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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。 

研究分担者 
中澤温子 
・(独)国立成育医療研究センター 部長 
森鉄也 
・(独)国立成育医療研究センター 医長 
大喜多肇 
・(独)国立成育医療研究センター 室長 
林泰秀 
・群馬県立小児医療センター 院長 
鶴澤正仁 
・愛知医科大学 教授 
小川誠司 
・東京大学特任 准教授 
大平美紀 
・千葉県がんセンター 室長 
福島敬 
・筑波大学大学院 准教授 

 
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、



 2 

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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神経芽腫における 11qLOH の責任遺伝子のター
ゲットキャプチャー．第 55 回日本小児血液・
がん学会学術集会．平成 25 年 11 月 29 日~12
月 1 日 
76)星野諭子，西村力，関正史，奥野友介，吉
田健一，白石友一，加藤元博，宮野悟，岡明，
林泰秀，岩中督，小川誠司，滝田順子. 全エク
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ソーム解析による肝芽腫における羅的ゲノム解
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平成 25 年 11 月 29 日~12 月 1 日 
77)関正史，吉田健一，白石友一，佐藤悠佑，
西村力，奥野友介，千葉健一，田中陽子，加藤
啓輔，加藤元博，花田良二，野村優子，朴明子，
石田敏章，岡明，宮野悟，林泰秀，小川誠司，
滝田順子. 散発性胸膜肺芽腫における DICER1
の両アレル変異.  第 55 回日本小児血液・が
ん学会学術集会．平成 25 年 11 月 29 日~12 月 1
日 
78) 関正史，吉田健一，白石友一，佐藤悠佑，
千葉健一，田中陽子，加藤元博，花田良二，岡
明，宮野悟，林泰秀，小川誠司，滝田順子 . 
網羅的ゲノム解析における小児 T－ALL 再発例、
非再発例の検討．第 55 回日本小児血液・がん
学会学術集会．平成 25 年 11 月 29 日~12 月 1
日 
79) Iwata S, Ohira M, Yonemoto T, Ishii T, Kamoda 
H, Nakagawara A. Genomic predictors of response 
to preoperative chemotherapy in patients with 
pediatric osteosarcoma. AACR 104th Annual 
Meeting 2013, Washington DC, 4 月 6 日-10 日, 
2013. 
80) 岩田慎太郎、大平美紀、石井 猛、影山 肇、
片山 稔、横井左奈、永瀬浩喜、米本 司、中川
原 章. ゲノム解析による小児骨肉腫患者の至

適化学療法予測システム 第 72 回日本癌学会
学術総会, 横浜, 10 月 3 日- 5 日, 2013. 
81) 岩田慎太郎、大平美紀、米本 司、萩原洋
子、永瀬浩喜、影山 肇、片山 稔、鴨田博人、
横井左奈、石井 猛、中川原 章. ゲノム解析
の手法を用いた小児四肢発生骨肉腫患者の至適
化学療法予測システムの確立. 第 51 回日本癌
治療学会学術集会, 京都, 10 月 24 日- 26 日, 
2013. 
82) Iwata S, Yonemoto T, Kageyama H, Yokoi S, 
Nagase H, Nakagawara A, Ishii T, Ohira M. 
Characterization of genomic alterations in pediatric 
osteosarcoma with differential chemosensitivities: 
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using preoperative biopsy samples. AACR Special 
Conference on Pediatric Cancer at the Crossroads 
2013, San Diego, 11 月 3 日-6 日, 2013. 

 
H．知的財産権の出願・登録状況 
（予定を含む） 
 1. 特許取得 
    無し 
 2. 実用新案登録 
    無し 
 3. その他 
    なし
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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） 
分担研究報告書 

 
臨床応用を目的とした難治性小児がんの発症・治療モデルの構築 

 
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： 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た。2) 10 カラーFCM による ALL の MRD
検出法の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解析を行ない、他
の方法との相関性に関する検討を進めた。 

Ａ．研究目的 
 小児がんは小児死亡の主要な原因の一つで
あり、成育医療分野では非常に重要な疾患で
あるが、リンパ性腫瘍はその中でも最も頻度
が高い。近年リンパ性腫瘍の治療成績は著し
く向上しているが、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、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。 
 そこで本研究では、小児白血病治療研究グ
ループと連携し、B 前駆細胞性 (BCP-) 急性
リンパ芽球性白血病 (ALL) の治療抵抗例あ
るいは再発例、T-細胞性 (T-)ALL、成熟 B リ
ンパ腫、等の難治性リンパ性腫瘍について、
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)の手法を用いて、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。 
 今年度は、1) BCP-ALL の遺伝子プロファ
イルに基づく難治性亜群である“Ph-like ALL”
の本邦における発症の実態や分子病態につい
て解明を進め、2)予後層別化法として期待さ
れている微少残存病変 (MRD) についてマル
チカラーフローサイトメトリー (FCM) によ

る検出法の臨床研究登録症例での解析を継続
した。 
 
Ｂ．研究方法 
1. 網羅的発現遺伝子解析：白血病細胞検体
から total RNA を miRNeasy kit (Qiagen 社) で
抽出し、各 50 ng を用いて WT-Ovation Pico 
RNA Amplification System (NuGen 社) により
cDNA を合成、増幅し、Biotin 標識した後、
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 解 析 ソ フ ト
GeneSpring (Agilent 社) を用いて解析した。
チロシンキナーゼ関連キメラ遺伝子の検出は、
すでに得られている塩基配列情報に基づいて
プライマーを設計し、 RT-PCR と direct 
sequencing によって行なった。 
2. 細胞マーカー解析：骨髄液あるいは末梢
血液について、FITC, PE, ECD, PC5.5, PC7, 
APC, APC-Alexa-700, APC-Alexa-750, Pacific-
Blue、Krome-Orange の 10 種類の異なる蛍光
色素で標識した単クローン性抗体のセットに
よる全血法の蛍光染色を行った。溶血後、
FCM (Gallios, Beckman-Coulter 社) を用いて
10 カラー解析を行った。 
3. 培養細胞株を用いた標的因子の機能解
析：標的遺伝子の cDNA は RT-PCR により増
幅し、クローニングした。培養細胞への遺伝
子導入と発現誘導は、Retro-X Tet On システ
ム  (pRetroX Tight および pRetro-X Tet on 
advanced) を用いて、テトラサイクリン依存
性の発現誘導系をレトロウイルスベクターに
より目的細胞に導入した。 
（倫理面への配慮） 
 本研究で行った臨床検体を用いた研究は、
関連法規を遵守し、倫理委員会ならびに実施
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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。 
 
Ｃ．研究結果 
1. Ph-like ALL の分子病態解析：小児がんで
最も頻度が高い BCP-ALL では、予後と強い
相関を示す種々のキメラ遺伝子や染色体の数
的異常が明らかにされている。BCR-ABL1 陽
性（Ph1）-ALL は全体の 5%程度を占め、
BCR-ABL1 蛋白がチロシンキナーゼ（TK）
として恒常的に活性化して病態に関与する著
しく予後不良な難治性亜群であるが、近年の
TK 抑制剤（TKI）の臨床応用により治療成
績が劇的に改善しつつある。一方、BCP-ALL
の約 1/3 は既知の遺伝子異常が検出されない
症例群（B-others と総称）であるが、多様で、
著しく予後不良な亜群が含まれるため、その
層別化法開発が ALL 全体の QOL 向上の上で
急務である。これに対し、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、
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、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。
昨年度は、本邦においても Ph-like ALL に相
当する症例が存在し、海外の報告と同様に予
後不良であることを明らかにした。今年度は
さらに、Ph-like ALL の診断法に関する検討
を進めた。Ph-like ALL は、"BCR-ABL1 陰性
にもかかわらず 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おら
ず、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。そこで、東
京小児がん研究グループ（TCCSG）の第 16
次治療研究（L04/06-16、2004〜2007）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。その結果、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/ μ l 、 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。 
 世界で 2 例目として同定した SNX2-ABL1
陽性例は Ph-like の遺伝子発現プロファイル
を示し TKI が部分的に有効と考えられた。そ
こで Ph-like 関連キメラにつき TKI 感受性を
in vitro で解析可能な系の確立を試みた。モ
デルとして BCR-ABL1 遺伝子を導入すること
より IL3-依存性 pro-B 細胞株 Ba/F3 に IL3-非
依存性の増殖能が誘導されることを確認した。
同細胞に imatinib, dasatinib, nilotinib, bafetinib
等の TKI を添加したところ感受性を示して細
胞死に至ったが、対照の MOCK 細胞は非感
受性であった。今後この系を用いて、Ph-like
関連キメラ遺伝子を導入することで、TKI 感
受性の in vitro での検討が可能と考えられる。 
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2. マルチカラーFCM による小児白血病
MRD の検出：近年、MRD の検出が、小児
ALL の難治例を予測可能な新たな予後層別化
因子として期待されている。Ig/TCR 遺伝子
再構成を利用した定量 PCR 法（鶴澤の分担
研究報告書参照）が最も確立された方法であ
るが、一部適応できない症例もあること、コ
ストが高い等の問題点もあることから、これ
を補完する解析法として 10 カラーFCM を用
いた MRD 検出法について検討を行っている。 
昨年度までに、10 カラーフローサイトメト
リー（FCM）を用いた BCP-ALL、および T-
ALL の MRD 検出法を確立した。今年度は、
上記で確立した方法を用いて、全国統一多施
設共同治療研究組織である日本小児白血病リ
ンパ腫研究グループ（JPLSG）の治療研究へ
の登録症例のうち、ALL-B12 研究登録 BCP-
ALL 161 例および ALL T11 登録 T-ALL33 例
に対する MRD のモニタリングを、Day-8 末
梢血、Day-15, -28, -43 骨髄に対して実施した。
95%以上の症例で MRD を簡便にモニタリン
グ可能であった。 
 
Ｄ．考察 
1. Ph-like ALL の分子病態解析：Ph-like ALL
に関して、一部の症例には TKI が有効である
ことから、該当する症例を早期に鑑別して、
TKI を併用した治療プロトコールに移行させ
る方向で検討が進められており、最近そのワ
ーキンググループ（WG）が発足した。本研
究における成果が Ph-like ALL に関する国内
唯一の臨床情報とリンクした体系的な分子解
析情報であり、同 WG での検討における重要
な基礎データとして活用されている。さらに、
本研究で確立された PCR による Ph-like 関連
キメラ遺伝子検出法は、今後の診断・治療プ
ロトコール確立の上で有用である。マウス細
胞株を用いた遺伝子導入実験では、同じ
ABL1 関連のキメラでも、パートナーによっ
て有効な TKI の種類や感受性に差がある可能
性が示された。Ph-like ALL に発現するキナ
ーゼ関連キメラは、非常に多様で、個々の頻
度は非常に低いことを考慮すると、今後、丹
念に症例を 1 例づつ解析して、個々の病態に
ついて明らかにする必要があることが示唆さ
れる。また、このマウス細胞株を用いた遺伝
子導入実験系が、それぞれのキメラ遺伝子の
TKI 感受性について検討するのに優れた方法
であることが明らかとなった。 
2. マルチカラーFCM による小児白血病

MRD の検出： FCM による MRD 法について
は、前述の ALL 治療プロトコールの中で
PCR 法との相関性の確認が進められており、
数年内に、その有用性が確立すると予測され
る。今後、キメラ遺伝子に対する PCR 法と
合わせた３者の方法で相互に補完する分子
MRD 法としての評価を確立させるとともに、
国内での普及を図り、将来的な保険診療への
採用を目指して研究を進める。わが国におけ
る小児 ALL の治療成績向上への貢献が期待
される。 
 
Ｅ．結論 
 小児 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
態と、その分子病態の詳細を明らかにした。
10 カラーFCM による MRD 検出法を構築し、
その有用性について確認し、臨床応用を目指
してさらに検討を進めている。 
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Ａ．研究目的
 神経芽腫群腫瘍は、脳腫瘍についで頻度の
高い小児固形腫瘍であり、生物学的性格、予
後の異なるヘテロな腫瘍とされている。自然
退縮や分化・成熟を示す予後良好群と造血幹
細胞移植を含めた強力な化学療法を行っても
30～40
とに大別される。発症時年齢、
臨床病期、
病理分類
れらの予後因子に基づいた治療の層別化が行
われている。予後良好群の治療の軽減が行わ
れ、日本でも予後良好群を検出する確立の高
い乳児マススクリーニン
方、予後不良群に対する新たな予後因子の検
索、新規治療法の開発が今後の課題となって
いる。
本研究では、新たな予後因子として注目され
ているゲノム分類と
について検索し、
される腫瘍について、さらなる層別化の可能
性を検討することを目的とした。
 
Ｂ．研究方法
 本研究班の分担研究者である大平らのグル
ープは、アレイ
類し、予後との相関に基づくゲノム異常を大
きく３つの群、
色体増幅・喪失のない群
的に染色体増幅・喪失を見る群

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）

小児がんの分子病理所見に基づく悪性度の判定とその治療への応用

研究分担者

研究要旨： 
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
chromosomal gain/loss; P)
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
型的な神経芽腫の組織像（
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、
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
組織像もゲノム分類別に異なることが示された。

Ａ．研究目的 
神経芽腫群腫瘍は、脳腫瘍についで頻度の

高い小児固形腫瘍であり、生物学的性格、予
後の異なるヘテロな腫瘍とされている。自然
退縮や分化・成熟を示す予後良好群と造血幹
細胞移植を含めた強力な化学療法を行っても

40％の生存率しか得られない予後不良群
とに大別される。発症時年齢、
臨床病期、MYCN
病理分類 (INPC)
れらの予後因子に基づいた治療の層別化が行
われている。予後良好群の治療の軽減が行わ
れ、日本でも予後良好群を検出する確立の高
い乳児マススクリーニン
方、予後不良群に対する新たな予後因子の検
索、新規治療法の開発が今後の課題となって
いる。 
本研究では、新たな予後因子として注目され
ているゲノム分類と
について検索し、
される腫瘍について、さらなる層別化の可能
性を検討することを目的とした。

Ｂ．研究方法 
本研究班の分担研究者である大平らのグル

ープは、アレイ CGH
類し、予後との相関に基づくゲノム異常を大
きく３つの群、1) 
色体増幅・喪失のない群
的に染色体増幅・喪失を見る群

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）

小児がんの分子病理所見に基づく悪性度の判定とその治療への応用

研究分担者 中澤 温子

 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、
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
chromosomal gain/loss; P)
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
型的な神経芽腫の組織像（

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、
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
組織像もゲノム分類別に異なることが示された。

神経芽腫群腫瘍は、脳腫瘍についで頻度の
高い小児固形腫瘍であり、生物学的性格、予
後の異なるヘテロな腫瘍とされている。自然
退縮や分化・成熟を示す予後良好群と造血幹
細胞移植を含めた強力な化学療法を行っても

％の生存率しか得られない予後不良群
とに大別される。発症時年齢、

MYCN 遺伝子増幅、国際神経芽腫
(INPC)などが予後因子とされ、こ

れらの予後因子に基づいた治療の層別化が行
われている。予後良好群の治療の軽減が行わ
れ、日本でも予後良好群を検出する確立の高
い乳児マススクリーニングは休止された。一
方、予後不良群に対する新たな予後因子の検
索、新規治療法の開発が今後の課題となって

本研究では、新たな予後因子として注目され
ているゲノム分類と INPC 病理分類との関連
について検索し、INPC で予後不良群に分類
される腫瘍について、さらなる層別化の可能
性を検討することを目的とした。

本研究班の分担研究者である大平らのグル
CGH によるゲノム異常を分

類し、予後との相関に基づくゲノム異常を大
1) MYCN遺伝子増幅以外の染

色体増幅・喪失のない群 (Silent; S)
的に染色体増幅・喪失を見る群

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）
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温子 (独)国立成育医療研究センター

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、
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
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)
型的な神経芽腫の組織像（conventional neuroblastoma

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

増幅が非常に強力な予後因子とされ、
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

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。

神経芽腫群腫瘍は、脳腫瘍についで頻度の
高い小児固形腫瘍であり、生物学的性格、予
後の異なるヘテロな腫瘍とされている。自然
退縮や分化・成熟を示す予後良好群と造血幹
細胞移植を含めた強力な化学療法を行っても

％の生存率しか得られない予後不良群
とに大別される。発症時年齢、DNA 指数、

遺伝子増幅、国際神経芽腫
などが予後因子とされ、こ

れらの予後因子に基づいた治療の層別化が行
われている。予後良好群の治療の軽減が行わ
れ、日本でも予後良好群を検出する確立の高

グは休止された。一
方、予後不良群に対する新たな予後因子の検
索、新規治療法の開発が今後の課題となって

本研究では、新たな予後因子として注目され
病理分類との関連

で予後不良群に分類
される腫瘍について、さらなる層別化の可能
性を検討することを目的とした。 

本研究班の分担研究者である大平らのグル
によるゲノム異常を分

類し、予後との相関に基づくゲノム異常を大
遺伝子増幅以外の染

ilent; S)、2) 部分
的に染色体増幅・喪失を見る群  (Partial 
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国立成育医療研究センター

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、
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

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

(Whole chromosomal gain/loss; W)
conventional neuroblastoma

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

増幅が非常に強力な予後因子とされ、
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

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。

神経芽腫群腫瘍は、脳腫瘍についで頻度の
高い小児固形腫瘍であり、生物学的性格、予
後の異なるヘテロな腫瘍とされている。自然
退縮や分化・成熟を示す予後良好群と造血幹
細胞移植を含めた強力な化学療法を行っても

％の生存率しか得られない予後不良群
指数、

遺伝子増幅、国際神経芽腫
などが予後因子とされ、こ

れらの予後因子に基づいた治療の層別化が行
われている。予後良好群の治療の軽減が行わ
れ、日本でも予後良好群を検出する確立の高

グは休止された。一
方、予後不良群に対する新たな予後因子の検
索、新規治療法の開発が今後の課題となって

本研究では、新たな予後因子として注目され
病理分類との関連

で予後不良群に分類
される腫瘍について、さらなる層別化の可能

本研究班の分担研究者である大平らのグル
によるゲノム異常を分

類し、予後との相関に基づくゲノム異常を大
遺伝子増幅以外の染

部分
(Partial 

chromosomal gain/loss; P)
たる増幅・喪失のある群
gain/loss; W)
17q gain
表のような亜群に分類した（
24(4):441
 

 
アレイ
る 314
る組織学的評価が可能であった神経芽腫
(neuroblastoma; NB) 92
織学的に詳細な検討を行った。サンプリング
エラーを避けるため、
tumor (ganglioneuroma, ganglioneuroblastoma, 
intermixed subtype) ,  multiple clone 
NB
ゲノム分類と
統計学的解析を加えた。
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国立成育医療研究センター

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、
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

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

(Whole chromosomal gain/loss; W)
conventional neuroblastoma）を示すものが多くみられた。

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

増幅が非常に強力な予後因子とされ、MYCN
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

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。 

chromosomal gain/loss; P)
たる増幅・喪失のある群
gain/loss; W)に分けた。さらに
17q gain および
表のような亜群に分類した（
24(4):441-9）。 

アレイ CGH によりゲノム分類がなされてい
314 例の神経芽腫群腫瘍のうち

る組織学的評価が可能であった神経芽腫
(neuroblastoma; NB) 92
織学的に詳細な検討を行った。サンプリング
エラーを避けるため、
tumor (ganglioneuroma, ganglioneuroblastoma, 
intermixed subtype) ,  multiple clone 
NB は対象外とした。対象症例の年齢、予後、
ゲノム分類と INPC
統計学的解析を加えた。
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国立成育医療研究センター 病理診断部

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
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

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
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腫瘍細胞との鑑別が弱拡大では困難であった。

神経芽腫を含めて、小児がんの治療成績は
近年向上し、多剤併用化学療法、放射線治療、
さらに造血幹細胞移植を組み合わせることに

％に達している。
それぞれの腫瘍の生物学的特徴に基づいた治
療の層別化という治療戦略は、治療成績の向
上だけでなく、治療合併症の軽減という意味
でも重要である。神経芽腫においては、年齢、

INPC 国際病理分類
により、治療の層別化が行われている。
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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） 
分担研究報告書 

 
難治性小児リンパ系腫瘍の分子プロファイリングとその臨床応用 

 
研究分担者 森 鉄也 (独)国立成育医療研究センター 生体防御系内科部 腫瘍科医長 
 

研究要旨： 全国規模の多施設共同治療研究である日本小児白血病リンパ腫研究グル
ープ（Japanese Pediatric Leukemia/Lymphoma Study Group: JPLSG）リンパ腫登録例を対
象として、後方視的に収集した検体、T-NHL 4 例と B-NHL 6 例の、遺伝子発現プロフ
ァイルを解析した。T-NHL のうち、Early T-cell precursor (ETP)様の表面形質を有する
症例は、ETP-ALL と類似した遺伝子発現プロファイルを示した。Burkitt 型の B-NHL 6
例では、本研究で明らかにした Burkitt に特異的に発現する ZNF384 がいずれも高発現
していた。今後、さらに症例数を増やして、分子解析を進める。 

研究協力者 
鶴澤正仁* 愛知医科大学医学部 
  （JPLSG 前運営委員会委員長 
  JPLSG BNHL-03 研究代表者） 
堀部敬三 国立名古屋医療センター 
 （JPLSG 会長、ALCL99 研究代表者） 
角南勝介 成田赤十字病院  
 （JPLSG LLB/ALB-03 研究代表者） 
菊地陽 帝京大学医学部 
 （JPLSG リンパ腫委員） 
中澤温子* 国立成育医療研究センター 
 （JPLSG リンパ腫中央診断担当） 
大島孝一 久留米大学医学部  
 （JPLSG リンパ腫中央診断担当） 
林泰秀* 群馬県立小児医療センター 
大喜多肇* 国立成育医療研究センター  
清河信敬* 国立成育医療研究センター  
飯島一智  国立成育医療研究センター 
*; 当該研究班の分担研究者 
 
Ａ．研究目的 
 小児リンパ腫の治療成績は改善し、長期生
存率は 80-90%に達している。一方で、治療
抵抗を示し致命的な結果に至る例が 10-20%
存在し、また、治療合併症により致命的な結
果に至る例、治療毒性等により重篤な障害を
残し生存する例が存在する。小児リンパ腫に
対する治療は多剤併用化学療法が標準的であ
り（ホジキンリンパ腫では放射線照射の併
用）、既知の予後因子（病理組織型、病期、
全身状態、初期治療反応性など）に基づき、
それぞれの患者のリスクに応じた治療が選択
されている。 
 近年、分子レベルにおける病態解析に基づ
いた新しい病型概念  (molecular Burkitt’ s 

lymphoma など ) の提案、分子標的療法
(rituximab など) の開発が進められている。
小児リンパ腫においても包括的な分子プロフ
ァイリング解析により、新たな予後因子の検
出、治療標的の検出が期待される。 
 そこで、本研究では、日本小児白血病リン
パ 腫 研 究 グ ル ー プ  (Japanese Pediatric 
Leukemia/Lymphoma Study Group: JPLSG) に
よる小児リンパ腫に対する臨床研究登録例を
対象として、包括的な分子プロファイリング
解析を目指す。包括的な分子プロファイリン
グ解析により得られた小児リンパ腫の生物学
的特性と、臨床研究により得られた小児リン
パ腫の臨床情報を統合しデータベースを作成
する。データベースの活用により、新たな予
後因子の検出、治療標的の検出を行い、治療
成績の向上に貢献することを目標とする。今
年度は、既登録症例について、詳細な細胞マ
ーカー検査の実施状況、利用可能な余剰検体
の保管状況の調査と試料の収集を行い、解析
可能な試料について発現遺伝子解析に着手し
た。 

 
Ｂ．研究方法 
1. 対象 
 JPLSG リンパ腫臨床研究に登録されたリン
パ腫および成育医療研究センターで診療を受
けた白血病/リンパ腫の患児で、解析可能な
余剰検体が保存されている症例 (中央診断お
よび余剰検体の研究利用について、患者、あ
るいは代諾者から書面による同意が取得され
ている症例) を対象とし、JPLSG リンパ腫中
央診断施設あるいは成育医療研究センターに
保存されている解析可能な余剰検体（新鮮凍
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結検体、凍結浮遊細胞検体など）の中から、
T-NHL4 例と B-NHL 6 例の検体を用いた。 
2. 解析 
 常法に従って DNA、RNA の解析試料を調
整した。このうち、RNA を用いて Affimetrix 
Human Genome U133 Plus 2.0 Array で発現遺
伝子を網羅的に解析した。各 RNA 50ng から
Ovation システム™により cDNA を合成、増
幅し、蛍光標識した後、約 45,000 の遺伝子
に対する合成遺伝子配列が搭載された
GeneChip と反応させる。結合しなかった余
剰 cRNA を洗浄して除去したのち、各合成遺
伝子配列に対する被検遺伝子断片の結合を蛍
光強度としてスキャナーで読み込み、得られ
た結果を専用に開発されたソフト GeneSpring
を用いた解析によって各病型のリンパ腫細胞
の RNA 発現パターンを解析した。 
（倫理面への配慮） 
 JPLSG リンパ腫研究への登録者および成育
医療研究センターで診療を受けた患児の中か
ら、自由意思により中央診断に提出された余
剰検体を研究利用することに同意した者のみ
を研究対象とした。本研究の対象である患者
は未成年者であるため、担当医は代諾者から
インフォームドコンセントを取得した。また、
患者が研究登録の決定等の意志を表すことが
できる場合は、法的な資格のある代諾者から
の同意の他、さらに未成年者である患者の意
志を確認した。JPLSG リンパ腫研究登録者に
は JPLSG データセンターから登録番号が付
与され、対象患者から採取された検体、臨床
情報を示すフローシートには登録番号のみが
添付される。したがって、本研究の担当者・
関係者が対象患者の個人情報を知り得る機会
はない。また、成育医療研究センターの症例
検体についても、実際の解析の担当者には匿
名化された番号と、解析に必要な臨床情報の
みしか提供されない。検体提供患者の診療施
設において、JPLSG リンパ腫研究の倫理審査
が行われ、承認されていることを必須として
いる。本研究の分子解析の結果は、現時点で
対象患者の治療を変更するための明確な根拠
にはなり得ず、対象患者の治療に介入するも
のではない。したがって本研究が対象患者の
治療に危険を及ぼすことはない。 
 
Ｃ．研究結果 

1. T-NHL の遺伝子発現プロファイル解析：
T-NHL のうち 2 例は、Early T-cell precursor 
(ETP-) ALL 様の表面形質を示していた。
ETP-ALL は、発現遺伝子プロファイリング
によって近年同定された T-lineage ALL の亜
群で、特徴的なマーカー蛋白の発現、すなわ
ち CD8 陰性 CD1a 陰性 CD5 陰性〜弱陽性か
つ幹細胞/骨髄系抗原陽性という特徴によっ
て区別可能であり、極めて予後不良な一群と
して報告されていることから、本邦の ALL
治療プロトコールのリスク分類の中での位置
づけについて早急に決定する必要性が求めら
れている。昨年度までに本研究で解析を行な
った T および ETP-ALL/lymphoma 症例のデ
ータを加えて解析を行なった結果、ETP 様の
NHL は ETP-ALL と同じクラスターに分類さ
れ、同様の遺伝子発現プロファイルを示すこ
とが明らかとなった。ETP-NHL/ALL 群では
HOXA13, HOXC6, HOXA4 等の HOX遺伝子群、
BCL2, TGFB1, LMO2, CD244 等の発現が高く、
CD28, CD5, CD2, IL4 等の発現が低いという
特徴が認められた。 
2. B-NHL の遺伝子発現プロファイル解析：
B-NHL 6 例は、いずれも Burkitt 型であった。
昨年度までに本研究で解析を行なった B-
DLBCL や BCP-ALL の解析結果をコントロー
ルとして用いて遺伝子発現プロファイルを解
析した結果、これらの症例において、本研究
で明らかにした Burkitt に特異的に発現する
ZNF384 がいずれも高発現していることが示
された。 
 
Ｄ．考察 

  今回の検討結果から、ETP-ALL と類似し
た形質を示す NHL 症例が、ETP-ALL と同様
の発現プロファイルを示すこと、B-NHL で
は ZNF384 の発現が特徴的であることが確認
された。 
 
Ｅ．結論 
 全国規模の小児造血器腫瘍の多施設共同治
療研究グループである JPLSG のリンパ腫登
録例を対象とした、分子プロファイリング解
析を開始した。今後、過去に登録された症例
と、前向きに蓄積される症例の解析を順次進
め、本邦の NHL 症例の分子プロファイルを
明らかにして行く。 
 
Ｆ．研究発表 
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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） 
分担研究報告書 

 
難治性小児固形がんのエピゲノムを中心とした生物学的特性解析と 

新規診断・治療法開発への応用 
 

大喜多 肇 (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 室長 
 

研究要旨： 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。 

Ａ．研究目的 
 小児期には成人期とは異なった特異な腫瘍
が発生する。特に胎児性腫瘍と呼ばれる発生
期の臓器形成を模倣する形態を示す腫瘍が好
発することと、成人期に多い上皮性腫瘍と異
なり、血液系腫瘍や肉腫が多いことがあげら
れる。小児期の腫瘍は、成長期というバック
グラウンドを背景に、成人腫瘍とは異なった
機序で発生するものが多いと考えられている。 
 小児期に好発する腎腫瘍として腎芽腫とと
もに腎明細胞肉腫や腎横紋筋肉腫様腫瘍が知
られている。腎芽腫や腎明細胞肉腫の治療成
績は近年向上しているが、腎横紋筋肉腫様腫
瘍の成績は、未だに極めて不良であり（治癒
率は 20％以下）、その治療法開発は急務で
ある。腎明細胞肉腫の遺伝子異常は、一部に
染色体転座があるとの報告がなされているも
のの、ほとんど知られていない。一方、腎横
紋筋肉腫様腫瘍の大部分では、22 番染色体
上の SMARCB1 遺伝子の欠失/変異による不
活性化がみられ、その腫瘍発生に対する関与
が想定されている。SMARCB1 遺伝子産物は、
クロマチン再構成因子の一つであり、その欠
失によるクロマチン構造変化に伴って p16 の
遺伝子発現がエピジェネティックに抑制され
ることがその一つと考えられている。 
 本研究では、これらの腫瘍の分子遺伝学的
背景を明らかとし、診断・治療の標的となり
うる分子群を解明することを目的とした。特
に、腎明細胞性腫瘍や腎横紋筋肉腫様腫瘍の
網羅的なメチル化解析によりエピジェネティ
クス異常を明らかにし、その腫瘍発生に関わ
る意義を明らかにすることを目的とした。 

 
Ｂ．研究方法 
 小児腎腫瘍組織（腎芽腫 24 例、腎明細胞
肉腫 10 例、腎ラブドイド腫瘍 10 例、間葉芽
腎腫 9 例）より、常法に従って DNA を抽出、
バイサルファイト変換後、Combined Bisulfite 
Restriction Analysis (COBRA)法、パイロシー
クエンス法によって、DNA メチル化状態を
検討した。RASSF1A遺伝子のプロモーター領
域の CpG island のメチル化状態はパイロシー
クエンス (QIAGEN)にて解析した。シークエ
ンス領域内に含まれる 4 か所の CpG 部位の
メチル化率の平均を算出し、非腫瘍部腎組織
の平均と比較した。PLCB2 遺伝子のプロモー
ター領域の CpG island は COBRA 法にて解析
した。ゲノム DNA をバイサルファイト変換
後、メチル化 DNA および非メチル化 DNA
に共通のプライマーを用いて PLCB2 プロモ
ーターの CpG アイランド領域の一部を PCR
法にて増幅し、メチル化 DNA のみ切断する
HpyCH4IV で PCR 産物を消化し電気泳動を
行った。 
腎横紋筋肉腫細胞株 G401 にプラスミドベ

クターを用いて RASSF1A を導入・強制発現
させ、ウェスタンブロット、免疫染色にて発
現を確認した。 Click-iT EdU Flow Cytometry 
Assay kit を用い細胞周期を解析した。 
（倫理面への配慮） 
 腫瘍検体使用に当たっては倫理委員会に申
請して承認を得た。腫瘍検体は同意取得した
上、匿名化したものを用いた。 
 
Ｃ．研究結果 
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前年度までのメチル化解析において腎横紋
筋肉腫様腫瘍において、極めて高メチル化率
をし、非腫瘍部腎組織で低メチル化（β値
<0.1）を示し、かつ、腎ラブドイド腫瘍で発
現が低下している遺伝子として、RASSF1A
を抽出している。今年度は、小児腎腫瘍にお
ける RASSF1A プロモーター領域のメチル化
解析を行ない、RASSF1A のメチル化パター
ンが鑑別診断マーカーとなりうるかどうか検
討した。パイロシークエンス法にて解析し、
解析領域に含まれる 4 か所の CpG 部位のメ
チル化率の平均を非腫瘍部腎組織 12 検体と
比較した。メチル化率は、腎横紋筋肉腫様腫
瘍は 20～80％、腎明細胞肉腫は 40～90％、
間葉芽腎腫は 0～5％、腎芽腫は 5～90％で、
ばらつきがあるものの、いづれも非腫瘍部と
比較して有意に高メチル化あるいは低メチル
化を示した。非腫瘍部と同程度のメチル化を
示したのは、腎芽腫の一部のみであった。 
この結果、腎横紋筋肉腫様腫瘍と腎明細胞肉
腫は、RASSF1A プロモーターのメチル化率
のみで間葉芽腎腫と区別可能であった。一方、
間葉芽腎腫は RASSF1A のメチル化のみで、
腎横紋筋肉腫、腎明細胞肉腫、腎芽腫、非腫
瘍部と区別することが可能であった。 
これらと過去に報告した THBS-1 のメチル

化による腎明細胞肉腫の鑑別法を併用すると、
腎横紋筋肉腫様腫瘍、腎明細胞肉腫と間葉芽
腎腫を明確に分類することが可能であった。 
横紋筋肉腫様腫瘍の細胞株に RASSF1A を

導入し強制発現させ、増殖率、細胞周期につ
いて検討したところ、増殖率や細胞周期に有
意な変化はみられなかった。RASSF1A は
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、病態との関連を、引き
続き解析する。 
 次に、間葉芽腎腫での低メチル化が示唆さ
れた PLCB2 プロモーターの CpG アイランド
領域の一部を COBRA 法で解析した。その結
果、間葉芽腎腫では、全例で低メチル化であ
るが、他の３組織型では高メチル化を示した。
PLCB2 の低メチル化が間葉芽腎腫を他の小
児腎腫瘍から鑑別するマーカーとなりうるこ
とが示唆された。しなしながら、間葉芽腎腫
の亜型間では同様の PLCB2 のメチル化パタ
ーンを示した。 
 
Ｄ．考察 
腎横紋筋肉腫様腫瘍では、腫瘍における

SMARCB1 の不活性化が特徴的で腫瘍発生に

関わっているとされている。一方、腎明細胞
肉腫は遺伝子異常がほとんど明らかになって
おらず、腫瘍発生の機序や発生母地がほとん
ど不明である。間葉芽腎腫の一部では、融合
遺伝子が腫瘍発生に関連すると考えられてい
るが、他は腫瘍発生機序はほとんど分かって
いない。それぞれの腫瘍はそれぞれに特有の
メチル化パターンを示しており、多数の遺伝
子のメチル化解析により、小児腎腫瘍の鑑別
診断に応用しうると考えられる。特に腫瘍に
特異性の高いメチル化変化があり、THBS1, 
RASSF1Aといった少数の遺伝子の組み合わせ
により、比較的安価に、まれ、かつ、診断の
難しい腫瘍の診断の補助となることが期待さ
れる。 
小児腎腫瘍の DNA メチル化のパターンに

基づく鑑別診断法開発については、新規診断
法として臨床応用を目指すとともに、癌抑制
遺伝子 RASSF1A と腎横紋筋肉腫様腫瘍の病
態との関係について解析を進め、治療法開発
への応用の可能性について検討を進めていき
たい。また、今後は、腎芽腫のような分子遺
伝学的に明らかに多様性のある腫瘍において
メチル化パターンが予後を予測する因子にな
るかどうか解析をすすめる必要がある。 
 
Ｅ．結論 
 RASSF1A プロモーター領域のメチル化解
析を行ない、間葉芽腎腫は低メチル化である
のに対し、腎横紋筋肉腫様腫瘍、腎明細胞肉
腫は高メチル化であることが明らかとなった。
THBS1 と RASSF1A 遺伝子のメチル化解析を
併用することで、腎横紋筋肉腫様腫瘍、腎明
細胞肉腫、間葉芽腎腫の 3 つの病型が鑑別可
能であった。RASSF1A は癌抑制遺伝子であ
り、病態との関連について更に検討中である。 
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近年の分子遺伝学の進歩による小児がん発症と進展の分子メカニズムの
解明は、新規治療薬剤の開発につながる。非

は既知の融合遺伝子として
合遺伝子が報告されている。近年、次世代

NUP98-JARID1A
小児の急性骨髄性白血病(AML)の AML99

CBFA2T3-GLIS2、NUP98
った。CBFA2T3

10 例(23.6%)、MLL
認め、臨床像の検討では、CBFA23-GLIS2

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
ITD、KIT、RAS

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、
ヒシン関連遺伝子や

同定した。これまでの既知の知られた遺伝子についても

AML）はヘテロ
な疾患であり、発症に関わる遺伝子異常や染
色体転座が、すでに多数明らかにされている
が、正常核型の中にはまだ遺伝子変異が明ら
かにされていない症例が数多く存在している。
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次世代シークエンサーを用いた網羅的な遺伝

TET2 や IDH1/2
いった遺伝子変異と臨床の関係が次々に明ら
かにされているが、小児ではこれらの頻度は
まれであり、分子生物学的な背景は不明な点

AML 共同治療研究会
プロトコールにより治療された

、RAS、NPM1
と予後との相関を明

症候群の急性巨核芽球性白血病
は既知の融合遺伝子として

転座の MLL 融合
次世代シークエンサ
等により CBFA2T3
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図１ 新規融合蛋白模式図

A: inv(16)(p13.3q24.3)/

B: t(11;15)(p15;q35)/
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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
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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、
などの新規の原因遺伝子変異を

arget deep sequencing

新規融合蛋白模式図 (Gruber et al. Cancer Cell 2012)

inv(16)(p13.3q24.3)/CBFA2T3

t(11;15)(p15;q35)/NUP98-JARID1A
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遺伝子解析にあたっては、三省合同のゲノ

ム指針に則り、患者又は両親から同意を得、
当センターの倫理委員会の承認を得て行った。
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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） 
分担研究報告書 

 
難治性リンパ系腫瘍に対する分子 MRD 量に基づく治療法の開発研究 

 
分担研究者 鶴澤 正仁  愛知医科大学学長付き参与 

 
研究要旨： 小児の急性リンパ性白血病(ALL) を代表とするリンパ系腫瘍の再発・難
治例の生命予後は 50%以下と極めて不良である。 この再発・難治例における治療反
応性と予後は腫瘍クローンの生物学的特徴や骨髄の微小残存病変（MRD）量と関連
が深い。従って、腫瘍のクロナリテイの変化の有無とサルベージ治療に対する反応、
およびサルベージ治療後の MRD 量と予後の関連を明らかにすることは、難治・再発
症例に対する有効な治療法開発のために極めて重要である。 
 この目的のために本研究では小児再発 ALL およびリンパ腫患者を対象として、初
発時と再発時における腫瘍細胞のクロナリテイの解析、およびサルベージ治療後の骨
髄 MRD 量を Ig/TCR 遺伝子再構成を利用した RQ-PCR による「分子 MRD 法」で定
量的に測定し、治療反応性や再発予後との関連を明らかにする。 

研究協力者 
 堀 壽成  
    愛知医科大学医学部小児科特任准教授 
 
Ａ．研究目的 
 本研究の最終目的は、わが国の再発・難治
性小児造血器腫瘍、特にリンパ系腫瘍に対し
て新たな治療計画を開発することにある。こ
の目的のために治療前に再発難治性リンパ系
腫瘍細胞の免疫受容体遺伝子（Ig/TCR 遺伝
子）再構成を指標としたモノクロナリテイ検
索を実施し、サルベージ治療に対する反応、
およびサルベージ治療後の MRD 量と再発予
後の関連を明らかにする。 

 
Ｂ．研究方法 
1. MRD 遺伝子再構成ターゲットの検出：
これまでにわれわれは MRD 遺伝子再構成タ
ーゲットの検出に、Ig/TCR 遺伝子のうち Ig
κ鎖、IgH 鎖、TCRγ鎖、TCRδ鎖、TCRβ
鎖を用いてきたが、新たに IgH 鎖における
DH-JH、さらに SIL-TAL を追加し、再構成検
出率の向上を図った。具体的にはそれぞれの
遺伝子上に設定された複数のプライマーを用
いて、遺伝子再構成のスクリーニング PCR
を施行、heteroduplex analysis を施行してクロ
ナリティを確認し、得られた PCR 産物につ
いてその塩基配列を解析した。 
2. MRD 定量：従来われわれは上記の解析
結果より、症例特異的な塩基配列から設計し
たプライマーを用いて半定量的な nestedPCR
法を行ってきたが、さらなる高感度な定量と

世界標準の定量精度の実現を目指し Taqman-
probe 法による RQ-PCR を導入した。その過
程において 2010 年に欧州の MRD 専門研究
機関（EuroMRD）への正式参加を承認され
（アジアではシンガポールに次いで２番目、
国内の研究施設では初）、定量技術の向上と
精度管理を目的として、同機関主催による年
2 回の quality control round に参加している。
本研究ではこのように国際的に標準化された
MRD 定量法を用いて MRD 測定を実施した。 
（倫理面への配慮） 
 本研究で行った臨床検体を用いた実験は、
関連法規を遵守し、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。 
 
Ｃ．研究結果 
1. 対象：平成 25 年 1 月から 12 月に解析さ
れた初発 ALL75 例（BCP14 例、T58 例、不
明 3 例）を対象とした。 
2. MRD 再構成ターゲット：対象症例おい
て Ig/TCR 遺伝子再構成スクリーニングが完
了した症例の中で MRD 再構成ターゲット検
出例は 86％であった。このうち 1 例、2 再構
成については定量感度の不足のため、定量に
使用することができなかった。疾患別の再構
成検出率は BCP-ALL95％、T-ALL79％、で
あった。また得られた再構成の総数は 245 で、
その内訳は IgH 63(25.7%)、Igκ11(4.5%)、
TCRγ65(26.5%)、TCRδ59(24.1%)、TCRβ
42(17.1%)、Sil-Tal 5(2.0%)であった。 
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3. RQ-PCR による MRD 定量 
上記のスクリーニング完了症例のうち、定量
用フォローアップ検体が得られた 57 例につ
いて RQ-PCR による MRD 定量を行った。こ
れらの症例において使用した再構成ターゲッ
トの内訳は IgH 16(28.1%)、 Igκ1(1.8%)、
TCRγ9(15.8%)、TCRδ18(31.6%)、TCRβ
10(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。 
 
Ｄ．考察 
 本年度は、当研究室が T-ALL の治療研究
の中央検査施設に位置付けられたことを反映
して、T-ALL 症例を中心に、その他プロトコ
ール治療に登録できなかった BCP-ALL 症例
等を含めた集団を対象として Ig/TCR 遺伝子
再構成の検出と PCR による MRD 定量を試み、
引き続き本研究の根幹をなす PCR による
MRD 定量の精度を評価した。 
本年度の検体においては、再構成検出率が

86％と、従来の 90％を超える成績を下回っ
たが、これはこれまで諸家から報告されてき
たように、T-ALL の再構成検出率が BCP-
ALL のそれを下回るためと考えられる。すな
わち、今回 BCP-ALL26 例に対して 59 例と 2
倍以上の T-ALL 症例が存在し、それぞれの
再構成検出率を比べた場合、BCP-ALL95％に
対して T-ALL79％と明らかな差を認めていた。
従来のスクリーニングに、TCRβ、Sil-Tal と
いった T-ALL に多くみられる再構成ターゲ
ットを加えてきたが、未だ T-ALL 全体では
約 20%の再構成検出不能例が存在することと
なり、その割合の改善が今後の課題と考えら
れる。しかし、前年度幼若なクローンによる
検出の困難さが原因の一つ推測していた、乳
児白血病における再構成検出率の低値は、今
年度の検出率は 89.5%と改善がみられ、技術
の熟練によって問題解決に至ったと考えられ
た。 
また定量感度については本年度は極めて良

好な結果が得られ、全例が 10-４以下で、その
7 割近くが 10-5 という高感度での定量が可
能となっていることが明らかとなった。 
これら一連の MRD 定量技術については、前
述 の EuroMRD quality control round
（2013.10.10-12. Rotterdam, Netherlands）にお
いても同等の結果を得ており、ヨーロッパ各
国の研究施設と比べても遜色ない水準にある
ことを確認できた。今後もこの精度を維持す

ることにより、安定した治療研究の実現を支
援できるものと考える。 
 
Ｅ．結論 
 本年度われわれは、T-ALL、乳児白血病を
含む 113 症例において Ig/TCR 遺伝子再構成
の検出と、これを用いた RQ-PCR による
MRD 定量を行い、定量可能症例の全てで 10-

４以下の高感度での定量を行うことができた。
今後 T-ALL における再構成検出率の向上を
検討することで、最終的な目的である定量値
と予後との相関の評価に貢献できるものと考
えられた。 
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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） 
分担研究報告書 

 
難治性小児腫瘍のゲノムプロファイリングによる 

臨床病態・予後指標の探索 
 

研究分担者 小川 誠司 京都大学 腫瘍生物学 教授 
 

研究要旨：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。 

研究協力者 
 滝田順子 
    東京大学 小児科 
 
Ａ．研究目的 
胸膜肺芽腫は小児期に発生する非常に

稀な胸膜原発の悪性腫瘍である。3 歳以
下の年少時に好発する。生物学的には悪
性度が高く、胸膜浸潤や脳・骨転移など
も高頻度にみられ、一般的に予後は不良
である。のう胞成分の有無によってタイ
プ I から III に分類されるが、タイプ III
は最も予後が悪く、10-30%の治癒率であ
る。肺芽腫の約 10%には、家族性にほか
の悪性腫瘍や腎のう胞、肺のう胞および
先天性嚢胞性腺腫様奇形などの形成異常
を合併することが知られている。このよ
うな家族性肺芽腫はタイプ I ないし II で
あることが多い。 
近年、家族性肺芽腫の原因遺伝子とし

て、microRNA のプロセッシングに関与
する DICER1 の機能喪失型変異が見出さ

れた。DICER1 の変異は卵巣腫瘍や甲状
腺腫などほかの腫瘍でも見出されている。
しかし、肺芽腫の大部分を占める散発性
肺芽腫の原因遺伝子は同定されていない。
そこで、散発性肺芽腫の発症分子機構を
解明するために、次世代シークエンサー
および SNP アレイなど先端的ゲノム解析
技術を駆使して、網羅的ゲノム解析を行
った。 

 
Ｂ．研究方法 
1. 対象 

SNP アレイ解析は散発性肺芽腫 12 例、
細胞株 2 株を用いた。exom 解析は、新
鮮腫瘍 7 例（再発例 2 例を含む）を用い
て行った。また DICER1 および TP53 に
関しては、変異の頻度を検証するために
計 12 例の新鮮腫瘍検体を用いて、deep 
sequencing を行った。さらに、検出され
た DICER1 変異の機能解析を行うために、
micrRNA sequencing も行った。 
2. SNP アレイ 
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腫瘍検体より抽出したゲノム DNA を
適切な制限酵素で消化し、断端に共通
のアダプターを付加した後、PCR によ
り増幅した。PCR 産物を精製し biotin
ラベルをした後、GenChip 50K/250K ア
レイ上でハイブリダイゼーションを行
った。我々が開発した CNAG/AsCNAR
アルゴリズムを用いてデータを分析し
た。 
3. exom 解析 

exom 解析のサンプル調整には腫瘍と
正常のゲノム DNA 1–1.5μg を用い、メ
ーカープロトコールに従い、調整を行
った。その後アダプターを連結し PCR
を行った後、AgilentTechnologies 社の
SureSelect Human All Exon 50Mb または
SureSelect Human All ExonV4 （Agilent 
Technologies, Inc., Santa Clara CA）を用
いて、全ゲノムから標的領域の抽出を
行った。その後更にアダプター付加し
た上でシーケンスを行った。シーケン
サーは Illumina Hiseq2000 （ Illumina, 
Inc., San Diego, CA）を使用した。 
4. exsome 解析のデータ解析 
デ ー タ 解 析 に は Genomon 

(http://genomon. hgc.jp/) を用いた。体細
胞変異候補の検出には、腫瘍と正常
DNA の変異コールを Fisher 検定し、P
値 0.01 未満をカットオフとし、腫瘍で
のみ変異を起こしている可能性の高い
変異を抽出した。さらに病的意義が低
いと考えられる SNP は除外した[dbSNP 
131 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
projects/SNP/)、1000 genome (http://www. 
1000genomes.org/) 参照 ] 。正常、腫瘍
DNA の両方で deep シーケンスにより体
細胞変異を確認した。 
5.  microRNA sequencing 
 ホットスポット変異 G1809R を有す
る腫瘍および既知の D1810Y 変異を有
する腫瘍検体より RNA を抽出し、
TruSeq small RNA Sample Preparation Kit
を用いて、micro RNA ライブラリーを
作成した。Small RNA sequencing は、
Illumina MiseqrReporter v2.3 （Illumina, 
Inc., San Diego, CA）を使用した。 

コントロールとして、胎児の正常肺を
用いた。 
（倫理面への配慮） 
 本研究で行った臨床検体を用いた実験
は、東京大学の倫理審査委員会で審査さ
れ、「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関
する倫理指針（2003 年 3 月）」を遵守す
ることを条件に承認された。検体提供者
への人権擁護、個人情報保護に細心の注
意を払って本研究を実施した。 
 
Ｃ．研究結果 
1.  SNP アレイ解析：染色体 7q 8、12
番染色体の増幅が有意に高頻度に認めら
れた。特に 8 番染色体の増加は 1 例をの
ぞいて、全例に認められた。また LOH
としては、17p 領域が最も高頻度に検出
された (10/12 例)。このうち 1 例には
Uniparental disomy が検出された。また、
新規コピー数異常としては、19q13.11 の
高度増幅が 3 例に認められた。この領域
内には、LSM14A, KIAA0355, GPI, UBA2,
および PDCD2L が存在することが判明し
た。しかし、変異解析では、これらの遺
伝子に関して、有意な変異は検出されな
かった。 
2. Exom 解析：今までに次世代シーク
エンサーで解析された小児腫瘍の報告と
同様に、肺芽腫においても体細胞変異が
少なく、１検体あたり平均 22 個であっ
た。初発腫瘍と比較して、再発腫瘍では
変異の個数が多い傾向がみられたが、有
意差はみられなかった。解析した 7 例中
3 例に重複する変異として、DICER1 が
検出された。また 2 例に重複する変異と
して、TP53, CTNNB1, GPR182, MYH8, 
PDE2A, and TMX3 が見出された。 
4. 標的遺伝子の deep sequencing:exome 解
析の結果、重複変異がみられた遺伝子に
つき、計 12 例の新鮮腫瘍検体を用いて、
頻度の検証を行ってところ、DICER1 変
異は 11/12 例、TP53 変異は 8/12 例で認
められた。しかし、ほかの遺伝子に関し
ては、新たな変異は検出されなかった。
興味深いことに、11 例中 10 例では、
DICER1 の compound hetero 変異もしくは
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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。 
3. ホットスポット変異 G1809R の機能解
析: Compound hetero 変異もしくはホモ変
異として高頻度に検出された G1809R の
病的意義を解明するために、micrRNA 
sequeincing を 行 っ た 。 そ の 結 果 、
G1809R および卵巣腫瘍のホッスポット
変異である D1810Y を有する腫瘍では、
胎児肺と比べて、microRNA の産生途中
で生じる 5p が有意に減少していた。一
方、同様に microRNA の産生途中で
clevage される 3p に関しては、量的減少
は見られなかった。 
 
Ｄ．考察 
 SNP アレイの結果より、散発性肺芽腫
におけるゲノムプロファイルとしては、
染色体 8 番の増加と 17p の LOH が特徴
的であることが明らかとなった。また、
新規異常としては、再発例を含む 3 例に
おいて、19q13.11 の高度増幅が認められ
た.。しかし、この領域内に存在する遺伝
子の有意な変異は認めなかったことから、
この領域内の micrRNA クラスターが、
腫瘍の進展に関与している可能性が示唆
された。 

exome 解析の結果、DICER1 の biallelic
変異が高頻度に認められたが、これは従
来から報告のある家族性肺芽腫の変異パ
ターンとは明確に異なる点であった。す
なわち、散発性肺芽腫と家族性肺芽腫は
ともに DICER1 の機能異常が発症に関与
しているものの、両者には異なる分子病
態が存在すると考えられる。DICER1 の
RNaseIIIb ドメインは、microRNA のプロ
セッシングの過程で、5p の切断に関与す
ることが知られている。散発性肺芽腫で
検出された RNaseIIIb ドメインン内のホ
ットスポット変異を有する腫瘍では、5p
の発現量が有意に減少していたことから、
変異によって、5p の切断が障害されてい
ることが示された。従って、散発性肺芽

腫の発症には、単に DICER1 の機能が喪
失されるのみならず、5p の切断障害が関
与している可能性が示唆された。 
一方、DICER1 の変異に次いで、TP53

の変異および、TP53 を含む 17p 領域の
LOH が高頻度であったことから、TP53
は散発性肺芽腫のセカンドヒットとなっ
ている可能性が示唆された。 
 
Ｅ．結論 
 散発性肺芽腫の発症には家族性肺芽腫
と同様に DCIER1 が重要な役割を演じて
いることが示された。しかし、DICER1
による発がんメカニズムは散発性と家族
性とでは、明確に異なることが明らかと
なった。さらに、散発性肺芽腫のセカン
ドヒットとして、TP53 変異が重要であ
ることが示唆された。 
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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） 
分担研究報告書 

 
ゲノム・遺伝子発現情報からみた 

小児がんの臨床的特性の解明と治療への応用 
 

研究分担者 大平 美紀 千葉県がんセンター研究所 がんゲノム研究室 室長 
 

研究要旨：本分担研究では難治性小児がんの新規治療法の開発につながる標的遺伝子
の同定と腫瘍層別化システムの構築を目標として、マイクロアレイを用いた網羅的遺
伝子発現解析とゲノムコピー数異常解析による腫瘍の悪性度や患者予後に強く関わる
分子的特徴の検索を進めた。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。 

Ａ．研究目的 
 近年の化学療法の進展により、小児がん
の予後は飛躍的に向上したものの、一部の
小児がんについては依然として予後不良で
あり、早期層別化と新たな治療法の開発が
望まれる。また、小児がんの臨床において
は、治療後の生活の質を重視した治療戦略
の選択は特に重要であり、その観点からも
精度の高い腫瘍リスク分類システムの構築
が急務である。そこで本研究では、難治性
小児がんを対象に、悪性度などの臨床的特
性の異なる小児がん由来組織の遺伝子発現
やゲノム異常等の分子プロファイルを検索
し、背景にある分子的特徴を明らかにする
ことにより、治療標的候補の同定と腫瘍層
別化による効率的な治療法選択システムの
構築に応用することを目的とする。まず骨
原発性悪性腫瘍の中で最も多い骨肉腫を主
な対象として研究を進めた。骨肉腫は近年
多剤併用化学療法と手術等による局所療法
の組み合わせにより 5 年生存率は約 80％に
達するようになったが、化学療法が奏効し
ない症例もしばしば見られ、その 5 年生存
率は約 30％と未だに予後不良である。現在
の化学療法に対する感受性予測のためのマ
ーカーの同定を目的に、DNA マイクロアレイ
を用いた遺伝子発現プロファイル、アレイ
CGH 解析、次世代シーケンサーを用いた網羅

的遺伝子変異検索を行い、ゲノム異常の情
報と治療反応性や予後情報の統計解析によ
り層別化に必要な因子を絞り込み、治癒率
向上を目標とした化学療法奏効性予測法の
構築と分子プロファイルに基づいたリスク
分類の提示を目指す。 
 

Ｂ．研究方法 
1. 症例の収集と選択： 
 千葉県がんセンター整形外科では 10 年以
上前より骨軟部腫瘍臨床検体の保存を行っ
ており、近年では治療開始前の検査用バイ
オプシー検体の残余も合わせて保存されて
いる。これらの組織は匿名化処理ののち同
センターがんバイオバンクに適切に保管管
理されている。本研究では当センターにお
いて治療を受け、バイオバンクに腫瘍組織
が保存された骨肉腫患者 78 例の中から、均
一な背景、すなわち初診時に転移がなく、
四肢発生であり、同一 Neoadjuvant 化学療
法プロトコール NECO-95J 治療を受け、広範
切除以上の外科的治療を施行した症例群で
あり、かつ 4 年以上のフォローアップ情報
がある 30 例を選び、解析を行った。核酸抽
出には全例化学療法施行前のバイオプシー
サンプルを用いた。 
2. ゲノムコピー数異常解析： 
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 上記骨肉腫生検試料由来のゲノム DNA 
500ng を出発材料に、ヒトオリゴアレイ（ア
ジレント社 Whole Human Genome oligo DNA 
microarray、4x44k フォーマット）を用いて
アレイ CGH 解析を行った。対照コントロー
ルには同量のヒト胎盤由来 DNA を使用した。
Feature Extraction によりハイブリダイゼ
ーション後の数値化を行った後、Genomic 
Workbench CGH Module で各遺伝子座のコピ
ー数の算出と治療奏効群、非奏効群間のコ
ピー数比較解析を行った。 
3. 遺伝子発現解析： 
 骨肉腫細胞株あるいは凍結腫瘍組織から
調製した total RNA 1μg を出発材料に逆転
写酵素を用いて cDNA を調製し定量 RT-PCR
解析を行った。標準化コントロールとして
GAPDH 遺伝子を用いた。 
4. 遺伝子変異解析： 
 骨肉腫細胞株あるいは凍結腫瘍組織から
調製したゲノム DNA 40ng を出発材料に次世
代型シーケンサーによる DNA 配列解析を行
った。がんで変異が報告されている 409 遺
伝子のエクソンをカバーする 16000 個の標
的遺伝子領域をマルチプレックス PCR 法に
て増幅し、イオントレントプロトン次世代
シーケンサーを用いてアンプリコンシーケ
ンシングを行った。プロトン用 PIv2 チップ
により、平均約 110bp 長のアンプリコンに
ついて約 85 メガリード(約 9 ギガベース)を
解読し、平均約 1500 カバーの配列が得られ、
コントロールサンプルとの比較により、各
症例について変異候補を抽出した。得られ
た一塩基置換変異については、PolyPhen、
SHIFT などの機能予測データベース検索を行
った。 
（倫理面への配慮） 
 本研究で行った臨床検体を用いた実験は、
関連法規ならびに指針を遵守し、倫理審査
委員会ならびに実施機関長の承認を得た上
で、検体提供者の人権の擁護、個人情報保
護に細心の注意を払って実施した。 
 
Ｃ．研究結果 
1.  骨肉腫のゲノムコピー数異常解析と治
療感受性の関連解析： 
 骨肉腫のゲノム異常は高度な complexity
や heterogeneity を示し、gain（増加）が

loss（欠失）に比べ圧倒的に多いことが特
徴であるが、骨肉腫の予後因子や治療感受
性予測因子として有用なゲノムコピー数異
常プロファイルはこれまで明らかにされて
いない。また、過去の論文の大部分は治療
後に採取された腫瘍組織の解析結果であり、
本来の腫瘍のプロファイルを反映している
とはいいがたい。そこで本研究では、千葉
県がんセンターにて治療前に採取された診
断用の生検組織の残余ががんバイオバンク
に保存された小児骨肉腫症例 78 例のうち、
臨床病理学的背景がほぼ均一な 22 例（2 年
以上無病生存：14 例、死亡例:8 例）につい
てアレイ CGH 解析を行い、ゲノムコピー数
プロファイルと予後あるいは治療奏効性と
相関する領域の抽出を行った。標準的な骨
肉腫 Neoadjuvant 化学療法プロトコールに
おいては、MTX、ADM、CDDP３剤併用による
術前化学療法（MAP 療法）の後、奏効性の評
価が効果不十分であった症例に対して術後
に IFO を加えた治療を行う。そこで、治療
奏効性に関する比較に関しては、症例を以
下の 3 群に分けて比較解析を行った。すな
わち、MAP 療法に対して good responder と
判定された 8 例を A 群、MAP 療法に反応せず
IFO に変更し good responder と判定された
6 例を B 群、 IFO に変更するも poor 
responder と判定された 8 例を C 群とし、そ
れぞれに特徴的なプロファイルを Genomic 
Workbench CGH Module により抽出した。 
 生存曲線解析より A,B 群に対し C 群は有
意に予後不良であった（OS, EFS ともに 
p<0.005）。全体のパターンは 1p、5p、6p、
8q、17p、17q、19p、19q、21q など多くの染
色体領域の増加と 6q、8p、9p、10p、10q、
13q、17p などの欠失が高頻度に見られ、1q、
3p、6p、9q、12q、15q の一部の連続した領
域 で 予 後 に 関 し て 有 意 差 が 見 ら れ た
（p<0.05）。 
 A 群と B,C 群との比較解析では 5p 領域の
増加が（X-marker,感度 88%、特異度 93%）、
また C 群と A,B 群との比較解析では 9q 領域
の 欠失および 12q 領域の増加が（Y-marker,
感度 100%、特異度 93%）それぞれ特徴的で
あった。昨年度見いだしたこれら上記 3 カ
所の領域の他に同様の相関を示す 5 カ所の
領域をマーカー候補として加え、各症例を
スコアリングしたプロットでは、A 群（8/8, 
100%）、B 群(6/6, 100%)、C 群(5/8, 63%)
の正答率であった。このプロット法を検証
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するため、新規 8 症例（A 群:2 例、B 群:2
例、C 群:4 例）を追加しアレイ CGH の解析
結果から、スコアリングを行ったところ、A
群（2/2, 100%）、B 群(2/2, 100%)、C 群
(3/4, 75%)の正答率となった。以上の結果
から、スコアリング検証にはさらに症例の
追加が必要であるが、5p12 と 9q21 のコピー
数による二次元プロットを更に進めて、同
様の統計的相関を示す複数の領域をスコア
リングに加えることで、より安定にこれら 3
群の予測が可能であることが示唆された。 
 
2.  骨肉腫のバイオプシー検体における遺
伝子変異解析： 
 上記のゲノム異常のほか、RUNX2 遺伝子な
ど関連遺伝子の発現レベルやドライバー遺
伝子変異のパターンも患者予後や治療感受
性に影響を及ぼしていると考えられる。そ
こで次世代型シーケンサーを用いた網羅的
ながん関連遺伝子群の遺伝子変異検索を行
った。治療反応性が判明している 11 症例
（A 群:4 例、B 群:1 例、C 群:6 例）の腫瘍
バイオプシー検体より調製したゲノム DNA
を出発材料に、既知がん関連変異遺伝子 409
種のエクソン部分をカバーする約 16000 の
ア ン プ リ コ ン （ Comprehensive Cancer 
Panel）をマルチプレックス法により増幅し、
イオンプロトンシーケンサーにより平均約
1500 の深度で配列を解読した。IonTorrent 
Suit の variant caller を用いて、これまで
にチロシンキナーゼファミリー、クロマチ
ンリモデリング関連遺伝子群、骨格筋など
の lineage-specific な遺伝子発現制御に関
与する転写因子群などを含む 153 の non-
synonymous SNVs の候補(frequency >5%、腫
瘍あたり 13.9 SNVs)が検出され、キャピラ
リーシーケンサーによる検証とリシーケン
シングを進めている。 
  
Ｄ．考察 
 骨肉腫全体の年間発生例数は約 200 例と
少なく、術前治療が標準であるため加療前
に採取された研究用の試料はこれまでにほ
とんど集積されていなかった。本研究では
化学療法開始前の骨肉腫バイオプシー試料
を用いたゲノム解析を行い、現行のプロト
コールに対する治療奏効性と関連するプロ
ファイルを抽出した。症例数の少なさから、
今後多施設共同による試料の追加が必須で
あるが、本研究で提示したゲノムプロファ

イルに基づく治療奏効群、非奏効群の層別
化モデルは、治療前の試料を用いることで
検証の精度を高めることができると期待さ
れる。 
 
Ｅ．結論 
 症例数をさらに広げた再現性の検証が必
須であるが、ゲノムプロファイルを治療前
生検組織を用いて解析することで、骨肉腫
の各患者における至適化学療法レジメンの
予測が可能となりうることが示唆された。
次世代型シーケンサー解析からは、少量あ
るいは腫瘍含量の少ない試料も deep 
sequencing することにより、網羅的にゲノ
ム変異情報が得られるばかりでなく、アン
プ リ コ ン シ ー ケ ン シ ン グ の coverage 
analysis データを用いた腫瘍コピー数解析
の結果とアレイ CGH 解析の比較からも、パ
ネルに含まれる遺伝子座のコピー数予測が
可能であることが示されている。今回予想
用スコアリングに使用したゲノム領域を次
世代シーケンサーのパネルに加えておくこ
とにより、今後は次世代シーケンサー解析
のみで、本研究のスコアリングが可能とな
ると期待される。 
 平成 25 年より千葉県がんセンターは米国
NCI 主導の小児骨肉腫 TARGET プロジェクト
と連携しており、全ゲノムならびに全エク
ソンシーケンシング、RNA シーケンシング、
メチル化解析が進行中である。本邦におい
ても臨床応用を目標に多施設共同研究を視
野に入れ、さらに解析と検証を進める。 
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腫瘍細胞特異的遺伝子発現の経時的変化と治療の有効性についての研究 

 
研究分担者 福島 敬 筑波大学医学医療系臨床医学域小児内科准教授 

 
研究要旨： 小児白血病の適切な治療を選択するために正確で迅速な病型診断が必須
である。小児急性リンパ性白血病では染色体転平成 23 年度から臨床試験が開始された
JPLSG ALL T-11、平成 24 年度から開始された JPLSG ALL B-12 への登録例を対象にし
てキメラ遺伝子スクリーニングを行った。全国ネットで展開される小児白血病の臨床
研究においては、キメラ遺伝子スクリーニングの手法や判定基準等、標準化が必須で
ある。学術的進歩と技術革新とを随時積極的に取り入れ、一層安定した検査手技によ
って臨床的意義のある中央診断システムを再構築し続ける必要があると考えられた。 
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Ａ．研究目的 
 小児白血病の治療成績向上のためには、正
確で迅速な病型診断が必須である。その診断
に基づき、以後の治療方針が決定される。 
本研究においては、日本小児白血病リンパ腫
研究グループ JPLSG によって実施される多
施設共同臨床試験に登録された急性リンパ性
白血病（ALL）例の発症時検体を用いて、既
知のキメラ遺伝子を対象としてスクリーニン
グを実施し、治療を層別化に貢献することを
目的とした。 
 
Ｂ．研究方法 
 小児 ALL のうち JPLSG 登録例を対象とし
たキメラ遺伝子（融合 mRNA）スクリーニン
グについて JPLSG に登録された小児 ALL の
発症時骨髄または血液から抽出された RNA
検体の送付を受けて、キメラ遺伝子スクリー
ニングを行った。 

2013 年 4 月以降、JPLSG 施設（表 3 全 166
施設）の内、施設倫理委員会または施設研究
審査委員会 
の承認を得られた医療機関から順次、暫定診
断 ALL 症例の RNA 検体が送付された。
cDNA を作成し定量 PCR を行った。スクリ
ーニング対象のキメラ遺伝子は以下のとおり
である（表４）。 
・TEL-AML1 (ETV6-AML1) 
・E2A-PBX1 
・Minor BCR-ABL 
・Major BCR-ABL 
・MLL-AF4 
・MLL-AF9 
・MLL-ENL 
・MLL-AF6 
・SIL-TAL1 
なお、検出感度は 20 コピー／100ngRNA に
設定した。 
発症時のスクリーニング結果は、各担当医に
報告した。 
（倫理面への配慮） 
  臨床検体を用いた本研究の実施にあたり、
関連法規を遵守し筑波大学附属病院倫理審査
委員会ならびに病院長の承認を得た上で、更
に診療を担当する各 TCCSG 施設においても
倫理委員会または研究審査委員会（IRB）の
承認を得て実施した。検体提供者への人権擁
護および個人情報保護に細心の注意を払った。 
 
Ｃ．研究結果 
 JPLSG 登録 ALL 全症例について送付され
た 119 検体のうち 21 検体（17.6％）におい
て、いずれかのキメラ遺伝子が検出された
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（表４）。 
 
Ｄ．考察 
本研究では、TCCSG 登録＋JPLSG 登録 ALL
例を併せて、26.5 ％にキメラ遺伝子が検出

された。海外の調査では、小児 ALL のうち

20%前後に TEL-AML1 が検出されると記載

されている１）が、本研究では 12.9%であっ

た。本キメラ遺伝子と関連する染色体異常は、

G バンド分染法では検出が非常に難しく、

PCR 法か FISH 法かでスクリーニングしない

と認識できないとされる。PCR 法の false 
negative の可能性を検証するには、全症例を

PCR 法のみでなく FISH 法でもスクリーニン

グする必要がある。 
 その他のキメラ遺伝子の頻度は、先行研究

の報告とほぼ同じであった。各登録症例に対

する臨床実践として、白血病細胞の染色体分

析または FISH 法などによる染色体異常の有

無につき評価し、TCCSG データセンターに

集められているので、その集計結果と突き合

わせることによって、感度、特異度等の評価

が可能になる。 
 CML を疑って検体を送付された 47 症例中

41 症例において、major BCR-ABL が検出さ

れ、うち 2 症 
例では同時に minor BCR-ABL が検出された。

3 症例では minor BCR-ABL のみが検出され

た。 
 更に症例の集積を行うことにより、我が国

の小児 ALL におけるキメラ遺伝子発現頻度

をより確実に評価し、また小児 CML の我が

国における頻度が明らかになるものと期待さ

れる。 
 
Ｅ．結論 
 ALL の臨床診断に基づいて発症時検体を送
付された 620 症例中の 146 例（26.5％）でい
ずれかのキメラ遺伝子が検出された。CML
を疑われて検体を送付された 47 症例中 44 症
例において BCR-ABL が検出された。 
 
Ｆ．研究発表 
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表１ TCCSG 参加施設（2013 年度 59 施
設） 
 
茨城県立こども病院小児科 
神奈川県立こども医療センター血液・再
生医療科 
熊本大学医学部付属病院小児科   
熊本赤十字病院小児科   
群馬大学医学部附属病院  小児科   
前橋赤十字病院小児科   
慶應義塾大学病院小児科   
東京歯科大学市川総合病院小児科   
足利赤十字病院小児科   
横須賀共済病院小児科   
総合太田病院小児血液腫瘍科   
国立がんセンター中央病院小児科   
国立病院機構熊本医療センター小児科   
国立成育医療研究センター血液腫瘍科固
形腫瘍科   
埼玉医科大学国立医療センター小児腫瘍
科   
埼玉医科大学総合医療センター小児科   
埼玉県立小児医療センター血液・腫瘍科   
東京慈恵会医科大学附属病院小児科   
自治医科大学附属病院小児科   
順天堂大学医学部附属順天堂病院小児科   
昭和大学藤が丘病院小児科   
信州大学医学部附属病院小児科   
長野県立こども病院総合診療部   
聖マリアンナ医科大学病院小児科   
聖マリアンナ医大大学横浜市西部病院小
児科   
聖路加国際病院小児科   
千葉大学医学部附属病院小児科   
成田赤十字病院小児血液腫瘍科   
松戸市立病院小児科   
帝京大学ちば総合医療センター小児科   
千葉県こども病院血液・腫瘍科   
帝京大学医学部附属病院小児科   
東海大学医学部附属病院小児科・細胞移
植科   
東京医科歯科大学医学部附属病院小児科   
武蔵野赤十字病院小児科   
東京医科大学病院小児科 
東京大学医学部附属病院小児科   
東京女子医科大学東医療センター小児科   
東邦大学医療センター大森病院小児科   
東邦大学医療センター大橋病院小児科   
獨協医科大学病院小児科   
東京都立小児総合医療センター血液腫瘍
科   
がん・感染症センター都立駒込病院小児
科   
日本医科大学附属病院小児科   
日本医科大学千葉北総病院小児科   
山梨大学医学部附属病院小児科   
横浜市立大学附属病院小児科   
済生会横浜市南部病院小児科   
東京大学医科学研究所附属病院小児細胞
移植科   
筑波大学附属病院小児科   
群馬県立小児医療センター血液・腫瘍科   
杏林大学病院 小児科   
昭和大学病院 小児科   
東京西徳洲会病院 小児難病センター   
防衛医科大学校 小児科   
亀田総合病院 小児科   
静岡県立静岡がんセンター 小児科   
済生会横浜市東部病院 こどもセンター
小児科   
相模原協同病院小児科 
 
 
 
 
表 2 JPLSG 参加施設（2013 年度 166 施
設） 
  
札幌医科大学附属病院 
北海道立子ども総合医療・療育センター 
特定医療法人北楡会札幌北楡病院 
北海道大学病院 
旭川医科大学病院 
市立釧路総合病院 
弘前大学医学部附属病院 
青森県立中央病院 

中通総合病院 
秋田大学医学部附属病院 
岩手医科大学附属病院 
岩手県立中部病院 
福島県立医科大学附属病院 
東北大学病院 
宮城県立こども病院 
山形大学医学部附属病院 
仙台市立病院 
茨城県立こども病院 
筑波大学附属病院 
横浜市立大学附属病院 
済生会横浜市南部病院 
東海大学医学部附属病院 
昭和大学藤が丘病院 
神奈川県立こども医療センター 
聖マリアンナ医科大学病院 
聖マリアンナ医科大学横浜市西部病院 
群馬県立小児医療センター 
群馬大学医学部附属病院 
埼玉医科大学総合医療センター 
埼玉県立小児医療センター康 
防衛医科大学校病院 
帝京大学ちば総合医療センター 
日本医科大学千葉北総病院 
成田赤十字病院 
千葉大学医学部附属病院 
千葉県こども病院 
国保松戸市立病院 
国立国際医療研究センター病院 
日本大学医学部附属板橋病院 
武蔵野赤十字病院 
帝京大学医学部附属病院 
東京医科歯科大学医学部附属病院 
東京都立小児総合医療センター 
東京慈恵会医科大学附属病院 
日本医科大学附属病院 
東京女子医科大学東医療センター 
東京大学医科学研究所附属病院 
東京大学医学部附属病院 
慶應義塾大学病院 
がん・感染症センター都立駒込病院 
東邦大学医療センター大森病院 
昭和大学病院 
順天堂大学医学部附属順天堂医院 
独立行政法人国立成育医療研究センター 
聖路加国際病院 
杏林大学医学部付属病院 
東京歯科大学市川総合病院 
東邦大学医療センター大橋病院 
獨協医科大学病院 
自治医科大学附属病院 
信州大学医学部附属病院 
長野県立こども病院 
新潟大学医歯学総合病院 
新潟県立がんセンター新潟病院 
山梨大学医学部附属病院 
埼玉医科大学国際医療センター 
JA 相模原協同病院 
名鉄病院 
藤田保健衛生大学病院 
愛知医科大学病院 
小牧市民病院 
独立行政法人国立病院機構名古屋医療セ
ンター 
名古屋第二赤十字病院 
安城更生病院 
名古屋第一赤十字病院 
名古屋大学医学部附属病院 
名古屋市立大学病院 
豊橋市民病院 
岡崎市民病院 
金沢大学附属病院 
金沢医科大学病院 
岐阜市民病院 
岐阜大学医学部附属病院 
県西部浜松医療センター 
浜松医科大学医学部附属病院 
静岡県立こども病院 
聖隷浜松病院 
静岡県立静岡がんセンター 
富山大学附属病院 
福井大学医学部附属病院 
三重大学医学部附属病院 
独立行政法人国立病院機構大阪医
療センター 

大阪市立大学医学部附属病院 
近畿大学医学部附属病院 
松下記念病院 
大阪府立母子保健総合医療センタ
ー 
市立豊中病院 
大阪大学医学部附属病院 
近畿大学医学部堺病院 
大阪医科大学附属病院 
関西医科大学附属枚方病院 
515 JACLS 財団法人田附興風会北
野病院 
516 JACLS 大阪市立総合医療セン
ター 
大阪赤十字病院 
中野こども病院 
市立岸和田市民病院 
京都第一赤十字病院 
京都桂病院 
京都大学医学部附属病院 
京都市立病院 
独立行政法人国立病院機構舞鶴医
療センター 
京都府立医科大学附属病院 
滋賀医科大学附属病院 
大津赤十字病院 
天理よろづ相談所病院 
奈良県立医科大学附属病院 
神戸大学医学部附属病院 
神戸市立医療センター中央市民病
院 
姫路赤十字病院 
明石市立市民病院 
兵庫県立こども病院 
兵庫医科大学病院大塚欣敏大塚欣
敏 
西神戸医療センター 
社会保険神戸中央病院 
日本赤十字社和歌山医療センター 
和歌山県立医科大学附属病院 
愛媛県立中央病院 
愛媛大学医学部附属病院 
松山赤十字病院 
岡山大学病院 
岡山済生会総合病院 
川崎医科大学附属病院 
倉敷中央病院 
独立行政法人国立病院機構香川小
児病院 
香川大学医学部附属病院 
高知医療センター 
高知赤十字病院 
高知大学医学部附属病院 
島根大学医学部附属病院 
島根県立中央病院 
徳島大学病院 
鳥取大学医学部附属病院 
鳥取県立中央病院 
広島大学病院 
広島赤十字・原爆病院 
山口大学医学部附属病院 
徳島赤十字病院 
大分県立病院 
大分大学医学部附属病院 
琉球大学医学部附属病院 
沖縄県立南部医療センターこども
医療センター 
鹿児島市立病院 
鹿児島大学医学部・歯学部附属病
院 
独立行政法人国立病院機構熊本医
療センター 
熊本大学医学部附属病院 
熊本赤十字病院 
佐賀大学医学部附属病院 
長崎大学医学部・歯学部附属病院 
北九州市立八幡病院小児救急セン
ター 
久留米大学病院 
産業医科大学病院 
九州大学病院 
独立行政法人国立病院機構九州が
んセンター 
福岡大学病院 
宮崎大学医学部附属病院 
佐世保市立病院
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表 3 ALL 関連キメラ遺伝子スクリーニング結果（TCCSG） 
 
 頻度（%） H22 H23 H24 総計 
総症例数  198 172 146 516 
解析不能検体数  5 9 1 15 
キメラ遺伝子検出症例数  50 48 45 143 

TEL-AML1 検出例数 16~223) 22 29 24 75 
E2A-PBX1 検出例数 5~63) 11 6 12 29 
minor BCR-ABL 検出例数 3~53) 9 5 3 17 
major BCR-ABL 検出例数  1 0 1 2 
MLL-AF4 検出例数 23) 3 1 1 5 
MLL-AF9 検出例数 <13) 1 2 1 4 
MLL-ENL 検出例数 <13) 1 2 1 4 
SIL-TAL1 検出例数  2 3 2 7 

 
 
表４ ALL 関連キメラ遺伝子スクリーニング結果（JPLSG） 
 
 Ｈ２３ Ｈ２４ 

総計 
 T-11 T-11 B-12 
総症例数 3 58 58 119 
キメラ遺伝子検出症例数 1 7 13 21 

TEL-AML1 検出例数 1 0 4 5 
E2A-PBX1 検出例数 0 1 4 5 
minor BCR-ABL 検出例数 0 1 2 3 
major BCR-ABL 検出例数 0 0 2 2 
MLL-AF4 検出例数 0 0 1 1 
MLL-AF9 検出例数 0 0 0 0 
MLL-ENL 検出例数 0 0 0 0 
SIL-TAL1 検出例数 0 5 0 5 
MLL-AF6 検出例数 0 0 0 0 

 
 
表５ 慢性骨髄性白血病疑い例における BCR-ABL スクリーニング（JPLSG） 
 

 Ｈ２２ Ｈ２３ H２４ 総計 
総検体数 17 10 20 47 
minor BCR-ABL  0 0 3 3 
major BCR-ABL  16 9 14 39 
双方検出例 1 1 0 2 

         Ｈ２３年度分は平成２４年２月末集計
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