
断点に基づく MRD 評価を行うことで、より正確なクローン構造を明らかとし、難治性 ALL の
MRD 評価法ならびに治療開発の基盤となる再発・難治に関わる病態の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
JCCG（日本小児がん研究グループ）が乳児 ALL を対象に行った臨床試験 MLL10 研究に登録
された KMT2A 転座陽性例 72 例および転座陰性例 15 例について、クローナルな Ig/TCR 再構
成ならびに KMT2A 転座切断点の同定を行った。Ig/TCR の VDJ 領域ならびに KMT2A および
転座パートナー遺伝子である AFF1，MLLT1, MLLT3 の既知の転座切断点を網羅するように設
計した capture bait を用いて、NGS で Ig/TCR 再構成と KMT2A 転座の切断点を合わせて解析
した。シーケンスされた配列から Vidjil パイプラインを用いて Ig/TCR 再構成を同定し、
Genomon₋SV を用いて転座切断点を検出した。クローナルと判断された Ig/TCR 再構成に対し
ては EuroMRD のガイドラインに基づいて特異的プライマーを設計し、定量 PCR による MRD
評価を行った。 
さらには、定量性評価に優れる droplet digital PCR(ddPCR)を用いて、再構成ならびに転座配
列に相補的に設計したプライマーを用いて、各クローンサイズの定量を行った。 
 
４．研究成果 
（１）KMT2A 切断点の同定 
KMT2A 転座切断点の解析では、62 例（86％）
において、ゲノム上の切断点が同定された。
比較的稀な partner 遺伝子であったために、
partner 遺伝子側にベイトが設計されていな
い MLLT4, MLLT6, AFF3 などとの転座例に
おいても、KMT2A 側のベイトにより 4 例で
切断点を捕捉可能であった。KMT2A::AFF1
や KMT2A::MLLT1 の多くは KMT2A の切
断点は exon9 から exon11 にかけて分布する
のに対して、KMT2A::MLLT3 やその他の
partner 遺伝子との転座においては KMT2A
上の切断点が exon8 から exon10 に分布する
症例が多い傾向が認められた。 
 
（２）KMT2A 切断点を用いた MRD 測定技
術の開発 
ゲノム上のKMT2A転座切断点に対して相
補的なプライマーおよび蛍光プローブを
作成し、定量 PCR を用いて微小残存病変

図１ Ig/TCR 再構成を用いた MRD 結果と KMT2A

切断点を用いた MRD 結果の比較 



（MRD）の定量評価を行ったところ、54 例で 1×10e-4 以下での高感度な測定が可能となり、
IG/TCR 再構成による MRD 測定を組み合わせると、ほぼ全例で MRD の定量評価が可能となっ
た。Target-capture sequence で切断点が同定できなかった 6 例について inverse PCR などを用
いて切断点の同定を行ったが、切断点は Alu などの反復配列内に存在しており、定量 PCR 用の
プライマーは設計不能であった。すなわち、Target-capture sequence で全例の切断点決定はで
きないものの、MRD 評価を目的とした切断点の同定には有効な方法であると考えられた。 
MLL10 臨床研究において治療経過中に採取された骨髄検体を用いて、KMT2A 転座切断点およ
び IG 再構成の両者で MRD 評価可能であった測定結果を比較すると、1×10e-3 よりも低いレベ
ルでは定量結果の乖離がある症例があり、IG 再構成では MRD が消失しているにも関わらず、
KMT2A 切断点では陽性となる症例が散見された（図１）。臨床経過を比較すると IG/TCR によ
る MRD が消失時に KMT2A 切断点 MRD が残存している症例は再発率が高く、KMT2A 切断
点での MRD 評価で陰性となった症例は、IG 再構成で陰性となった症例に比し、再発率が低く、
予後は良好であった。 
 
（３）乳児白血病における IGH 再構成の特徴とクローン構造 
KMT2A::AFF1 と KMT2A::MLLT1 陽性 ALL では、平均 3 個の IGH 再構成が同定された。
KMT2A::AFF1 例の大半は IGH 以外の Ig/TCR 再構成は認めなかった。AFF1 以外の症例では
TCRγの再構成は高頻度に認められるものの、他の TCR 遺伝子の再構成の頻度は低かった。
IGK 再構成は、KMT2A 転座陰性例の約 70％で認められるものの、KMT2A 転座例では稀であ
った。KMT2A 転座の有無や転座相手遺伝子によって、V(D)J 再構成の進行度すなわちリンパ球
系細胞としての分化度が異なっていると推測された。 
IGH 再構成においては、IGHD3.9 や IGHJ6 など限られた再構成で選択される Usage に顕著な
偏りが観察をされた。また、VD 間の再構成を生じていない IGH-DJ 再構成を複数個認めること
が多く、ddPCR による定量評価の結果、大半の白血病細胞に共通した再構成を有する症例は限
られ、比較的小さいサイズの様々な clone で構成される症例も認められ、複雑なクローン構造を
有する症例に再発例が多い傾向が認められた。 
一方で AFF1 や MLLT1 以
外 の 相 手 遺 伝 子 と の
KMT2A 転座例では、観察
される再構成数は限られ、
比較的均一なクローンから
成っていると考えられる症
例が多く、転座相手遺伝子
によりクローン構造が大き
く異なると考えられた。
KMT2A 転座陰性例につい
ても解析を行ったところ、
陽性例同様に再構成数は多
い傾向にあったが、
VDJ 再構成が多く、
Usage の偏りも少な
く、AFF1 転座例にお
ける再構成とは異な
っていた。（図２） 
KMT2A 転座切断点はすべての白血病細胞に共通して認められるため、多数の再構成を有してい
る症例においても、治療経過中のクローン変化の影響を受けずに、MRD の定量評価が可能とな
る。その一方で、切断点毎に蛍光プローブの作成が必要であること、治療介入すべき MRD 値の
解釈など課題も残されている。AFF1 や MLLT1 以外の相手遺伝子との KMT2A 転座例などク
ローン構造が均一と思われる症例は MLL10 研究で行われた治療で良好な治療成績が得られて
おり、よりクローン構造が複雑である KMT2A::AFF1 および MLLT1 例においては KMT2A 切
断点を用いた MRD 評価の有用性が高いと考えられる。 

図２ IGH V(D)J 再構成は KMT2A 転座の有無や相手遺伝子によって

Usage の偏りが異なる 赤線は DJ 再構成、青線は VD 再構成を示す。 
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