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研究成果の要旨 

(1)Topoisomerase 阻害剤による DNA 損傷の機序を検討した。正常細胞では MLL 遺伝子の切断が起こ

るが、細胞周期の G2M チェックポイントによって、自己修復される。一方、ATM 欠損細胞では、チェ

ックポイントが作動せず、自己修復が失われる。(2)寛解期の小児白血病患者由来細胞株と健常人由

来細胞株のゲノム網羅的解析を行った。患者細胞株は染色体不安定性、遺伝子発現データの偏り

apoptosis 関連遺伝子(casp8, GAS2)の発現低下がみられ、apoptosis 経路の異常が示唆された。

(3)AML99 の治療成績は寛解導入率 94%, OS(LR;88%, IR;79%, HR;58%) EFS(LR;72%, IR63%, HR58%) (い

ずれも 3 年)で、予後因子による層別化治療に成功した。また FLT3-ITD, MLL-PTD 及び t(8;21)症例

における c-kit 変異が予後不良因子として抽出された。 (4) JMML 細胞の FISH 解析から、6MP 治療

中の染色体異常は、初診時から存在する6-MP抵抗性の異常クローンの増殖によるものと考えられた。
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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

らかにするために（１）染色体の構造異常や遺伝子異常

の解明（２）このような異常の遺伝的背景としてゲノム

の安定性制御機構の障害の解明（３）ヒト化モデルマウ

スを用いた in vivo での発症、進展機構の解明（４）新

たな予後因子の同定と治療法への応用 を目指す。 

 

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 

小児の難治性造血器腫瘍の遺伝的・生物学的特性 

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 

小児難治性白血病のゲノム解析 

小児難治性白血病の細胞周期とその異常に関する研究 

小児 AML の治療法の開発に関する研究 

難治性小児白血病におけるエピジェネティクス異常と予後関連性の 

検討 

２ 研究方法 

(1)トポ II阻害剤による MLL 遺伝子の切断が、切断され

た断片同士のダイナミックな局在の変化を伴っているか

どうかを明らかにする目的で MLL 遺伝子上流と下流に異

なった蛍光色素でラベルされた FISH プローブを作成し, 

two color FISH を行った。(2) 小児白血病寛解期の患者

50 人から EB ウィルス形質転換により B 細胞株を樹立し

た。正常人から樹立した細胞株と比較したゲノム網羅的

な遺伝子解析を行い、遺伝子を絞り込まない主成分解析、

unsupervised learning で遺伝子を絞り込んだ後で遺伝

子発現を検討した。(3) AML99 プロトコールに登録され
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た 240 例の初発時の患者検体から、RNA を抽出し、RT-PCR

と direct sequence を行って、FLT3-ITD, MLL-PTD, c-kit

変異、CEBPA 変異、BAALC 発現を解析した。(4) 6MP 治療

中のJMML患者検体の染色体異常の解析をFISH法で行い、

6MP 感受性試験を液体培養法、遺伝子変異解析を direct 

sequence 法とコロニー法で施行した。 

 

３ 研究成果 

(1) 小児白血病における遺伝的背景の研究 

MLL 遺伝子異常は難治性白血病である乳児白血病や二次

性白血病の原因となる。治療薬であるトポ II阻害剤処理

による DNA 損傷後の、MLL 切断メカニズムを検討した。 

MLL 遺伝子内にはトポイソメラーゼによって認識される

配列が集中している箇所が存在し、それによってトポイ

ソメラーゼ阻害剤が MLL 遺伝子異常を引き起こすのだろ

うと推測されている。トポイソメラーゼ阻害剤でヒトリ

ンパ球を処理し、それをサザン法で解析すると MLL 遺伝

子の切断を確認することが可能である。ところがトポイ

ソメラーゼ阻害剤で処理後加熱したり、阻害剤フリーの

条件で暫く培養すると切断片は消失し、切断片同士が再

結合することが明らかになった。このことはトポイソメ

ラーゼ阻害剤による MLL 遺伝子の切断は一過性であり、

その変化は可逆的なものであることを示し、MLL 遺伝子

異常がトポイソメラーゼ阻害剤でなぜ引き起こされるの

かのなぞを解くことが容易でないことが明らかになった。 

 トポ II阻害剤による MLL 遺伝子の切断が、切断された

断片同士のダイナミックな局在の変化を伴っているかど

うかを明らかにする目的で MLL 遺伝子上流と下流に異な

った蛍光色素でラベルされた FISH プローブを作成し, 

two color FISH を行った。 

 この方法で正常細胞をトポイソメラーゼ II 阻害剤で

処理し、解析を行ったところ、MLL 遺伝子の部位で切断

はされていても、断片の局在部位は変化しておらず、染

色体のダイナミックな変化はおこっていないことが明ら

かになった。同様の実験を ATM 欠損細胞である GM05849C

を用いて行った。まずトポイソメラーゼ II阻害剤による

細胞周期の状態を観察した所、ATM 欠損細胞では G2M チ

ェックポイントに異常が認められ、細胞周期が G0/G1 に

進行する分画が比較的に多いことが判明した。 

この細胞において M 期、さらに M 期を乗り越えて G１期

に入った細胞の分析を行った所、MLL 遺伝子切断断片の

位置関係の大きな変化を観察する事ができた。 

以上をまとめるとトポイソメラーゼ阻害剤による MLL 遺

伝子の切断と MLL 遺伝子における染色体の転座において

ATM 欠損が関与するメカニズムとして以下のような事が

考えられた。(1) 正常細胞ではトポイソメラーゼ阻害剤

による DNA 損傷に対し、MLL 遺伝子の切断がおこるが、

細胞周期はG2MチェックポイントによってG2期を越えて

M期、G１期へ進行する事はなく、切断断片のダイナミッ

クな位置異常を呈する事はなく、自己修復の機会が保た

れた。(2) ATM 欠損細胞では同様の処理に際し、細胞周

期チェックポイントが作動せず、細胞周期は G2期を越え

て M期、G１期へと進行する。この過程で MLL 遺伝子断片

の位置関係に大きな変化が生じ、自己修復の機会が失わ

れた。 

 

(2) 小児白血病におけるゲノム解析を通した遺伝的背

景の探索 

小児白血病は MLL 遺伝子の転座、再構成に代表されるよ

うな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、germline 

mutation や 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、主として寛解期の患者５０人

の末梢血５mlを採取し、EBウィルスによる形質転換によ

りＢ細胞株を樹立した。樹立した小児白血病患者由来細

胞株は健常人由来細胞と比較して有意に染色体の不安定

性を示しており、ゲノムの安定性を規定する遺伝子に着

目する、というわれわれの解析の方向性の正しさを示す

ものであった。しかし、化学療法による遺伝子への影響

は長期間に及ぶ、との報告もあり、化学療法の有無、お

よび、化学療法後の経過時間に関して調べたところ、そ

れらの因子の影響による有意差は認められず、やはり、

疾患の有無によるものと考えられた。年齢的には低いほ

ど染色体不安定性を示していた。乳児白血病では MLL 遺

伝子の転座を有する白血病が過半数を占めていることと

矛盾しない。 

 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 p53 遺伝子に変異のある

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、遺伝子を絞り込まずに主

成分分析を行ったところ、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

－2－ 



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

 

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。差の大きい上位

５０遺伝子（プローブ）のなかに、apoptosis 経路で重

要な CASP8 (p = 3.1 x 10-5) や GAS2 (p = 6.3 x 10-6) 

が含まれていた。どちらも小児患者群細胞では発現が低

いものが多かった。さらに、apoptosis との関係が示唆

されている BHLHB2 や MYH10 なども含まれる。 p53 の

安定性にポジティブに働く GAS2 の発現が低い細胞にお

ける apoptosis を解析したところ、GAS2 の発現レベル

と apoptosis には負の相関が観察された。したがって、

小児白血病患者細胞の多くは apoptosis 経路に異常が

あり、白血病化の一因となっていることが示唆された。

現在までに明らかになった DNA 二重鎖切断修復の主要な

経路である、ATM、TP53 (p53)、CHK2 遺伝子の変異デー

タと合わせて考えると、p53 を中心とする genetic な、

またはepigeneticなgerm-lineレベルの変異が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、小児

白血病の遺伝的素因の重要な素因と考えられた。 

 

 (3) 小児 AML99 プロトコール開始 4 年後の治療成績と

予後因子の評価 

1.AML99(狭義) 

対象は2000.1～2002.12の3年間に登録されたDown合併

例と M3を除く AML240 例で、登録終了後 2年 3ヶ月の時

点での中間解析を行った。寛解導入率は 226/240(94%)で、

導入療法 A 204/214(95%)､B 22/26(85%)であった。3年粗

生存率(OAS)は 79%､EFS は 64%､EFS は 65%であった。予後

因子別の 3年生存率と DFS は、LR群 88%と 72%､IR 群 79%

と 63%､HR 群 58%と 58%であった。IR群について、第一寛

解期に HSCT 施行群と非施行群の OAS と DFS を比較した。

施行群では 79%と 79%、非施行群では 79%と 53%であり、

非施行群では再発しても HSCT により約半数のものが救

済された。染色体異常別のEFSはinv(16)で100%,t(8;21)

は 85%と高い。一方、正常核型、11q23 では約 40%である。

11q23 を有する 30例の中では t(9;14)9 例は 100%、それ

以外の 21例は 35%であった。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。 

2.AML99 Down 

対象はDownを合併した66例で全AMLの16%を占めている。

年齢の中央値は 1 歳 10 ヶ月、FAB分類は 60 例がM7 であ

った。寛解導入率は 64/66(97%)、うち 56例(85%)が寛解

を維持している。8例が再発し、3例に移植を行ったが 7

例が死亡した。再発は 2歳以下の 2/39(5%)、2歳以上の

6/27(22%)にみられ、2歳以上の治療強化の必要性が示唆

された。粗生存率は 2歳未満と 2歳以上で 91%と 70%と有

意差がみられた。EFSは 89%と 72%であり、2 歳以上に寛

解導入不能例が多いことが影響している。AML99/Down 

protocolの検証：(1)AT-Downと比べ寛解導入率はやや低

下した。治療関連死が減少し、特に標準危険群では有意

差がみられた。(2)予後不良因子としてmonosomy 7 があ

げられた。 

3. AML99 Ｍ3 

対象は 1997 年から 2004 年までに登録された 54例で、平

均年齢は 9 歳である。寛解導入率は 52/54(96%)である。

死亡例は寛解導入中の ICH および DIC による 2例、強化

療法時に敗血症による 1例、再発後の ICH による 1例で

ある。3年生存率は 90%、3年 EFS は 88%であった。 

4. 予後因子の評価 

小児 AML 158 例の FLT3、MLL および KIT 遺伝子の解析を

行った。135 例中 FLT3-internal tandem duplication 

(ITD)を 17 例（12.6%）、kinase domain mutation (D835Mt)

を 8例(5.9%)に認めた。3年 OSは各々FLT3-ITD, D835Mt, 

wild type(WT)で 35.3%, 100%, 84.3% (p<0.0000001)、

DFS は 40.0%, 87.5%, 66.9% (p<0.003), 再発率(RR)は 

52.4%, 11.8%, 30.3% (p<0.005)であった。MLL-PTD は 21 

例(15.6%)にみられ、MLL-PTD の有無による予後の差は OS 

は 56.3%, 83.2% (p=0.018), DFS は 41.7%, 69.6% 

(P=0.010), RR は 54.3%, 27.6% (p=0.0085)であった。

また正常核型 33 例中 15 例 (45.5%)で FLT3-ITD か

MLL-PTD のどちらかの異常がみられた。小児の多数例の

検討により、本邦の小児 AML でも予後不良であることを

明らかにし、今年度開始される新プロトコール（AML06）

では治療の層別化に用いられることになっている。

t(8;21)-AML は予後良好とされているが、AML99 症例では

約 15%が再発している。また AML1-MTG8 単独ノックイン

マウスの結果より、AML の発症には二次的遺伝子異常が

必要で、KIT 遺伝子が候補と考えて解析を行った。AML99

登録症例中 46例を対象とした。KIT 遺伝子の TK2 domain

の変異が 46例中 8例(17.4%)（N822K 3 例、N822T、D816H、

D816V、V825A、A814S 各 1 例）に認められた。KIT 遺伝

子の有無による OS は 50.0%対 97.4% (p=0.001)、EFS は

37.5 %対 94.7% (p<0.0001)、RR は 47.0 %対 2.7% 

(p<0.00001) でいずれも著明な有意差がみられた。KIT

遺伝子異常は t(8;21)-AML の新たな予後因子となりうる

ものと考えられた。一方、欧米成人で予後良好因子とさ

れている CEBPa mutation 解析では、20 例(M03 例,M14

例,M23 例,M44 例,M55 例,M71 例)の cDNA を用い、RT-PCR 

および Direct sequence を施行した。 20 例中 1例(M１
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症例)に Base pair change : 1074-1075 ins.AGA (Amino 

acid change : K 309-310 insertion)を示す新規の

mutation を認めた。mutation の頻度としては、これまで

の成人報告例 (10～15%)に比べて、小児例では低い可能

性が示唆された。また予後不要因子とされる BAALC 

expression の検索では、27例(M01 例,M17 例,M24 例,M31

例,M47 例,M55 例,M72 例)を対象とし、Real time RT-PCR

により発現レベルを検討した。27例中19例がBAALC high 

expression を示した。全 27 例の Over all survival(OS)

は、64 ヶ月のフォロー期間で、Low expression (LE)群

(n=8) 75%に対し、High expression (HE)群(n=19) では、

47.3 %（全体の OSは 55.6 %）であった。また再発率は、

LE群で 37.5%、HE 群で 52.6%を示し、予後不良因子とし

ての意義が示唆された。 

 

 (4) JMML 治療中の染色体異常の意義 

若年性骨髄単球性白血病 (JMML) では、初発時の染色体

検査において約2/3は正常核型を示し、残りが-7などの染

色体異常を示すと報告されている。一方、診断時には正

常核型であっても、6-MP治療中に染色体異常を認める症

例にしばしば遭遇する。そこで、6-MP治療中に出現する

染色体異常の意義について解析した。解析対象は11例で、

うち2例は初診時に染色体異常（+8と-7）がみられ、残り

の9例は正常核型であった。+8の1例と、正常核型の4例に

おいてG分染法で6-MP投与1-14か月後に新たな染色体異

常が出現した。初診時あるいは6-MP治療前の骨髄細胞を

FISH法により解析したところ、全例に3～6％の割合です

でに異常クローンが存在し、経時的に増加した。これら

の患者の骨髄細胞を6-MP添加あるいは非添加でGM-CSF刺

激下で培養したところ、6-MP治療中に増殖した染色体異

常を有する細胞は、6-MP治療により減少した細胞に比べ

明らかに6-MPに対して抵抗性を示した。PTPN11とN-ras

の変異について検索した結果、初診時および6-MP 治療中

に染色体異常が出現した6例中5例にPTPN11遺伝子の点変

異を認めた。PTPN11変異を認めた1例について、骨髄CD34

陽性細胞から得られた各系統のコロニーについてPTPN11

変異の検索を行った結果、顆粒球-マクロファージ系コロ

ニーでは染色体異常の有無に関わらず、すべてのコロニ

ーがPTPN11変異を有していた。一方、約80%の赤血球バー

ストや20%の混合コロニーはPTPN11変異も染色体異常も

認められなかった。これらの結果から、6-MP治療中に出

現する染色体異常は初診時から存在する6-MP抵抗性の異

常クローンの増殖によることが明らかとなった。また、

6-MP抵抗性は遺伝子変異ではなく、染色体異常により規

定されているものと考えられた。 

 

 (5) 小児骨髄異形成症候群(MDS)/若年性骨髄単球性白

血病(JMML)に対する造血幹細胞移植：単一施設の経験か

ら 

1984 年 1 月から 2004 年 7 月までの期間に，九州がんセ

ンターで行われた新規発症小児 MDS20 例，JMML6 例に対

する造血幹細胞移植の治療成績について後方視的に検討

した。MDS は男児 11例，女児 9例，JMML は男児 5例，女

児1例、移植時年齢はMDSが中央値8.9才 (2.5-16.6才)，

JMML が中央値 2.2 才 (1.5-2.6 才)であった。MDS20 例の

移植前の病型診断は Refractory cytopenia (RC) 7 例， 

Refractory anemia with excess blasts (RAEB) 2 例，

RAEB intransformation (RAEB-T) 6 例，白血病転化例 5

例であった．MDS/JMML の染色体解析では，それぞれ核型

正常が 8例と 4例，monosomy 7 が 6例と 1例，trisomy 8

が 2例と 0例，その他の染色体異常が 4例と 1例認めら

れた。診断から移植までの期間は MDS が中央値 7.1 か月 

(1.1-95.4 か月)，JMML が中央値 9.5 か月 (5.9-20.1 か

月)、移植片は，骨髄が 22例（HLA 一致血縁 13例，1座

不一致血縁 2例，非血縁 7例），臍帯血が 4例であった。

移植前処置は MDS で TBI レジメンが 11例，non-TBI レジ

メン 9 例，JMML では Bu 内服不能１例を除き Bu＋Ara-C

＋CY で行った。 GVHD 予防は HLA 一致血縁ドナーで CsA

あるいはMTX単独，それ以外ではCsAあるいはFKにshort 

term MTX の組み合わせを選択した。全例で生着が得られ，

その中央値は 19日(11-49 日)であった．急性 GVHD は 0-I

度 8例，II度以上が 18例、慢性 GVHD は評価可能であっ

た21例中5例に認められた。MDSの再発はRC 1例，RAEB-T 

1 例の 2例に留まる一方で，JMML は 6例中 5例が再発し

たが，そのうち 2例は移植片対白血病効果の誘導で再寛

解が得られた。移植関連死亡は 6例で，内訳は肺感染症

3 例，閉塞性細気管支炎 1 例，敗血性ショック 1 例，誤

嚥性肺炎 1 例であった。観察期間は中央値 6.2 年，3 年

の無病生存率，全生存率，再発率，移植関連死亡率はそ

れぞれ 41%，61%,  32%, 26%であった。MDS では移植関連

死亡が多いとされているが，本報告でも同様の結果であ

った．その一方で無病生存例も多く，その観察期間も長

期にわたっていて，移植成績そのものは決して悪いもの

ではない。本報告の結果から小児 MDS 治療の第 1選択は

造血幹細胞移植であり，その治療関連合併症を減ずるこ

とでさらなる治療成績の向上が期待できると考えられた。 

４ 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
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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った。 
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