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研究成果の概要（和文）： 

ダウン症児において一過性異常骨髄増殖症 (TAM)から急性巨核芽球性白血病（DS-AMKL）に進

展するメカニズムを明らかにするために、DS-AMKL 11例、non-DS-AMKL 12例についてSNPアレイ

および遺伝子解析を行った。DS-AMKL/non-DS-AMKLにおいて、somatic gainが7/7例、deletion

が8/5例みられた。遺伝子解析ではGATA1変異がDS-AMKLの11例、non-DS-AMKLの1例で確認された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
To reveal the mechanism of the development from transient abnormal myelopoiesis (TAM) 
to acute megakaryoblastic leukemia (DS-AMKL) in children with Down syndrome, we analyzed 
these subgroups of patients (11 children with DS-AMKL, 12 children with non-DS-AMKL) by 
SNP array-based karyotyping and sequencing. Somatic gains were found in 7 DS-AMKL patients, 
while deletions were found in 8 DS-AMKL patients. Somatic gains were found in 7 non-DS-AMKL 
patients, while deletions were present in 5 patients. Mutational screen found GATA1 
mutations in 10/11 DS-AMKL, but mutations were rare in non-DS-AMKL (1/12). 
 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2010 年度 1,800,000 540,000 2,340,000 

2011 年度 600,000 180,000 780,000 

2012 年度 600,000 180,000 780,000 

総 計 3,000,000 900,000 3,900,000 

 
 
研究分野：小児科学 
科研費の分科・細目：内科系臨床医学・小児科学 
キーワード：急性巨核芽球性白血病、ダウン症候群、一過性異常骨髄増殖症、染色体異常、CGH

アレイ、SNP アレイ、小児、GATA1 
 
 
１． 研究開始当初の背景 
ダウン症 (DS) 児においては、約 10％が新

生児期に一過性異常骨髄増殖症 (TAM) を発
症し、一旦は自然軽快するものの、その約
20％が 4 歳までに急性巨核芽球性白血病 

(AMKL) を発症することが知られている。
2002 年、Wechsler らは GATA1 遺伝子の後天
的変異を DS-AMKL 6 例全てに認めたと報告し
た（Wechsler J, et al. Nat Genet. 2002）。
その後、TAM においても GATA1 変異が確認さ
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れた。DSに発症する白血病のほとんどが AMKL
であるという事実は、GATA1 が赤血球、巨核
球の分化に不可欠な転写因子であることを
反映している。さらに、白血病の多段階発症
説から類推すると、AMKL の進展には GATA1 の
変異に加えて、細胞の増殖に関連する他の遺
伝子変異が関与していると考えられる。 

2006 年、Walters らは DS-AMKL 由来細胞株 
(CMK) 、 DS-AMKL 3 例 中 1 例 、 お よ び
non-DS-AMKL 16 例中 1 例に JAK3 変異を認め
たと報告した（Walters DK, et al. Cancer 
Cell. 2006）。我々も TAM から AMKL への進展
に関与する遺伝子を探るため、TAM および
DS-AMKL において、細胞増殖に関連すると考
えられる遺伝子（FLT3、NRAS、p53、KIT、JAK3、
JAK2）等の遺伝子変異の有無を検討した結果、
14 例中 2 例に p53 の変異を、11 例中 1 例に
JAK3 の変異を認めた (Hirose Y, et al. 
Leukemia. 2003; Kiyoi H, et al. Leukemia. 
2007)。しかし、ｐ53 および JAK3 変異は TAM
においてもそれぞれ 1 例ずつみられており、
TAMからAMKLへの進展に関与するとは考えに
くい。最近、Malinge らは DS-AMKL の 7 例中
2 例に FLT3 の変異を、小児 non-DS-AMKL の
20 例中、FLT3-ITD、KIT 変異および MPL 変異
を 1例ずつ認めたと報告した（Malinge S, et 
al. Blood. 2008）。このことから JAK-STAT
シグナル伝達経路に関する遺伝子と AMKL 発
症との関連が示唆され、さらに検討をすすめ
ていく必要があると考えられる。 
 
 
２． 研究の目的 

 
(1) TAM と DS-AMKL において CGH アレイ（SNP
アレイ）を施行し、比較することで染色体異
常の違いを明らかにし、染色体の増減の集中
する部位から候補遺伝子を絞り込み、さらに
遺伝子解析を行うことによって、TAM から
AMKL への進展に関与する遺伝子変異を同定
する。 
 
(2) これまでに AMKL の一部の症例において
変異が確認されている p53、JAK3、JAK2、FLT3、
KIT、MPL、ASXL1、IDH1/2、DNMT3A、RUNX1 お
よび CBL について、遺伝子変異の有無を確認
し、その頻度を明らかにする。 
 
 
３． 研究の方法 

 
(1) TAMおよびDS-AMKLの芽球から抽出した 
DNA を用いて、CGH アレイ（SNP アレイ）を施
行する。CGHアレイはアジレントのオリゴ DNA
マイクロアレイを用いる。まず、患者検体か
ら DNA extraction kit（Qiagen）を用いて抽
出した DNA（500ng～3μg）を Genomic DNA 

Labeling キットを用いてラベル化する
（DNA500ng 未満の場合はまず DNA を増幅す
る）。コントロールサンプルを Cy3-Dutp で、
ターゲットサンプルを Cy5-dUTP でラベル化
し、Microcoron YM-30 filter units (ミリ
ポア社)を用いてラベル化 DNA の精製および
濃縮を行う。その後、ハイブリダイゼーショ
ンを施行し、スライドグラスを洗浄する。次
にスキャンを行い、Feature Extraction ソ
フトウェアを用いてスポットの数値化を行
う。最後に CGH analytics を用いてデータ解
析を行う。 
複数の検体で重複してみられる染色体の

欠失や付加的異常の部位に位置する遺伝子
を候補遺伝子とし、白血病の発症に関わって
いる可能性の高い遺伝子から、その遺伝子の
コード領域全長を PCR 法により増幅後、直接
塩基配列決定法により遺伝子変異の有無を
解析する。 
 
(2)  これまでに AMKLにおいて変異が確認さ
れている GATA1、p53、JAK3、JAK2、FLT3、KIT、
MPL、ASXL1、IDH1/2、DNMT3A、RUNX1 および
CBL について、患者検体から抽出した DNA を
用いて、それぞれの遺伝子のコード領域全長
を PCR 法により増幅後、シークエンス反応を
経て、ABI3100 オートシークエンサーにより
塩基配列の決定を行い、変異の有無を解析す
る。 
 
 
４． 研究成果 

 
(1) DS-AMKL 11 例（図 1）、non-DS-AMKL 12
例（図 2）について SNP アレイを行った。
Somatic gain（図3）はDS-AMKLで 7例（1q gain
が 4 例、7q gain が 2 例）（64%）、non-DS-AMKL
で 7 例（trisomy 8 が 2 例、trisomy21 が 2
例）(58%)みられた（p=1.000）。特に DS-AMKL
においてのみ、4 例で 1q gain がみられ、
DS-AMKL の発症に関与している可能性が示唆
された（p=0.037）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1. DS-AMKL11 例の SNP アレイ解析結果 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 2.non-DS-AMKL12 例の SNP アレイ解析結果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 3. DS-AMKLと non-DS-AMKLにおけるgain
の比較  
 
 

DS-AMKL の 4例にみられた 1q gains の詳細
を図4に示す。4例中2症例で切断点が1q25.1
で一致しており、この部位に存在する遺伝子
が DS-AMKLの発症に関与している可能性が考
えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 4. DS-AMKL の 4 症例にみられた 1q gains 

Somatic deletion（図 5）は DS-AMKL の 8
例（5p deletion が 2 例、7p deletion が 2
例）（73%）、non-DS-AMKL の 5 例（7q deletion
が 3 例、13q deletion が 2 例）（42%）でみ
られた（p=0.214）。FLT3 が位置する 13q の欠
失が 3例（DS-AMKL 2 例、non-DS-AMKL 1 例）、
がん抑制遺伝子の一つである p53が位置する
17p の欠失が 2例（DS-AMKL 1 例、non-DS-AMKL 
1 例）、WT1 が位置する 11p の欠失が DS-AMKL
の 1 例および EZH2 が位置する 7q の欠失が
non-DS-AMKL の 1 例にみられた。それぞれの
症例において FLT3、p53、WT1、EZH2 遺伝子
について直接シークエンス法を用いて解析
したところ、DS-AMKL の 1例で p53 変異が確
認された。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. DS-AMKL の 4 症例にみられた 1q gains 
 

 
 
図 5. DS-AMKL と non-DS-AMKL における
deletion の比較  
 
 
 
Uniparental disomy (UPD)は DS-AMKL の 1

例で3qと7pの2箇所にみられたのみであり、
その頻度は低いと考えられた（図 1）。 
 
 
 
(2)直接シークエンス法による遺伝子解析で
は GATA1 変異が DS-AMKL11 例中 10例（91%）、
non-DS-AMKL12 例中 1 例（8%）で確認され、
non-DS-AMKL においても GATA1 変異がみられ
ることが明らかになった(表 1)。JAK3 、JAK2 、
TP53 変異が DS-AMKL で 1 例（9%）ずつ、同
一症例にみられたが、non-DS-AMKL ではみら
れなかった。FLT3、KIT、MPL、ASXL1、IDH1/2、
DNMT3A、RUNX1 および CBL 変異はいずれのグ
ループにおいてもみられなかった。一方で、
NRAS 変異が non-DS-AMKL の 2 例（17%）で見
つかった。 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

表 1. 遺伝子解析結果のまとめ  
 
 
 

DS-AMKL と non-DS-AMKL では遺伝子変異の
種類や頻度に違いがあることが明らかにな
り、両者の白血病発症のメカニズムが異なる
ことを示唆していると考えられる。 
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