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研究成果の概要（和文）：本邦のダウン症候群の急性リンパ性白血病（DS-ALL）における細胞増殖機構を解明するため
に本研究を行い、以下の成果を得た。
1. 本邦のDS-ALLでは、欧米のDS-ALLと比べてCRLF2-JAK経路の遺伝子異常の頻度がやや低く、CRLF2-JAK経路以外に分
子標的となる主要な経路が存在する可能性もあると考えられた。
2. 本邦のDS-ALLではEBF1遺伝子欠失の頻度が高いことが明らかとなった。EBF1遺伝子欠失の頻度はP2RY8-CRLF2融合遺
伝子陽性例で有意に高く、本邦のDS-ALLの一部の症例ではこれら2つの遺伝子異常が協調して白血病の発症に関わって
いる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We performed this study to clarify molecular mechanisms of abnormal cell prolifera
tion in acute lymphoblastic leukemia of Down syndrome (DS-ALL) in Japan, and found the following results.
1. The frequencies of genetic alterations involving the CRLF2-JAK pathway in Japanese DS-ALL patients were
 slightly lower than those in Western countries. There may be other important pathways involved in pathoge
nesis of DS-ALL in Japan.
2. EBF1 deletions were found at an unexpectedly high frequency, and associated with the P2RY8-CRLF2 fusion
. It is suggested that P2RY8-CRLF2 and EBF1 deletions may cooperate in leukemogenesis in a subset of Japan
ese DS-ALL patients.
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１．研究開始当初の背景 
(1)  21 番染色体の過剰により生じるダウン
症候群（ダウン症）は急性白血病を高率に発
症し、その頻度は健常人の約 20 倍である。
その約半数を占める急性骨髄性白血病
（acute myeloid leukemia, AML）は抗癌剤
に高い感受性を示すため、ダウン症に関連の
ない AML よりも予後良好であるが、残りの半
数を占める急性リンパ性白血病（acute 
lymphoblastic leukemia, ALL）は、ダウン
症に関連のない ALL よりも予後不良である。
そのため、ダウン症関連 ALL（DS-ALL）に対
して多剤併用の強力な化学療法が行われて
いるが、ダウン症の患者では健常人に比べて
抗癌剤に対する認容性が低く副作用が強く
現れるため、治療関連死の割合が高いことが
問題となっており、より安全で効果的な治療
が求められている。近年、腫瘍細胞の増殖促
進に関わる分子を標的とした分子標的薬の
開発は目覚しく、多くの分子標的薬が実用化
された。分子標的治療は、ALL に対する強力
な多剤併用化学療法と比較してはるかに毒
性が低いため、治療関連死亡が問題となる
DS-ALL において、非常に魅力的な治療法と考
えられる。 
 
(2)  DS-ALL の分子標的治療の標的となる候
補分子は十分に明らかにされていなかった
が、最近、JAK2 の活性化変異が DS-ALL 症例
の約 20%に生じていることが報告された。
JAK2 変異を高率に有する原発性骨髄線維症
において JAK1/2 阻害薬の有効性と安全性が
確認されるなど、JAK 阻害薬の臨床応用は順
調に進んでおり、JAK 変異が高頻度でみられ
るようであれば、JAK 阻害薬は DS-ALL に対す
る分子標的治療の有力な候補になると考え
られる。 
 
(3) JAK2 変異の報告に引き続き、DS-ALL の
約 60%の症例で、サイトカインレセプターの
1 つである CRLF2 が高発現していることが報
告された。また、CRLF2 の高発現がみられる
症例のほとんど（DS-ALL 全体の約半数）にお
い て 、 性 染 色 体 の 部 分 欠 失 に よ り
P2RY8-CRLF2 融合遺伝子が形成されているこ
とが報告された。さらに、一部の症例では
P2RY8-CRLF2 融合遺伝子ではなく IgH-CRLF2
融合遺伝子や CRLF2 の 232 番目のアミノ酸の
置換が認められることも報告された。CRLF2
の遺伝子異常を認める例では、下流の
JAK-STAT 経路が活性化されていることが知
られており、これらの症例に対しても JAK 阻
害薬の有効性が期待される。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、DS-ALL における細胞増殖

促進機構を解明し、分子標的治療の実験的根
拠を提示することである。具体的には、以下
の 4点に焦点を絞り研究を行う。 
 

(1) DS-ALL の患者検体を用いて JAK2の遺伝
子解析を行い、本邦における JAK2 の遺伝子
変異の頻度、特徴を決定する。 
 
(2) JAK2遺伝子に変異を認めなかった検体を
用いて、他のJAKファミリーメンバー、JAK1、
JAK3、TYK2 について遺伝子解析を行う。 
 
(3) JAK ファミリーの新規変異遺伝子をサイ
トカイン依存性細胞株に導入し、変異が活性
化変異であることを証明する。JAK 阻害薬を
添加し、細胞増殖が抑制され、細胞死が誘導
されることを確認する。 
 
(4) 定量的 RT-PCR にて CRLF2 遺伝子の発現
レベル、PCR法にてCRLF2融合遺伝子の有無、
直接シークエンス法にて CRLF2の遺伝子変異
解析を行い、本邦における CRLF2遺伝子異常
の頻度、特徴を決定する。新規遺伝子変異が
見つかった場合には、上記(3)と同様の解析
も行う。 

 
３． 研究の方法 
(1) DS-ALL の患者検体を用いた JAK2、JAK フ
ァミリーおよび CRLF2 の遺伝子変異の解析 
DS-ALL患者の骨髄液から常法に従い全RNA

を抽出し、cDNA を合成する。PCR 産物の長さ
が 300～400bp になるように JAK2 の cDNA 全
長にわたりプライマーセットをデザインし
PCR を行い、ダイレクトシークエンス法によ
り遺伝子変異を確認する。 
 
(2) DS-ALL 細胞における CRLF2遺伝子の発現
レベルの解析 
DS-ALL患者の骨髄液から常法に従い全RNA

を抽出し、cDNA を合成する。PCR 産物の長さ
が 100～150bp になるように、CRLF2遺伝子の
異なる2つのエクソンにプライマーを設計し、
サイバーグリーンと Bio-Rad 社の CFX96 
Real-Time system を用いて定量的 RT-PCR を
行う。内部標準遺伝子としては、GAPDH を用
いる。 
 
(3) P2RY8-CRLF2融合遺伝子の解析 
RT-PCR 法にて、P2RY8-CRLF2融合遺伝子の

有無を解析する。ダイレクトシークエンス法
により切断点の塩基配列を確認する。 
 
(4) 新規遺伝子変異の機能解析 
新規遺伝子変異が見つかった場合には、変

異遺伝子をサイトカイン依存性細胞株に遺
伝子導入し、活性化変異であるかどうか解析
する。活性化変異であった場合には、下流の
JAK-STAT 経路が活性化していることを確認
し、JAK 阻害薬の影響を解析する。 
 
４． 研究成果 
(1) 本邦の DS-ALL38 例について、CRLF2-JAK
経路に関わる遺伝子の解析を行った。JAK2遺
伝子変異は 38 例中 6 例（16%）で認められ、



欧米から報告されている頻度と同じかやや
低頻度であった。欧米の DS-ALL では R683G
というアミノ酸置換を引き起こす変異の頻
度が最も高いと報告されているが、本邦の
DS-ALLでみられた変異も全例でR683G変異で
あった。JAK1、JAK3、CRLF2 には遺伝子変異
は 1 例も認められなかった。P2RY8-CRLF2 遺
伝子再構成が認められたのは 38 例中 11 例
（29%）であり、欧米からの報告（約 50%）よ
りもやや低頻度であった。また、cDNA の得ら
れたDS-ALLの 27例（P2RY8-CRLF2陽性7例、
P2RY8-CRLF2 陰性 20 例）と非ダウン ALL の
25例についてCRLF2の発現量の解析を行った。
非ダウンALL群の CRLF2発現量の中央値の10
倍以上を高発現と定義した場合、DS-ALL の
27 例中 9 例（33％）（P2RY8-CRLF2 陽性例 7
例中 6例、P2RY8-CRLF2陰性例 20 例中 3例）
で高発現が認められ、欧米からの報告（約
60％）よりも低頻度であった。CRLF2-JAK 経
路の遺伝子異常と臨床像との間に相関はみ
られなかった。 
以上、本邦の DS-ALL では欧米の DS-ALL と

比べてCRLF2-JAK経路の遺伝子異常の頻度が
やや低いことが明らかとなった。本邦の
DS-ALL では、CRLF2-JAK 経路以外に分子標的
となる主要な経路が存在する可能性もあり、
今後次世代シークエンサーを用いた網羅的
な遺伝子解析などにより、新たな治療標的を
探索することが重要であると考えられた。 
 
(2) 最近、欧米のグループから、DS-ALL の
20-30%で IKZF1 の欠失が認められ、IKZF1 欠
失例は予後不良であることが報告された。そ
こで、十分な DNA サンプルがある 32 例につ
いて、MLPA（multiplex ligation-dependent 
probe amplification）法を用いて、IKZF1、
BTG1、EBF1、CDKN2A/B、PAX5などの ALL の発
症に関わっている遺伝子のコピー数解析を
行った。IKZF1 欠失は 32 例中 8 例（25%）で
認められ、IKZF1 欠失例は IKZF1 非欠失例と
比較して有意に全生存期間が短いことが明
らかとなった。DS-ALL における BTG1 欠失の
頻度は報告者によって異なるが（6.9-29%）、
本邦の DS-ALL では 32 例中 8 例（25%）と高
頻度であった。EBF1 欠失は今まで DS-ALL で
は稀（～2%）と考えられてきたが、本邦の
DS-ALLでは32例中5例（16%）で認められた。
さらに、 EBF1 遺伝子欠失の頻度は、
P2RY8-CRLF2 融合遺伝子陽性例で有意に高い
ことが明らかとなった（44% vs. 4%, P = 
0.015）。フィラデルフィア染色体陽性 ALL で
は、BCR-ABL と IKZF1 欠失が協調して白血病
の発症に関わっていると考えられている。同
様に、本邦の DS-ALL の一部の症例では、
P2RY8-CRLF2融合遺伝子とEBF1欠失が協調し
て白血病の発症に関わっている可能性が示
唆された。一方で、CDKN2A/B 欠失と PAX5 欠
失は P2RY8-CRLF2融合遺伝子陰性例ではそれ
ぞれ 48％、39％と高頻度でみられたが、
P2RY8-CRLF2 融合遺伝子陽性例ではいずれも

11％と低頻度であった（統計学的有意差な
し）。IKZF1欠失例が予後不良であったこと以
外には、遺伝子欠失と臨床像との間に相関は
みられなかった。 
 
(3) 以上、本邦の DS-ALL では欧米の DS-ALL
と比べてCRLF2-JAK経路の遺伝子異常の頻度
がやや低く、CRLF2-JAK 経路以外に分子標的
となる主要な経路が存在する可能性もある
と考えられた。また、本邦の DS-ALL では EBF1
遺伝子欠失の頻度が高いことが明らかとな
った。EBF1遺伝子欠失の頻度は P2RY8-CRLF2
融合遺伝子陽性例で有意に高く、本邦の
DS-ALLの一部の症例ではこれら2つの遺伝子
異常が協調して白血病の発症に関わってい
る可能性が示唆された。 
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