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研究成果の概要（和文）：急性骨髄性白血病症例の初発時と再発時における遺伝子異常の解析を行った。AMLに
おいて遺伝子変異の頻度が高いNPM1、FLT3、CEBPA、IDH1、IDH2、DNMT3A、WT1およびTP53などの遺伝子変異の有
無を検索した。NPM1変異例ではDNMT3A、FLT3、IDH1あるいはIDH2変異との共存を認めることが多かった。初発時
と再発時のペア検体において、これらの共存する遺伝子変異が再発時に消失したり、新たに出現する場合が数例
に認められた。再発時に新たに獲得した遺伝子変異が初発時に微少なサブクローンとして存在したかどうか、全
エクソンシーケンスおよび単一細胞PCR法により解析中である。

研究成果の概要（英文）：Gene mutations in patients with acute myeloid leukemia (AML) at initial 
diagnosis and relapse were examined.  Mutations in the NPM1, FLT3, CEBPA, IDH1, IDH2, DNMT3A, WT1 
and TP53 genes, that were frequently identified in AML patients, were mainly analyzed. Most AML 
patients with NPM1 mutation concomitantly had DNMT3A, FLT3, IDH1 or IDH2 mutation.  Some gene 
mutations were withdrawn and others were acquired at relapse.  In pair samples at diagnosis and 
relapse, it is analyzing whether an acquired gene mutation at relapse presents as a minor subclone 
at initial diagnosis by using whole exon sequencing and single cell PCR.  These sequential molecular
 studies may yield valuable insights into the mechanism of leukemic recurrence.

研究分野：血液内科学
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１．研究開始当初の背景 
(1)  成人の急性骨髄性白血病（AML）の完

全寛解率は 60〜80%と改善しているが、長期

生存率は 65 歳未満で約 40%、65 歳以上では

10%に満たず、長期予後は依然厳しい疾患で

ある。完全寛解例の 50〜70%が再発する現状

にあり、予後不良の最大の原因は再発にある。

染色体異常と遺伝子異常は最も有効な予後

予測因子として最新のWHO分類にも取り入れ

られている。たとえば、t(8;21)、inv(16)陽

性例は予後良好、3番、5番、7番染色体異常

や複雑核型例は予後不良である。また、NPM1

や CEBPA 遺伝子変異例の予後は良好で、FLT3

の重複変異（ITD）は予後不良とされる。さ

らに、網羅的な解析により、RNA スプライシ

ングの関連分子やcohesin複合体の関連分子

の異常、以前より知られている TP53、WT1 や

AML1 (RUNX1)の異常も普遍的に認められ、予

後と相関することが明らかになってきた。

AMLにおいて平均5個の遺伝子異常が共存し、

その病態や病型の形成とともにそれぞれ治

療反応性に関与していると想定される。 

 

(2) これまでの報告の多くは初発時の検体

による解析であり、初発時と再発時の検体を

用いた網羅的な遺伝子解析は世界的にも少

ない。AML の治療予後を最も左右する再発の

分子病態の解明は今日においても重要な課

題である。ひとつの遺伝子異常については初

発時と再発時のペア検体による解析も行わ

れてきた。NPM1 変異は再発時 5〜10%に消失

することがあり、FLT3-ITD 変異は再発時に新

たに獲得する場合もしばしば認められる。治

療抵抗性となって再発してくる症例では初

発時にメインクローン以外にマイナーなサ

ブクローンが隠れている可能性が高い。再発

時の遺伝子異常を十分に解析し、初発時にお

けるこのようなサブクローンを同定するこ

とは予後予測を可能とし、より適切な治療方

針の決定に寄与すると考えられる。 

 

２．研究の目的 
 成人の急性骨髄性白血病（AML）症例にお

いて初発時と再発時の検体が得られた症例

を対象に以下の研究を行う。①初発時と再発

時の検体において、AML で遺伝子異常の頻度

が比較的高い分子の異常を検索する。これら

の解析結果から、再発時に新たに獲得された

異常と喪失した異常について以下の解析を

行う。②再発時に新たに獲得した遺伝子異常

については初発時にマイナーなサブクロー

ンとして存在したか否かを詳細な解析によ

り明らかにする。③再発時に喪失した遺伝子

異常については初発時にはサブクローンで

あった可能性があるので初発時の異常クロ

ーンの割合を検討する。④①〜③の結果に基

づいて、初発時および再発時の詳細な遺伝子

異常を検討して、再発に関わる分子病態を明

らかにし、再発モデルを構築して予後予測を

確立することを目的とする。再発モデルに応

じた治療戦略を立案し、治療成績の向上に寄

与することを最終目的とする。 

 
３．研究の方法 
 本研究では成人急性骨髄性白血病（AML）

において初発時と再発時のペア検体が利用

可能な症例を対象にAMLで遺伝子異常の頻度

が比較的高い分子の異常を通常の PCR 法、単

一細胞PCR法および全エクソンシークエンス

法により解析する。AML で最も異常の頻度が

高いNPM1に加えて、転写因子ではAML1、CEBPA、

PU.1 など、チロシンキナーゼ受容体刺激伝達

経路では FLT3、KIT、JAK2 など、腫瘍抑制遺

伝子では TP53、WT1 など、DNA メチル化関連

分子では DNMT3A、TET2、IDH1、IDH2 など、

クロマチン修飾分子では EZH2、ASXL1、BCOR、

BCORL1など、cohesin複合体ではSMC1A、SMC3、

STAG2、RAD21 など、RNA スプライス関連分子

ではSRSF2、SF3B1、U2AF1などの検索を行う。

これらの異なる方法による初発時と再発時

の遺伝子異常の解析結果を比較検討して再

発に関わる分子病態を明らかにする。とくに、



再発時に認める新たな遺伝子異常について、

初発時に微少なサブクローンとして存在し

ていないか詳細に検討する。また、再発時喪

失する遺伝子異常についても初発時にサブ

クローンでなかったかどうか検討する。この

ように、再発時に獲得する異常、喪失する異

常について詳細に検討し、共存する複数の遺

伝子異常に着目して再発の分子モデルを提

唱する。 

 
４．研究成果 

（1） 急性骨髄性白血病症例の初発時と再

発時における遺伝子異常の解析を行った。既

知の遺伝子変異として、AML において遺伝子

変異の頻度が高い遺伝子変異の有無を検索

した。NPM1 変異例では DNMT3A、FLT3、IDH1

あるいは IDH2 変異との共存を認めることが

多かった。初発時と再発時のペア検体におい

て、これらの共存する遺伝子変異が消失した

り、新たに出現する場合が数例に認められた。

これらの再発時に新たに獲得した遺伝子変

異が初発時に微少なサブクローンとして存

在したか、全エクソンシークエンス法および

単一細胞PCR法を用いて解析中である。また、

再発時に消失した遺伝子変異についても初

発時にメインクローンとは別のサブクロー

ンではなかったか検討中である。これらの結

果をもとに遺伝子レベルの再発モデルを構

築して、初発時における再発の予後予測が可

能かどうかを検討する臨床応用を計画して

いる。国内外においてそのような臨床研究は

まだなく、再発の早期予測により治療戦略を

変更することが有用であれば、再発率の減少

へつながるものと期待される。 

 

（2）急性リンパ性白血病症例において数度

の再発を繰り返すうちに急性骨髄性白血病

へ転化した症例の遺伝子解析を行った。5 回

目の再発時に t(6;11)染色体転座を認め、

MLL-MLLT4 融合遺伝子が同定された。急性骨

髄性白血病への転化時にもMLL-MLLT4キメラ

遺伝子が確認され、切断点のシークエンス解

析も一致し、同一クローンによる転化である

ことが示された。さらに、初発時にも同融合

遺伝子を同定し、染色体では同定できなかっ

たが、初発時にすでに MLL-MLLT4 キメラ遺伝

子クローンが存在したことを明らかにした。

本例の急性リンパ性白血病から急性骨髄性

白血病への形質転化に関わる遺伝子変異に

ついて全エクソン解析により検索中である。 

 

（3）家族性の急性骨髄性白血病の原因とな

るCEBPA遺伝子変異の解析を英国のグループ

との共同研究によって行った。自施設症例を

含む 10 家系 24 例の解析において、N 端の胚

細胞変異に加えてC端の体細胞変異を有する

例がほとんどであった。全エクソン解析によ

り、共存する遺伝子変異として、通常の急性

骨髄性白血病とは異なり、GATA2 および WT1

遺伝子変異が多いという特徴を認めた。比較

的再発の頻度は高いが、家族性 CEBPA 変異例

の予後は散発例と比較して有意に良好であ

った。診断時と再発時の検体の解析により、

多くの例で再発時には異なる体細胞変異を

認め、診断時のクローンの再発ではなく胚細

胞変異に伴う2回目の急性骨髄性白血病の新

規発症であることが証明された。これらの特

徴は急性骨髄性白血病の約 10％を占める散

発のCEBPA変異例の解析にも有用と考えられ、

再発の分子モデルとなることが示唆された。 
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