
１６－３ 小児の難治性白血病、骨髄異形成症候群のゲノム異常の

解析と治療法に関する研究 

京都大学大学院医学研究科発生発達医学  中畑 龍俊 

 

研究成果の要旨 

（１）放射線感受性を示す複合型免疫不全症の原因遺伝子であるArtemisの欠損は染色体不安定を誘

導し、発癌と関与する。DNA損傷により、ArtemisがATMならびにNBS依存性にS645でリン酸化を受

け、NBS複合体を形成した。（２）小児白血病の遺伝的素因を検索するため、白血病患者からEBV-LC

Lを樹立し解析した。染色体が不安定で放射線感受性を示す場合があり、DNA二重鎖切断修復に重要

なATM,TP3,CHK2変異が見られた。（３）ヒト造血幹細胞や腫瘍細胞を容易に受け入れるモデルマウ

ス（NOGマウス）を開発し、このマウスにJMML細胞の生着を得、リンパ球のclonality解析を行っ

た。またCML細胞も骨髄と脾臓に腫瘍細胞の生着を得た。（４）小児AML患者においてFLT3-ITDの発

現は予後不良因子であることを見出し、次期プロトコールでは予後不良群として治療を行うことと

した。またNOGマウスは白血病性幹細胞の測定や白血病のin vivoにおける進展機構の解明、治療法

の開発等に利用可能であると考えられ、現在そのための基盤的検討を行っている。 

 

分担研究課題  

In vivo modelを用いた小児難治性白血病、骨髄異形成

症候群における病態解析及び治療法の開発に関する研究 
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小児の難治性造血器腫瘍の遺伝的生物学的特性 

 

小児の難治性白血病のゲノム解析 

 

小児難治性白血病および骨髄異形成症候群のゲノム異常

に関する研究 

小児AMLの治療法に関する研究 

小児難治性白血病の細胞周期とその異常に関する研究 

 

２ 研究成果 

 １．小児白血病における遺伝的背景の研究 

ATMは小児白血病の遺伝的背景を形作る重要な分子であ

る。ArtemisはDNA-PKcs の存在下においてヘアピンオー

プニングにおける抗原レセプターのVDJ再結合に非常に

重要な働きをする。このArtemisの欠損はATM欠損症と同

様人体を放射線に対する高感受性と重症複合免疫不全に

陥らせる。Artemis 欠損患者もArtemis欠損マウス細胞

も染色体の不安定性を呈するが、DNA損傷に対するArtem

isの詳細な機能は未だ明らかにされていない。Artemis

が小児白血病の遺伝的背景を形成する可能性もあるとい

う立場からATMとArtemisの関係を検討した。健康人、A-

T患者、NBS患者からそれぞれ樹立したEBV-LCL株を用い

 

 

総括研究報告 

 

１ 研究目的 

 小児の難治性白血病及び骨髄異形成症候群の病因を明

らかにし、新たな予後因子の同定と治療法への応用を目

指す。 
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て以下の結果を得た。(1) ArtemisはDNA損傷に反応して

過リン酸化される 

(2) DNA-PKcsは放射線照射(IR)による過リン酸化には関

与しない。(3) IRによるDSBsに対するArtemisの過リン

酸化はATM依存性である。(4) ArtemisはDNA損傷に対し

てATM下流の基質である。(5) Ser645はIRで誘導されたD

SBsにおけるArtemisの過リン酸化サイトに対応するSQ/T

Qである。(6) Artemisの過リン酸化にはChk2ではなくNB

s1が必要である。(7)過リン酸化したArtemisはIRで誘起

したDSBsに対応してMre11/Rad50/Nbs1複合体とATMに依

存した形で物理的な相互作用をする。本研究ではArtemi

s が放射線照射（IR）に反応して、ATM及びNbs1依存性

にリン酸化されることを示した。Artemisのリン酸化はA

TM及びNbs1が発現していない細胞では著しく減少する。

ATMまたはNbs1に欠陥を持った細胞にそれぞれ正常のATM

またはNbs1を発現させると、Artemisリン酸化は回復す

る。また、S645はIRにおけるArtemisの泳動遅れに貢献

している。 リン酸化したArtemisはIRによるDNAの二本

鎖切断（DSBs）においてMre11/Rad50/Nbs1複合体とATM

に依存する形で物理的な相互作用をすることは、これら

の分子の機能的な連関を裏付けている。DNA-PKcsまたは

ATMの欠損は、IRによるDSBs修復に異常を有することか

ら、ArtemisはIRによるDSBsの修復において、DNA-PKcs 

と ATM 下流のsignaling crossroadに位置づけることが

できることが明らかにされた。以上の結果、今後小児白

血病の遺伝的背景にArtemis異常の関与も示唆される。 
２．小児の白血病、骨髄異形成症候群におけるゲノム解析を通した遺伝的背景の
探索 

白血病は急性骨髄性白血病における t(8;21)転座に代表

されるように均衡型の染色体転座が多いという特異性か

ら、ゲノムの安定性を規定する遺伝子に着目し、germli

ne mutation や稀な cSNP 検索を行った。小児の白血病

という稀な疾患に対してゲノム網羅的な解析を行うにあ

たり、必要な試料を得るため、および、germlineの解析

のために、寛解期の患者の末梢血５mlを採取し、EBウィ

ルスによる形質転換を行いＢ細胞株を樹立した。解析遺

伝子を絞り込む目的と転写調節領域の変異も検出できる

可能性をも考慮して網羅的な発現解析を行った。小児患

者由来細胞２９例、成人白血病患者由来細胞１０例、健

常人由来細胞１９例、遺伝的素因と染色体不安定性を示

す代表的な細胞としてLi-Fraumeni患者由来細胞５例を

用いた。得られた発現データの統計学的解析として、主

成分分析（GeneMathソフトウェア）を行ったところ、小

児患者由来細胞の発現は偏りを示すことが見出された。

クラスター解析のためにはunsupervised learning で遺

伝子を絞り込んだ後にSAM (significance analysis of 

microarray) またはt-test で小児白血病患者由来細胞

株と健常人由来細胞とで有意に差のある遺伝子を抽出し

た。それらの遺伝子のなかにはDNA二重鎖切断修復に重

要な ATM、BRCA1などが含まれていた。有意に差のある

遺伝子セットに関してクラスター解析を行うと、当然な

がら２つのクラスターに分かれ、小児患者群のほとんど

が１つのクラスターに組分けされた。Li-Fraumeni患者

由来細胞は小児患者群で構成されるクラスターに分類さ

れることが判明している。一方、成人患者細胞は２つの

クラスターに分散することが判明した。このことから、

p53 変異による遺伝子発現調節の異常と患者由来細胞に

おける発現の偏りとの間には一部、類似した経路の存在

が示唆される。ゲノムDNAを抽出し、ゲノムの安定性に

関わる遺伝子の中から、 DNA二重鎖切断修復の主要な経

路である、ATM、TP53 (p53)、CHK2のexon-intron junct

ion を含むcDNA全長に関して、小児の白血病、骨髄異形

成症候群の患者（慶応大学病院、東京医科歯科大学病院、

成育医療センター、乳児白血病共同研究会による）５３

検体、および、８０例の健常人由来DNAの塩基配列を決

定した。その結果、ATMでは患者５３例中５例に、健常

人では８０例中２例にアミノ酸変異を伴うgerm-line mu

tation を見出した。この結果は統計学的には有意な差

とは認められないが、小児リンパ腫でATMのgerm-line m

utationが多数報告されていることもあり、無視出来な

い結果である。さらに、p53 では５３例中２例にgerm-l

ine mutationが見出されたが、健常人には全く認められ

なかった。CHK2 についても同一のgerm-line mutation

（稀なSNPと考えられる）が３例に見出されたが、健常

人にはなかった。このように、患者群には３遺伝子につ

いて解析しただけでもこのようにgerm-line mutationが

見出され、広くDNA障害修復遺伝子に変異が蓄積してい

ることが示唆される。 

３．小児難治性白血病の細胞周期とその異常に関する研

究 

本研究では、GM-CSFによるメチル化誘導機構をGM-CS

F依存性白血病細胞株であるMO7e細胞株を用いて検討し

た。MO7eのp15のプロモーター領域の27個のCpG sitesは

GM-CSF存在下でほとんどすべてのallelleがメチル化さ

れていた。しかし、GM-CSFとFBSを除去すると、time-de

－2－ 
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pendentにメチル化率は低下した。脱メチル化は方向、

場所、範囲において種々のpatternを示した。GM-CSF非

存在下で48hr培養後、GM-CSFを再添加するとメチル化率

は増加し、24hr後ほぼすべてのalleleはメチル化された。

p15の蛋白質はメチル化率と逆相関していた。即ち、GM-

CSF存在下ではp15の発現はほとんどみられなかったが、

GM-CSF非存在下では増強した。 

 GM-CSFとFBS非存在下で5-AzaとTSAの両者を同時に添

加すると、メチル化は完全に消失したことから、GM-CSF

はDNMTとHDACの単独或いは両者を用いてメチル化を誘導

することが明らかとなった。またGM-CSFはde novo メチ

ル化誘導能を有する判明した。この de novo メチル化

に対する5-AzaとTSAの単独あるいは両者に対する反応は

上記の結果と同様であった。これらの結果から、1）MO7

e細胞はGM-CSFによるp15遺伝子のメチル化を検討するの

に有用であった。2）GM-CSFは DNMTとHDACを単独あるい

は両者を用いてde novoメチル化を誘導することが明ら

かとなった。 

 次いで、若年性骨髄単球性白血病（JMML）におけるp1

5のエピジェネテイックコードによる遺伝子発現の制御

機構を検討した。GM-CSFとSCF刺激により産生されたDay

 7の骨髄系細胞は、正常対照においては40%-70%の頻度

で全例にp15遺伝子のメチル化がみられたが、JMML患者

の骨髄CD34陽性細胞から産生されたDay7細胞のp15遺伝

子は6例中、すべての例でほぼすべてのCpG部位が非メチ

ル化状態を示した。p15 mRNAの発現をreal-time PCR法

を用いて検討したところ、JMML患者において有意に高い

発現が認められた。これらのことから、JMMLにおけるエ

ピジェネテイックコードによる遺伝子発現の制御異常が

示唆された。また、本症における診断基準の１つとなっ

ているGM-CSF hypersensitivityはウイルス感染でも認

められるとの報告があるが、メチル化の有無を同時に解

析することはより正確な診断を下す上で有用であると思

われた。 

４．小児AMLの治療法に関する研究及びゲノム異常に関

する研究 

AML99プロトコールで治療した240例の寛解導入率は94%、

3年生存率は81%､DFSは67%、EFSは64%であった。リスク

別の3年生存率とDFSはおおよそ、LR群90%と72%、IR群で

は83%と63%、HR群では60%と60%であった。LR群とIR群の

化学療法を行なったものの再発例の多くは、SCTにより

救済されており、QOLの向上を目標とした目的は果たさ

れている。MRDをみるためにWT1の推移を検討したところ、

再発例では強化終了直前から異常値を示すものがみられ、

早期に再発を予知する可能性がみられた。染色体検査で

は11q23転座を有するもののうち、t(9;11)は予後良好因

子である可能性が高かった。FLT3遺伝子異常の有無は、

新たな予後不良因子となることが明らかになり、次期プ

ロトコールの層別化治療に組入れることとなった。

（１）WT-1遺伝子の推移；治療後異常値を示すものの割

合は、それぞれ初診時84/119(71%)と37/46(80%)、寛解

導入後16/60(27%)と10/36(28%)、強化3前6/61(10%)と3/

28(11%)、強化5前2/48(4%)と5/20(25%)、治療終了時3/5

1(6%)と6/26(23%)であった。また、治療終了3ヵ月後で

は2/29(7%)と5/11(45%)、6ヵ月後1/22(5%)と0/4(0%)で

あった。再発例では強化療法5コース前、治療終了時お

よび治療終了後3か月目のWT-1の値が高い傾向がみられ

た。（２）染色体異常と生存率；染色体異常別のEFSはi

nv(16)で91.7±8.0%,t(8;21)は81.2±4.8%と高い。一方、

正常核型55.1±9.2、11q23 53.5±9.1%、その他の異常5

1.7±8.7%であった。11q23を有する41例の中ではt(9;1

1)の15例は77.8±11.4%、t(9;11)以外の26例は38.4±11.

5%と、両者の生存率の間に優位差がみられた。したがっ

て、新たな予後良好因子としてt(9;11)があげられた。

（３）Fms related-tyrosine kinase 3 (FLT3)遺伝子異

常は成人AMLにおいて最も高頻度に認められる予後不良

因子である。Juxtamembrane(JM)領域の一部が重複して

繰り返されるinternal tandem duplication (ITD)と、

キナーゼ領域に位置する835番目のAsp残基(D835)の点変

異(D835Mt) が知られている。今回AML99プロトコールに

登録された小児AML158症例についてFLT3遺伝子異常の解

析を行った。158例中ITDを20例（12.7%）、D835Mtを11

例(7.0%)に認めた。ITD、D835Mtともに初診時年齢が高

く、白血球数が多い傾向がみられた。FAB分類でITDはM3

 3/13例(23%)、M5 5/25例(20%)、M1 4/24例(16.7%)に多

くみられ、D835Mt はM3 4/15例(23%)に多くみられた。A

ML99のリスク分類別でITDは、Low Risk(LR)群 2/62例(3.

2%)、Intermediate Risk (IR)群8/57例(14.0%)、High R

isk(HR)群 2/10例(20.0%)、M3 3/13例(23.0%)、D835Mt 

はLR群 3/62例(4.8%)、IR群 4/57例(7.0%)、HR群 0/10

例、FAB/M3 3/13例(23.0%)であった。非寛解の6例中5例

(83.3%)でITDが認められた。なおM3、Down症例を除き、

寛解導入率はwild type(WT) 97.8%、ITD 75.0%、D835Mt

 91.7%であった。3年粗生存率はWT 89.1%、ITD 34.3% 

－3－ 
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(p<0.0001, Hazard ratio=9.07)、D835Mt例は100%であ

った。3年無病生存率はWT 71.5%、ITD 38.5% (p=0.000

1, Hazard ratio=3.7)であった。WBC<10万、年齢２歳以

上のIR群49例について解析したところ3年EFS率はWT 65.

7%、ITD 33.3% (p=0.014)で、3年再発率はWT 28.8%、I

TD 61.3% (p=0.0037)とITDはIR群の予後を悪化させて

いた。核型別で正常核型35例中ITD例は9例(25.7%)と最

も多く含まれ、ITD 20例中9例(45%)は正常核型であった。

M3ではWTで早期死亡の1例を除き全例生存していた。All

o-SCTがITD17例中12例で行われていた。生存例は第1寛

解で実施された5例中4例のみで、第2寛解で実施された1

例、非寛解で実施された6例は全例死亡していた。考

案）ITD、D835Mtの頻度は諸外国の小児AMLの報告と大差

なく、成人AMLに比し少なかった。小児AMLの約13%を占

めるFLT3-ITDは独立した予後不良因子であり、特に従来

のIR群や正常核型群で顕著であった。D835Mt例は全例生

存しており予後とは相関しなかった。ITD群は第1寛解期

での移植が望ましいと考えられた。 

５．In vivo modelを用いた小児難治性白血病、骨髄異

形成症候群における病態解析及び治療法の開発に関する

研究 

NOD/SCIDマウスのNK活性を完全に抑える目的でNOD/Shi-

scidマウスとcommon g 鎖ノックアウトマウスをかけあ

わせた新たなNOD/SCID/gc
nullマウス（NOGマウス）を作成

した。common g 鎖ノックアウトマウスはＴ細胞の極端

な減少とNK細胞の欠損を生じることがわかっていたが、

期待通り、新たに作成したNOGマウスは従来のNOD/SCID

マウスの免疫異常に加えて完全にNK活性を消失していた。

そこで臍帯血由来CD34陽性細胞を1×10５個ずつ移植して

経時的にヒト血球の割合を従来のNOD/SCIDマウスと比較

したところ、移植後4週目では8.6% vs 1.3%、8週目にお

いて37.1% vs 6.6%とNOGマウスにおいて圧倒的に高いキ

メラ率が得られた。移植後3ヶ月でのNOGマウスの骨髄、

脾臓ではそれぞれ63.4%、66.6%という極めて高いヒト血

球のキメラ率を得た。生着したヒト細胞のlineage解析

をフローサイトメトリーを用いて行ったところ、従来の

NOD/SCIDと同様に骨髄球系、赤芽球系、巨核球系など

様々な血球系譜への分化を認め、さらに注目すべきこと

にB細胞のほかT細胞の出現を認め、経時的な解析からこ

のT細胞はマウス胸腺において分化増殖したものである

ことを確認した。このことはこのマウスモデルがすべて

の血球系への分化を支持できる極めてユニークなモデル

であることを示している。さらに移植CD34陽性細胞数を

1000個にしてもヒト血球の生着が確認され、100個まで

減らした場合においても1/3のマウスに生着がみられた

ことからこのマウスモデルはすべてのlineageへの分化

を解析できると同時にきわめて鋭敏なヒト造血幹細胞の

アッセイ系であることを確認した。本マウスは正常造血

幹細胞のin vivoでの増殖・分化機構の解析に有用であ

るのみならず、白血病性幹細胞の測定や白血病のin viv

oにおける進展機構の解明、治療法の開発等に利用可能

であると考えられる。現在そのための基盤的検討を行っ

ている。 

 

３ 倫理面への配慮 

 臨床検体の遺伝子及びゲノム解析についてはJPLSGの

倫理ワーキンググループの倫理規定に従い、各施設の倫

理委員会に承認された研究計画書に沿って行う。また、

白血病細胞の保存および利用についても同意をえた。 
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