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研究成果の概要（和文）：ダウン症候群の急性リンパ性白血病（DS-ALL）の発症機構を解明し新規分子標的を同
定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の約40%にレセプターチロシンキナーゼ（RTK）-RAS経路、約20%にCRLF2-JAK経路の遺伝子異常
が認められ、両者は相互排他的であった。RTK-RAS経路とCRLF2-JAK経路は分子標的治療の有力な候補と考えられ
た。
２．エピゲノム制御因子の遺伝子変異は、RTK-RAS経路の変異もCRLF2-JAK経路の変異も持たない症例の約半数に
認められた。これらの症例にはエピジェネティック治療薬が有用であ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 development of 
Down syndrome-associated acute lymphoblastic leukemia (DS-ALL)and to find novel therapeutic targets,
 and obtained the following results.
1. Gene alterations in the receptor tyrosine kinase (RTK)-RAS and the CRLF2-JAK pathways were found 
in about 40% and 20% of Japanese DS-ALL patients, respectively, and they were mutually exclusive. It
 is suggested that these pathways are potential therapeutic targets.
2. Gene mutations in epigenetic regurators were found in about half of Japanese DS-ALL patients 
lacking both RTK-RAS and CRLF2-JAK pathway mutations. Epigenetic agents may be useful for these 
patients.

研究分野： 小児科学
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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やエピジェネ
ティック異常に関わる分子を標的とした分
子標的治療薬の開発は目覚しく、多くの分子
標的治療薬が実用化された。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の発症機構は十分解明されていな
かったが、最近、欧米の DS-ALL 患者の約 20%
でシグナル伝達分子の 1つである JAK2、半数
以上でサイトカインレセプターの1つである
CRLF2 の遺伝子異常がみられることが報告さ
れた。両者は協調して CRLF2-JAK という細胞
内シグナル伝達経路を活性化することによ
り白血病の発症に関わっていると考えられ
ており、JAK 阻害薬は有力な分子標的治療の
候補と考えられる。そこで本邦の DS-ALL 症
例 38 例について CRLF2-JAK 経路の遺伝子異
常の解析を行ったところ、異常が認められた
のは 11 例（29%）のみであり、本邦の DS-ALL
では CRLF2-JAK経路の異常の頻度が低いこと
が明らかとなった（Hanada I, Terui K, et al, 
Genes Chromosomes Cancer 2014）。そこで、
分子標的治療の標的となりうるCRLF2-JAK経
路以外のシグナル伝達経路を見出すために、
CRLF2と JAK2に遺伝子異常を認めない5例に
ついて RNA シークエンスを行ったところ、4
例で受容体型チロシンキナーゼ（receptor 
tyrosine kinase, RTK）-RAS 経路の遺伝子変
異を認めた（FLT3 1 例、NRAS 1 例、PTPN11 2
例）。現時点では、RTK-RAS 経路が本邦の
DS-ALL に対する分子標的治療の標的として
最も有望と考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、本邦の DS-ALL の発症機構
を解明し、分子標的治療の標的となりうる新
たな分子や細胞内シグナル伝達経路を同定
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 RTK-RAS 経路
の遺伝子解析を行い、本邦の DS-ALL におけ
る RTK-RAS 経路の遺伝子変異の頻度、特徴を
決定する。 
 
(2) RTK-RAS 経路に新しい遺伝子変異が見つ
かった場合には、変異遺伝子を細胞株に導入
し、機能を解析する。 
 
(3) CRLF2-JAK 経路と RTK-RAS 経路に遺伝子
異常を認めない症例について網羅的遺伝子
解析を行い、未知の遺伝子異常を同定する。 
 
(4) トリソミー21とCRLF2-JAK経路の遺伝子
異常を持つ細胞株を用いて、新規白血病治療
薬の効果を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) 患者検体を用いたRTK-RAS経路の遺伝子
変異の解析 
DS-ALL 患者の診断時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 RTK-RAS
経路に関わる遺伝子（NRAS、KRAS、PTPN11、
CBL、FLT3など）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) RTK-RAS 経路の新規変異遺伝子の機能解
析 
RTK-RAS 経路に新しい遺伝子変異が見つかっ
た場合には、レトロウイルスベクターを用い
て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、サイトカイン依存性の消失
やRTK-RAS経路の恒常的活性化について解析
を行う。さらに、マルチキナーゼ阻害薬や
FLT3 阻害薬、MEK 阻害薬などを添加し、細胞
増殖の抑制や細胞死の誘導について解析を
行う。 
 
(3) 患者検体を用いた網羅的遺伝子解析 
CRLF2-JAK 経路と RTK-RAS 経路に遺伝子異常
を認めない DS-ALL 患者の診断時骨髄液と寛
解時末梢血から常法に従いゲノムDNAを抽出
する。白血病関連遺伝子のパネルを用いたタ
ーゲットシークエンスや全エクソンシーク
エンスを行い、未知の遺伝子異常を同定する。 
 
(4) 細胞株を用いた新規白血病治療薬の効
果の解析 
YCUB-5はダウン症と関連のないALLから樹立
された細胞株であるが、トリソミー21 と
CRLF2 遺伝子異常、JAK2 変異を持っており、
白血病の発症機構がCRLF2-JAK経路の遺伝子
異常を持つ DS-ALL と類似していると考えら
れる。YCUB-5 に JAK 阻害薬、エピジェネティ
ック治療薬、プロテアソーム阻害薬などを添
加し、細胞増殖、アポトーシス、細胞内シグ
ナル伝達経路の活性化、遺伝子発現などへの



影響を解析する。 
 
４．研究成果 
(1)当初の計画通り、本邦の DS-ALL の診断時
骨髄を用いてRTK-RAS経路の遺伝子変異の解
析を開始した。ダイレクトシークエンス法に
よる解析を予定していたが、数十種類の遺伝
子を一度に解析でき、正確な変異アリルの頻
度の決定も可能なイルミナ社の HaloPlex タ
ーゲットエンリッチメントシステムと MiSeq
を用いたターゲットシークエンス法を採用
した。RTK-RAS 経路以外の解析対象遺伝子と
しては、分子標的治療の標的となりうるエピ
ゲノム制御因子と、DS-AML で高頻度に変異が
認められるコヒーシン複合体をコードする
遺伝子群を選択し、合計 32 遺伝子について
一度に解析する方法を構築した。 
 
(2) 上記のターゲットシークエンス法によ
り、本邦の DS-ALL 37 例の診断時骨髄を用い
てRTK-RAS経路の遺伝子変異の解析を行った。
RTK-RAS 経路の変異は 37 例中 15 例（41%）と
高頻度で認められ、その頻度は最近欧州のグ
ループから報告された頻度（36%）とほぼ同
様であった。RTK-RAS 経路の変異の中で最も
多かったのは FLT3 の変異であり、37 例中 6
例で認められた（16%）。欧米の DS-ALL では
FLT3 の変異は比較まれ（7%）であり、FLT3
の変異が多いのは本邦の DS-ALL の特徴かも
しれない。CRLF2-JAK 経路の遺伝子変異は 37
例中 7例（19%）で認められ、RTK-RAS 経路の
変異とは相互排他的であった。エピゲノム制
御因子の遺伝子変異は、RTK-RAS 経路の変異
も CRLF2-JAK 経路の変異も持たない症例 15
例中 7 例（47%）に認められた。これらの症
例にはエピジェネティック治療薬が有用で
ある可能性が示唆された。コヒーシン複合体
とその関連因子の遺伝子変異は 37 例中 5 例
（14%）で認められ、DS-AML と比べて明らか
に低頻度であった。 
 
(3) 遺伝子異常と臨床像との関連を明らか
にするために、CRLF2-JAK 経路に変異を持つ
症例、RTK-RAS 経路に変異を持つ症例、その
他の 3群に分類し解析を行ったが、年齢、性
別、診断時白血球数、NCI リスク分類、染色
体・遺伝子異常、無イベント生存率、全生存
率に違いはみられなかった。CRLF2-JAK 経路
の変異陽性例と陰性例の2群で比較した場合、
従来の報告通り変異陽性例は陰性例よりも
低年齢であったが、有意差はみられなかった
（中央値 5.5 歳 vs 7.3 歳、P=0.07）。 
 
(4) 新規融合遺伝子を同定するために
DS-ALL 21 例について RNA シーケンスを行っ
たところ、1 例で新規融合遺伝子が同定され
た。次に遺伝子発現のデータを用いてクラス
ター解析を行ったところ、CRLF2-JAK2 経路の
変異陽性例と ETV6-RUNX1 融合遺伝子陽性例
は別々のクラスターに分類され、両者の遺伝

子発現プロファイルは明らかに異なると考
えられた。一方、RTK-RAS 経路の変異陽性例
はいくつかのクラスターに分かれて分類さ
れ、遺伝子発現プロファイルの面からは不均
一な集団であることが示唆された。従来の報
告通り、ETV6-RUNX1 陽性例では IGF2BP1 や
EPORの高発現が認められた。 
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