
 1 

厚生労働科学研究費補助金（第３次対がん総合戦略研究事業） 
総括研究報告書 

 
難治性小児がんに対する組織的・包括的取り組みに基づく 

臨床的特性に関する分子情報の体系的解析と、 
その知見を活用した診断・治療法の開発 

 
研究代表者 清河 信敬 (独)国立成育医療研究センター研究所 小児血液・腫瘍研究部長 

 
研究要旨： 本研究では、難治性小児がん、特に急速な進展や再発を繰り返す予後不良
な亜型について、様々な手法を用いた網羅的-体系的な遺伝子・蛋白等のプロファイリン
グを行ない、その分子特性の新たな側面を明らかにし、得られた知見に基づいて有効な
予後予測法を確立し、治療層別化法として臨床に応用することを目標とする。さらにそ
の成果を発展させて、新規診断法や分子標的療法を開発することにより、難治性小児が
んの QOL 改善に貢献可能な治療モデルの提示を目指している。これまでに網羅されて
いなかった稀少疾患や、症例数が最も多い白血病の難治例などの臨床的に必要性が高い
疾患を優先的に解析している。本年度は、（I）多施設治療研究グループとの連携によっ
て治療層別化法として治療プロトコールに応用されている研究成果、治療プロトコール
における評価が進められている研究成果として、1) 小児急性リンパ芽球性白血病
（ALL）の新たな予後不良亜群である Ph-like ALL について、我が国における発症の実
態や、臨床像、分子病態を明らかにし、in vitro での薬剤感受性解析系を確立し、2) ALL
の遺伝子再構成を用いた定量 PCR による MRD 検出、10 カラーFCM による MRD 検
出、キメラ遺伝子を指標とした MRD 検出法の相関性と臨床的有用性について、臨床研
究登録例に対する体系的な検討を進め、3) 非 Down 症候群の急性巨核芽球性白血病にお
ける遺伝子異常と予後ついて検討を行なった。II）多施設治療研究への導入を目指して
臨床症例における評価を進めている治療層別化法開発研究成果として、4)ゲノムプロフ
ァイリングに基づく骨肉腫の化学療法感受性予測システムの構築をさらに進め、5)神経
芽腫における病理組織所見にアレイ CGH 分類と MYCN および ALK の異常を加味して、
予後との関連についての解析を進め、6)小児腎肉腫のエピゲノムの特徴に基づく鑑別診
断法開発として、腎横紋筋肉腫様腫瘍、腎明細胞肉腫、間葉芽腎腫に対して、THBS1 と
RASSF1A 遺伝子のメチル化解析を併用することで、3 つの組織型が鑑別可能であること
を示し、（III）臨床応用を視野にいれた分子プロファイリングや病態モデル構築の基礎
研究成果として、7) 散発性肺芽腫のゲノム解析を実施し、8)小児リンパ腫の遺伝子発現
プロファイル解析を開始した。 
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A. 研究目的 
 小児がんは小児期死亡の主要原因の上位を
占め、成育医療分野では非常に重要な疾患で
ある。近年小児がんの治療成績は著しく向上
し、多くの症例で治癒が望める状況にある。
しかし、一部に依然として治療抵抗性で再発
を繰り返す亜群が存在し、分子標的療法など
のより有効な治療法の開発が望まれている。
逆に、治療反応例については、高い治療効果
を維持しつつも、晩期障害の軽減と QOL 向
上を目指した、治療の軽減が重要な課題とな
っている。その克服には、全ゲノム構造やエ
ピゲノム異常、遺伝子・蛋白発現等の網羅的
解析による包括的な分子異常解明を行って、
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難治性症例や治療反応例を事前に鑑別可能な
層別化法の確立や、新規治療法の標的となる
病因分子の探索が必須である。また、小児が
んは種類が多いため、病型ごとの症例数は非
常に少ないものもあり、上記目的達成のため
には、組織的・包括的な取り組みが不可欠で
ある。 
 そこで本研究では、全国規模の研究グルー
プで、ほぼすべての小児がんを網羅する日本
小児白血病リンパ腫研究グループ（JPLSG、
造血器腫瘍）および小児固形がん臨床試験共
同機構（6 つの小児固形がん臨床研究グルー
プが共同で運営する臨床試験の共通部分に関
する共同機構）と密接に連携し、Ewing 肉腫、
横紋筋肉腫、Wilms 腫瘍、神経芽腫、難治例
や再発例を含む小児白血病等について、臨床
検体に対する包括的・体系的な生体分子情報
解析（オミックス）手法を用いて、その臨床
的特性に関する分子情報プロファイルを網羅
的に明らかにし、得られた知見に基づいて培
養細胞やモデル動物を用いた小児がんの発
症・治療モデルを構築、解析して、層別化を
含む新規診断法や、新規治療法開発を行い、
臨床応用することを目的とする。特に、我国
の小児がん関連の臨床•基礎の研究組織と相
互補完的に研究を進め、他で実施されていな
い分野において現在臨床の場で早急に実用化
が求められている治療層別化法の開発や、こ
れまで検討が遅れていた疾患についての集中
的な網羅的分子特性解析などを進めるととも
に、先行研究の成果を治療研究に反映させる
ことに重点をおく。 
 本研究の実施によって、難治性小児がんの
臨床特性に関連する分子情報が明らかになり、
その成果が新たな分子標的の同定に結びつい
て、新規治療戦略を提案することが可能とな
り、難治性小児がんの治療成績向上や QOL
改善に寄与することが期待され、その結果と
して、健全な次世代を育む環境整備を通じて、
厚生労働行政に貢献することを目指す。 

 
B. 研究方法 
1. 対象：倫理的手続きを経て、研究への使
用について同意が得られた小児がん患児の臨
床検体を用いた。 
2. DNA 異常の解析：腫瘍試料から抽出した
ゲノム DNA につき、GenChip 50K/250KArray、
(Affimetrix 社)、ヒトオリゴアレイ(Agilent 社)
あるいは BAC アレイ(UCSF 製)を用いて網羅
的ゲノムコピー数解析を行った。 

3.  抽出した DNA に対して、 Illumina, 
Infinium DNA メ チ ル 化 ア ッ セ イ 
(HumanMethylation27 BeadChip) を用いて主
に遺伝子プロモーター領域に存在する CpG
サ イ ト の メ チ ル 化 状 態 を 解 析 し 、
Bioconductor in R を用いて、階層的クラスタ
リングを行った。上記解析により選択された
10 遺伝子の CpG island のメチル化状態を
EpiTYPER assay(SEQUENOM)によって、さら
に詳細に解析した。一部の遺伝子については、
バイサルファイトしたゲノム DNA を用いて
CpG island 内の特定の領域を PCR で増幅し、
CpG サイトを認識する制限酵素である
HpyCH4IV で消化してそのバンドのパターン
でメチル化状態を解析する COBRA assay 法
を確立した。 
4. 網羅的遺伝子発現解析と RNA 異常の解
析：小児腫瘍細胞検体から total RNA を抽出
し 、 WT-Ovation Pico RNA Amplifi-cation 
System(NuGen 社)により cDNA を合成、増幅
し、Affimetrix 社 GeneChip Human Genome 
U133 Plus 2.0 Array により網羅的遺伝子発現
を 行 っ た 。 得 ら れ た デ ー タ は
GeneSpring(Agilent 社)を用いて解析した。 
 キメラ遺伝子については、定量 PCR ある
いは reverse transcriptase (RT)-PCR と直接塩基
配列決定により解析した。 
5. 分子 MRD 量解析：初発時の ALL 細胞か
ら抽出した DNA に Ig/TCR の multiplex PCR
によって MRD ターゲットを検出し、直接塩
基配列によりプライマーを設定して、定量
PCR を行った。 
6. 小児 ALL のマーカー解析：10 カラー全
血法の蛍光染色を行いフローサイトメトリー
により解析した。 
7. 分子病理学的解析：パラフィン切片 HE
染色標本の病理診断に加え、各病型や組織型
に応じた免疫組織化学染色および RT-PCR, 
FISH 法による分子病理学的解析をおこなっ
た。 
8. 標的遺伝子の機能解析：テトラサイクリ
ン依存的な発現誘導系を用いて、培養細胞に
標的遺伝子を発現させ、その機能解析を行な
った。 
（倫理面への配慮） 
 関連法規を遵守し、各倫理委員会ならびに
実施機関長の承認を経た上で、検体提供者へ
の人権擁護、個人情報保護に細心の注意を払
って実施した。動物実験についても、同様に
関連法規を遵守して動物愛護と動物福祉の観
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点に立った倫理的配慮を行った。 
 
C. 研究結果 
1. 分子MRD法による治療層別化法の標準化、
均てん化（鶴澤、清河、福島）: 
 小児白血病において、治療経過中の残存白
血病細胞の数が独立した予後因子である可能
性が示され、微小残存病変（MRD）量のモ
ニタリングによって難治例を層別化し治療法
を強化することが、難治例の予後向上に有効
であることが国際的に確立されつつある。治
療法の違いや人種差による影響により、有効
な検出法や、層別化における閾値の設定が異
なると考えられることから、我が国独自の検
討が必要である。そこで本研究では、急性リ
ンパ芽球性白血病（ALL）およびリンパ芽球
性リンパ腫（LBL）を対象とし、分子情報に
基づくMRD量のモニタリングによる治療層
別化法の臨床応用に向けた研究に重点を置い
ている。 
 鶴澤は、ALLに対する免疫受容体
Immunoglobullin/T cell receptor (Ig/TCR) 遺伝
子再構成を利用した定量PCRによる「分子
MRD法」を用いた腫瘍細胞のクロナリティ
の変化及び治療後の骨髄MRD量の定量解析
に基づく治療層別化法の標準化と均てん化を
進めており、JPLSGの全国統一治療研究の中
で、現在進行中の再発ALLに対するALL-R08
研究、2011年から始まった T-ALL に対する 
ALL-T11研究と、2012年11月に開始された
BCP-ALL治療研究 ALL-B12（前述）におい
て、予後層別化法として採用され、実際の臨
床応用が開始されている。さらに、鶴澤は、
このMRD検出法を高度先進医療として申請
し、承認された。現在、実績を重ね、将来的
な保険収載を視野にいれた解析を進めている。
本年は、初発ALL75例（BCP14例、T58例、
不明3例）を対象とした解析を行ない、疾患
別の再構成検出率はBCP-ALL95％、T-
ALL79％、で、再構成ターゲットの内訳は
IgH 16(28.1%)、Igκ1(1.8%)、TCRγ9(15.8%)、
TCRδ18(31.6%)、TCRβ10(17.5%)、Sil-Tal 
3(5.3%)であった。またこの57例における定
量感度は10-5 39例、10-4  18例で、10-3.5
以上の症例はなかった。 
 これに対して、低コストで汎用性が高く、
簡便にMRDを解析する法として、清河は、
昨年までに確立したBCP-ALLの10カラーフロ
ーサイトメトリー（FCM）を用いたMRD検
出法について臨床応用をさらに進め、BCP-

ALL 161例、ALL T11登録T-ALL 33例に対す
るMRDのモニタリングを、体系的に行なっ
た。また、福島はALL119例のキメラ遺伝子
を解析し、このうち21検体（17.6％）におい
て、いずれかのキメラ遺伝子を検出した。現
在、この３者によるMRDの解析を平行して
進めており、今後相互の相関性、臨床的有用
性について検討し、より効率的で有用な
MRD検査体制を構築する。 
2. Ph-like ALLの分子病態解析： 
 近年欧米において、網羅的遺伝子発現プロ
ファイリングにより、キメラ陰性のBCP-ALL
（B-others）の一部の予後不良の亜群はPh1-
ALLと類似した遺伝子プロファイルを示し、
多様な新規TK関連キメラを発現することが
示され、チロシンキナーゼ抑制剤（TKI）が
有効な症例が存在することから“Ph-like ALL”
と呼ばれて注目を集めている。Ph-like ALLは、
"BCR-ABL1陰性だがPh1-ALLと類似した遺伝
子プロファイル=Ph-like signature=を示す症例
"という点で国際的コンセンサスが得られて
いるものの、診断法については確定されてい
ないため、今年度は、Ph-like ALLの診断法に
関する検討を進めた。これまでに米国COG-
St. Jude 小児病院グループの診断法
（Clustering-St. Jude）と、オランダ-ドイツの
DCOG-COALLグループからの報告
（Clustering-DCOG）2つのがあり、いずれも
マイクロアレイによる遺伝子発現プロファイ
ルに基づいているが、それぞれ診断に用いる
遺伝子の項目（probe set）が異なる。さらに、
上記診断法は一定規模の集団に対するグルー
プ分けであるため個々のデータに対する診断
は困難であるが、Gene Set Enrichment analysis 
(GSEA) を応用することで個々の症例の診断
が可能である。東京小児がん研究グループ
（TCCSG）の第16次治療研究に登録された
BCP-ALL235例（うちB-others 154例）に対し
て、上記3つの異なる方法を用いたPh-like 
signatureの判定を行ない、比較解析した結果、
BCP-ALL全体235例では、1)4年生存率83.2%、
2)再発15.0%、3)死亡7.0%、4)初発時白血球数
35,389/μl、5)初発時平均年齢5.7歳、6)IKZF1
遺伝子欠失11.9%であるのに対し、A) 
Clustering-St. Jude法では9例がPh-likeと判定さ
れ、1)4年生存率66.7%、2)再発33.3%、3)死亡
22.2%、4)初発時白血球数140,994/μl、5)初発
時平均年齢11.2歳、6)IKZF1遺伝子欠失62.5%
であった。同様にB) Clustering-DCOG法では
13例、1)4年生存率41.7%、2)再発58.3%、3)死
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亡16.7%、4)初発時白血球数143,664/μl、5)初
発時平均年齢7.8歳、6)IKZF1欠失58.3%で、
C) GSEA法では14例、1)4年生存率35.7%、2)
再発57.1%、3)死亡35.7%、4)初発時白血球数
81,565/μl、5)初発時平均年齢7.8歳、6)IKZF1
欠失30.8%であった。3つの診断法で合わせて
23例がPh-like signatureと判定された（BCP-
ALLの9.8%、B-othersの14.9%）が、重複して
診断された症例は約30-60%であり、すべての
方法で共通して判定された症例は5例のみで
あった。この5例についてPCRによる稀少キ
メラ遺伝子のスクリーニングを行ったところ、
4例に多様なチロシンキナーゼ関連のキメラ
遺伝子が検出された。以上より、Ph-like ALL
の概念は、BCP-ALLの新たな予後不良亜群の
分類として有用であるが、細胞遺伝学的背景
が異なる様々な症例群を含んでいることが示
唆され、今後その詳細を明らかにするととも
に、診断基準や疾患概念の整理が必要と考え
られる。しかし、チロシンキナーゼ関連のキ
メラ遺伝子陽性症例についてはTKIが有効で
ある可能性があり、別途治療層別化の対象と
して検討を進める。関連して、培養細胞株に
Ph-like関連キメラ遺伝子を導入して、in vitro
でのTKI感受性を解析する系を確立した。 
3. 小児急性骨髄性白血病（AML）難治例の
予後層別化開発（林）： 
 非Down症候群の急性巨核芽球性白血病
(non-DS-AMKL)はAML99およびAML-05研究
に登録されたnon-DS-AMKLの43例で融合遺
伝子の検索を行い、CBFA2T3-GLIS2を12例
(27.9%)、NUP98-JARID1Aを４例(9.3%)、
OTT-MALを10例(23.6%)、MLL-AF9を２例
(4.7%)、MLL-AF10を１例(2.3%)で認め、臨
床像の検討では、CBFA23-GLIS2、NUP98-
JARID1Aは予後不良、OTT-MALは予後良好
であることが示唆された。他の遺伝子変異の
検索では、これらの融合遺伝子を有する症例
でFLT3-ITD、KIT、RAS、WT1の各変異と
MLL-PTDは比較的稀であった。 
 さらにAML19例で次世代シークエンサー
による全エクソン解析を行い、RAD21や
STAG2などのコーヒシン関連遺伝子や
BCOR/BCORL1などの新規の原因遺伝子変異
を同定した。これまでの既知の知られた遺伝
子についてもtarget deep sequencingを行ってい
る。 
4. ゲノムプロファイリングに基づく骨肉腫
の化学療法感受性予測システムの構築（大
平）： 

 小児骨肉腫については、予後ならびに化学
療法感受性に関わる分子プロファイルの解明
を目的に、治療前のバイオプシーサンプルを
用いたゲノムコピー数解析を行い、治療感受
性の異なる３つのグループにそれぞれ相関す
るゲノム異常プロファイルを抽出した。これ
らのマーカー候補について新規追加症例を用
いて検証を進めており、これまでに高い再現
性が得られている。また、次世代シーケンサ
ーを用いた409種の既知がん関連遺伝子の網
羅的変異解析を行い、一部症例について新規
変異を見いだした。以上のようなゲノムコピ
ー数解析と遺伝子変異を組み合わせることに
より、特に治療反応性の乏しい群を早期に予
測する特徴的なプロファイルの検索と検証を
進める。 
5. 神経芽腫における遺伝子異常と病理組織
との関連（中澤）： 
 神経芽腫の新規予後分類として提唱された
ゲノム分類は、INPC病理組織分類、組織像
との相関が認められた。部分的に染色体増
幅・喪失を見る群 (Partial chromosomal 
gain/loss; P)はUH群が多く、神経芽腫の典型
的な組織像を示すものが少なく、大型核を有
する多形性の目立つ腫瘍細胞が特徴的と考え
られた。また染色体全体にわたる増幅・喪失
のある群 (Whole chromosomal gain/loss; W)で
は、FH群が多く、典型的な神経芽腫の組織
像（conventional neuroblastoma）を示すもの
が多くみられた。MYCN増幅例では、ゲノム
分類にかかわらず、神経線維の乏しい、未分
化な腫瘍細胞が密に増殖し、核分裂・核崩壊
像が目立つという特徴的な組織像を示した。
神経芽腫では、従来、MYCN増幅が非常に強
力な予後因子とされ、MYCN増幅のない症例
について、さらなる予後因子の抽出、それに
よる治療の層別化が望まれている。本研究に
より、ゲノム分類はMYCN増幅のない症例に
おいて、独立した予後因子となり、病理組織
像もゲノム分類別に異なることが示された。 
6. 小児腎肉腫のエピゲノムの特徴に基づく
鑑別診断法開発（大喜多） 
 小児の腎腫瘍のメチル化解析を行い
RASSF1Aに着目して解析を進めたところ、
腎横紋筋肉腫様腫瘍、腎明細胞肉腫では、高
メチル化を示し、間葉芽腎腫では、低メチル
化を示し組織型により特徴的パターンを示し
た。さらにTHBS1とRASSF1A遺伝子のメチ
ル化解析を併用することで、3つの組織型が
鑑別可能であることを示した。RASSF1Aは
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癌抑制遺伝子であり、腎横紋筋肉腫様腫瘍に
おいてRASSF1AがDNAメチル化により転写
抑制されていることが示唆されており、病態
との関連について更に検討中である。 
7. 散発性肺芽腫のゲノム解析（小川）:  
 散発性肺芽腫の発症分子機構を解明するた
めに、初発、再発例を含む肺芽腫12例を用い
て、SNPアレイによるゲノムコピー数の解析、
次世代シークエンサーによるexom解析を行
った。SNPアレイでは、8番染色体の増加が
最も特徴的であり、次いでTP53を含む17番染
色体短腕(17p)領域のヘテロ接合性の消失
(LOH)が高頻度に認められた。また、19qの
高度増幅も3例に認められた。7例における
Exom解析の結果、DICER1とTP53の重複変異
が検出された。計12例のdeep sequencingでは、
11例にDICER1が見出され、8例にTP53の変異
が見出された。興味深いことに、11例中10例
では、DICER1のcompound hetero変異もしく
はホモ変異が検出された。compound hetero変
異の片側変異はすべてナンセンスもしくは、
フレームシフト変異であり、もう一方の変異
はRNaseIIIbドメインに集中していた。
RNaseIIIbドメイン内のホットスポット変異
G1809Rの機能解析を行うために、microRNA 
sequencingを行ったところ、G1809Rでは有意
に5pの産生が低下していた。以上の結果より、
散発性肺芽腫の発症には、DICER1のbiallelic
変異が重要な役割を果たしており、また、
TP53変異はセカンドヒットであることが示さ
れた。 
8. リンパ腫の遺伝子プロファイル解析
（森）：過去に収集されたT-NHL 4例とB-
NHL 6例の検体を用いて、分子プロファイリ
ングを開始し、ETP-ALL様の形質を示すNHL
症例が、遺伝子プロファイルもETP様である
ことや、B-NHL症例で、本研究で明らかにし
たBurkitt 型に特異的な発現遺伝子ZNF385B
がやはり高値であることを確認した。さらに
症例数を増やして、分子プロファイリング情
報を収集して行く。 
 
D. 考察 
 上記 1.から3 .の成果は、全国統一多
施設臨床研究であるJPLSG研究において、
すでに応用、あるいは検討されている。
分子MRD法については、全国統一の多施
設共同治療研究の中で、相互の相関性や
臨床的有用性に関する評価が進められて
おり、今後その普及が図られ、治療成績

向上への貢献が期待される。Ph-like 
ALLについては、全国規模のワーキング
グループが作られ、前向きにその診断や
治療に対する体制作りが進められている
が、本研究の成果は、国内では唯一の
Ph-like ALLの体系的な分子プロファイ
ルおよび臨床データであって、その活動
の基盤となっている。一方、林本研究に
おいて、一貫してAMLの遺伝子異常と予
後との関係について解析を行なってきて
おり、その成果は、全国統一治療プロト
コールの中で、予後層別化因子として応
用されており、今後の治療成績向上への
寄与が期待される。 
 また、4.、5.については、現在、治療
研究グループへの提言を行なっており、
将来的な小児がんの治療法改善への貢献
が期待される他、6は腎腫瘍に対する中
央診断の中で必要に応じて実施が可能な
体制が整っている。さらに、7.、8.の研
究成果については、今後知見を蓄積する
事によって、分子病態の解明や、新規診
断•治療標的探索に結びつくことが期待
される。 

 
E. 結論 
 先行研究で得られた知見をさらに拡充し、
分子情報に基づく治療層別化法の臨床応用に
関する研究を進め、ALL の遺伝子発現プロフ
ァイル、特定のキメラ遺伝子の発現、分子
MRD 法等による層別化法や、ゲノムプロフ
ァイル解析に基づく骨肉腫の化学療法感受性
予測法について実用化に向けた検討を行った。
また、難治性小児がんの分子プロファイリン
グを進めて診断・治療の標的因子を探索し、
同定された標的因子候補について小児がんの
発症、治療モデル構築を目的とした解析を行
なった。本研究の成果が、今後、治療層別化
法として臨床へ応用され、将来的な新規治療
法開発へ結びつくことで、難治性小児がんの
治療予後向上に寄与することが期待される。 
 
F. 健康危険情報 
 該当事項なし。 
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