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研究成果の概要（和文）：難治性血液腫瘍疾患の新規治療法の開発を目指し、（１）難治性白血病のin vivoにおける
細胞死機序の検索（２）難治性白血病の新規予後因子の検索（３）急性骨髄性白血病(AML)の微少残存病変(MRD)細胞の
機能の検討、を行った。（１）Dasatinib投与後のNOGマウス(Ph1 ALL患者検体移植)の骨髄、脾臓、肝臓、中枢神経系
においてautophagyが観察された。(2)AML-05患者検体のKIT変異を解析し変異陽性例は陰性例と比較して、無病生存率
の低下、再発率の上昇が見られた。(3) 骨髄回復期のCD34+CD33+細胞で、ダウン症候群患児のみ、CD56が発現している
ことが示された。

研究成果の概要（英文）：We have done the following three projects to develop new therapies for chemo-resis
itant hematologic malignancies. (1) To search new cell death mechanism of refractory leukemia in vivo (2) 
To search new prognostic factors in refractory leukemia (3) Analyze function of cells in minimal residual 
disease (MRD) of AML. (1) We detected autophagic cells in bone marrow, liver, spleen and craniospinal syst
em of NOG mouse transplanted Ph1 ALL leukemic cells after treatment of dasatinib. (2) We analysed KIT muta
tions in AML-05 samples. Event free survivals are poor and relapse rates are high in KIT mutation positive
 patients. (3) We detected CD56 expression in CD34+CD33+ precursor cells only in Down syndrome patients an
d not in non-Down syndrome patients. We have to be carefully analyse MRD detection especially in Down synd
rome patients.  
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１．研究開始当初の背景 
難治性血液腫瘍疾患は、抗癌剤耐性や転移の 

ため死に至るため、新規抗癌剤や分子標的 

療法薬の開発が必要である。これら新規薬剤 

の耐性克服、転移抑制の過程で血液腫瘍細胞 

が in vivoにおいて細胞死に至るが、その機序 

の解析こそが治療法の開発においては必須の 

研究である。従来、白血病に対する in vivo 

での抗癌剤作用機序はアポトーシスであると 

されてきたが、近年、オートファジー、 

ネクローシス、セネセンスといったアポトー 

シス以外の細胞死が in vivoの系で注目されて 

いる。（第 69回日本血液学会シンポジウムで 

発表）我々はすでに難治性白血病や固形腫瘍 

に対する新規分子標的療法薬のいくつかの 

細胞死誘導系を in vivo及び in vitroに確立 

し、新しい細胞死の機序の報告をしてきた。 
 
２．研究の目的 
難治性血液腫瘍疾患の新規治療法の開発を 

目指し、（１）難治性白血病及び難治性固形 

腫瘍の in vivoにおける細胞死機序の検索 

（２）難治性白血病の新規予後因子の検索 

（３）急性骨髄性白血病(AML)の微少残存 

病変(MRD)分画における白血病幹細胞の同定 

と機能の検討、を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)難治性白血病（Ph+ALL, CML-BC, AML）

や 難 治 性 固 形 腫 瘍 （ hepatoblastoma, 

osteosarcoma, rhabdoid tumor）の細胞株及

び患者検体を NOGマウスに移植し、白血病

あるいは腫瘍化したモデルを作成する。分子

標的治療薬（TKI, HDAC阻害剤等）にて治

療後の各臓器（骨髄、脾臓、肝臓、中枢神経

系）における細胞死誘導機序を検討する。 

(2) JPLSG AML05検体を用いて、予後不良

因子（Evi-1, CXCR4高発現、BAALC exon 5, 

Pu.1変異の有無）予後良好因子（CEBPA変

異、AML-ETO 9a の有無）再発リスク因子

（G-CSF受容体 type IVの高発現）について

検討する。 

(3) 再発 AML患者検体を用いて、FACSに

よるMRDシステムを確立し、MRD分画を

CD34+CD38+, CD34+CD38-, CD34- 

CD38+, CD34-CD38-に分離し、NOG マウ

スに移植することにより、白血病幹細胞の機

能解析を行う。 
 
４．研究成果 

(1) Ph1陽性白血病患者検体をNOGマウスに

移植した系において、dasatinib 投与後の in 

vivoにおける骨髄、脾臓、肝臓及び中枢神経

系おける細胞死の解析を行った。透過型電子

顕微鏡で観察したところ、濃度 20mg/kg１日

２回、１日間 dasatinib を投与した全てのマ

ウス（３匹）において、骨髄、脾臓に加え脳

の白血病細胞においてもオートファゴソー

ムの形成が確認できた。骨髄の白血病細胞を

用いて LC3 タンパクの免疫蛍光染色および

ウェスタンブロッティングを行った。免疫蛍

光染色においては、dasatinib 投与群におい

て LC3-II のドットパターンが、ウェスタン

ブロッティングにおいては、dasatinib 投与

群において LC3-II バンドの増強が確認され、

autophagy が同定された。  

(2) 小児急性 AML の予後因子解析として、

AML-05プロトコール検体を用いて、Evi1の

発現量を測定した。登録症例 377検体のうち、

最終診断においてmonosomy７と診断された

検体９検体、MLL再構成 51検体、FAB分類

M６ ７検体，M７ 31検体を対象とした。定

量結果を元に白血病型ごとの生存曲線を作

成した。MLL 再構成症例に関しては、MLL

再構成症例全例での生存曲線に加え、もっと

も症例数が多く、臨床的に重要と考えられる

MLL-AF9 についても生存曲線を作成した。 

Monosomy７, M6, M7症例ではEvi1高発現群

と低発現群で無病生存率（RFS）、全生存率

（OS）共に有意差はなかった。MLL再構成

全体では RFS で EVI1(+)が予後不良

(P<0.0001)、MLL-AF9では RFS、OSともに

EVI1(+)が予後不良であった (RFS;P<0.0001、



OS;P=0.0008)。AML-05 プロトコール余剰

検体を用いて、KIT 変異を解析した。 

t(8;21)107例中 45例(42％)、inv16 31例中

12例(39％)に同定され、変異陽性例は変異

陰性例と比較して、無病生存率の低下

（P=0.031）、再発率の上昇(p=0.019)が見ら

れたが、全生存率には有意差はなかった

(P=0.901)。 

(3) ダ ウ ン 症 候 群 に 合 併 し た AML 

(AML-DS)におけるフローサイトメトリーに

おける微小残存病変（MRD）検出システム

の確立を AML-DS から樹立した細胞株

（KPMA1）を用いて行った。0.01％以上の

濃度において MRD を確実に検出すること

ができ、FACSによるMRD検出の系が十分

に確立できた。すでに、JPLSG D11プロト

コールにおける中央診断施設として、臨床検

体を用いてMRD測定を開始している。また、

AML-DS患者では、治療終了後に、2カラ

ー法のフローサイトメトリーでのMRD陽

性４例とも長期生存していることから、

DS 患者の骨髄回復期の抗原発現は非ダウ

ン症（NDS）患者とは異なっている可能性

が考えられた。DS児およびNDS児の骨髄、

末梢血を用いた FCM測定により、DS児の

CD34+CD33+ 骨 髄 前 駆 細 胞 に は

CD56(NCAM)が発現していることが示さ

れた。一方、NDS 児においてはほとんど

認められなかった。CD56 は DS 児におい

ては、CD34+CD33+CD56+骨髄前駆細胞の

存在を考慮した上で評価に用いる必要が

あり、本成果は、DS-AMLにおける正確な

FCM-MRD 評価の一助となることが期待

される。 
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