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研究成果の概要（和文）： 
治療関連造血器腫瘍の頻度や遺伝子異常、原因となる薬剤について解析を行い、急性前骨髄球

性白血病（APL）治癒後の治療関連白血病に RUNX1 変異やキメラ遺伝子が関与することを示した。

APL 治療プロトコール含まれるエトポシドが造血幹細胞に対して MLL や RUNX1 遺伝子のゲノム

障害を引き起こす可能性を示唆した。さらに RUNX1 変異が BMI1 と協調して治療関連 MDS/AML

発症に関わることを検証した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
We analyzed genetic abnormalities in the patients with therapy-related myeloid 
neoplasms (t-MN), and found that gene abnormalities of RUNX1 or MLL gene were the 
most common molecular abnormalities in t-MN after acute promyelocytic leukemia 
treated with VP16. VP16-treated cells showed rearrangement bands in both RUNX1 and 
MLL genes, suggesting that it may result in subsequent development of t-MN. 
Furthermore, we verified that RUNX1 mutant collaborates with BMI1 overexpression in 
the development of t-MDS/AML. 
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１．研究開始当初の背景 
悪性腫瘍に対する化学療法・放射線療法の進
歩により、原発腫瘍の寛解率・治癒率は飛躍
的に向上した。しかし一方で、治療関連の二
次癌として急性骨髄性白血病（AML）や骨髄
異形成症候群（MDS）が増加しており、特に

悪性リンパ腫や乳癌では非常に高率である。
これらの治療関連 AML・MDS は治療抵抗性の
ことが多く、原発腫瘍の増悪を伴って全身状
態が悪化し、急速に不幸な転帰をとることが
多い。 
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２．研究の目的 
今後も増え続けると予測される治療関連造
血器腫瘍に対し、本研究計画では①どれ位の
頻度で起こっているのか（疫学的実態調査）、
②どのような原因で治療関連 AML・MDS が起
こるのか（遺伝子異常の検索）、③どのよう
な治療と関連して起こるのか（薬剤量・放射
線量の解析）について、治療関連 AML・MDS
の後ろ向き調査および原発性腫瘍患者の追
跡調査を行って、病態および分子機序を解明
する。「腫瘍医」が脚光を浴び、原発腫瘍に
対する強力な治療および急性期の対処に注
目が集まる一方で、晩発性に発症する二次癌
に対する意識は希薄である。本研究計画は、
繰り返し悪性腫瘍に苦しむ患者を発生させ
ない、より的確な医療を目指すものである。 
 
３．研究の方法 
(1)治療関連造血器腫瘍患者におけるマスタ
ー遺伝子異常の検出およびレトロスペクテ
ィブ解析 
①患者症例の集積…化学療法や放射線治療
により生じたと考えられる AML・MDS 患者を
診断し、研究への同意が得られた症例の臨床
情報および遺伝子変異解析用のサンプルを
収集した。 
②MDS および AML 患者の遺伝子変異の検出…
患者サンプルから DNA・RNA を抽出して PCR
で目的遺伝子を増幅し、変異を同定した。 
③原疾患ごとのマスター遺伝子異常の同定
…患者臨床情報および遺伝子変異解析結果
をデータベース化し、どのようなマスター遺
伝子異常を獲得して二次性の AML・MDS を発
症したかを解明した。 
④原発腫瘍発症時までさかのぼった後方的
再評価…臨床検査や骨髄検査・染色体検査の
所見を、原疾患診断時から経時的に解析し、
治療により生じた変化を同定した。 
(2)造血器腫瘍患者のプロスペクティブ解析 
化学療法や放射線治療を開始する症例で、同
意を得た上で観察研究を行った。 
①治療前評価および観察研究…治療前にマ
スター遺伝子異常が存在しないことを確認
し、治療の各段階で、血液検査および骨髄検
査などを施行し、新たな異常の有無を観察し
た。 
②治療内容の詳細な記録を行った。 
(3)治療関連 AML・MDS のマスター遺伝子異常
獲得の実証 
①造血幹細胞に対するゲノム障害実験…ヒ
ト臍帯血から CD34 陽性細胞を分取して増幅
し、抗がん剤 VP16 に曝露して一定期間培養
した後、DNA を抽出した。 
②マスター遺伝子異常と関連した遺伝子異
常の検出…MLL 遺伝子、AML1 遺伝子の転座切
断点が集積する領域を、inverse PCR 法を用
いて増幅してキメラ遺伝子を検出した。 

(4)マスター遺伝子異常の白血病原生作用の
確認 
①導入ベクターの構築…RT-PCR で遺伝子変
異体の cDNA を作成し、発現ベクター・レト
ロウイルスベクターpMXs に組み込んだ。 
②ヒト造血幹細胞への導入および増殖能の
検討…臍帯血由来 CD34 陽性細胞にレトロウ
イルスを感染させて分取し、各種サイトカイ
ン存在下で培養して分化･増殖能、生存率、
自己複製能を検討した。 
③遺伝子プロファイリングの検討…遺伝子
異常導入細胞と正常細胞の遺伝子発現の違
いをマイクロアレイで解析した。 
 
４．研究成果 
(1)急性前骨髄球性白血病（APL）治療後造血
器腫瘍 
APL は治療成績が優れており予後良好で治癒
の期待できる白血病である。しかし近年、APL
治癒後の AML・MDS の報告が相次いでいる。
そこで APL 全症例の調査を行い、124 例中再
発 10例、治療関連 AML・MDS11 例を解析した。
治療関連 AML・MDS 例の腫瘍細胞は初発や再
発 APL のものとは異なり、幼若な造血幹細胞
から発生したものであった。遺伝子異常とし
て RUNX1点突然変異やキメラ遺伝子などが同
定され、APL 白血病細胞とは異なる正常ある
いは preAPL 造血幹細胞が APL に対する治療
により遺伝子異常を獲得して発症している
ことが示唆された。 
(2) エトポシドを用いた造血幹細胞に対す
るゲノム障害実験解析 
ヒト臍帯血から CD34 陽性細胞を分取して増
幅し、通常治療に用いる濃度のエトポシドに
１時間曝露した後、様々な期間培養した。コ
ントロール細胞も同様に培養を行い、曝露３
時間後および１－２週間後に DNAを抽出した。
MLL 遺伝子、AML1 遺伝子等の転座切断点が集
積する領域を、inverse PCR 法を用いて増幅
し、キメラ遺伝子の検出を行った。エトポシ
ド曝露後３時間では、多数の再構成バンドが
認められたことから、エトポシドにより DNA
切断後、修復機構が働くもののかなりの確率
で転座が生じていることが明らかになった。
しかし１－２週間経過すると、再構成バンド
は減少することから、クローン性に増殖して
いくものはまれで、ほとんどが淘汰されるこ
とが推測された。その一方で、コントロール
細胞では１－２週間の培養後に再構成バン
ドが増加したことから、抗癌剤などの曝露が
なくても、サイトカイン存在下で急速に増幅
している造血幹細胞は、経過中に遺伝子再構
成が起こりやすいことが示唆された。このこ
とは胎児白血病やドナー由来白血病などの
原因を考えるうえで重要な所見と考えられ
た。 
(3) 治療関連MDS/AMLを発症させる原因遺伝



子異常（RUNX1 変異）を導入したヒト造血幹
細胞、およびマウス BMT モデルの解析 
RUNX1 の D171N 変異は治療関連 MDS/AML に最
も高頻度にみられる変異である。この変異を
ヒト CD34 陽性細胞に導入すると、自己複製
能の亢進、分化抑制、3 血球系の異形成、未
分化性が認められるが、増殖能は欠いていた。
この細胞では BMI1 が低発現であったが、
RUNX1変異を有するMDS患者のCD34陽性細胞
では、BMI1 高発現であったことから、両者の
協調作用を検討した。D171N 変異と BMI1 の共
発現により、ヒト CD34 陽性細胞、マウスモ
デル共に増殖性の亢進が認められた。また、
D171N変異を導入したCD34陽性細胞に後から
BMI1 を導入すると、高リスク MDS 様の芽球増
加を伴う緩やかな細胞増殖が認められた。以
上のことから、BMI1 が RUNX1 変異と協調して
治療関連 MDS/AML発症に関わることが示され
た。 
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