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計画研究：応用ゲノム

ゲノム情報を利用した造血器悪性腫瘍の新規治療戦略

●間野 博行　 ◆小澤 敬也　 ◆山下 義博　
 自治医科大学医学部

＜研究の目的と進め方＞
造血器悪性腫瘍には急性骨髄性白血病 (AML)、骨髄異形成症候

群（MDS）、慢性骨髄性白血病（CML）等の白血病類縁疾患だけ
でなく、不応性貧血、発作性夜間血色素尿症（PNH）など「前白
血病」状態と考えられている特発性造血障害も存在する。これら
現行の疾患分類法は必ずしも各患者の生命予後、治療反応性を反
映しておらず、しかも鑑別診断に有用な信頼に足る分子診断マー
カーが存在する例は稀である。我々は上述の血液疾患群がいずれ
も造血幹細胞のクローン性異常に起因することに着目し、様々な
特発性造血障害及び白血病類縁疾患患者骨髄より造血幹細胞相当
分画のみを純化保存する全国規模の検体収集事業「Blast Bank」
を開始した。平成 19 年 11 月現在で既に 800 例を越えるサンプル
の収集に成功しており、本バンクはヒト疾患純化細胞を用いたゲ
ノミクスプロジェクトとして世界最大の一つとなっている。また
本邦に患者、キャリア共に多い成人 T細胞性白血病（ATL）に
ついても疾患責任分画であるCD4 陽性フラクションを純化・保
存する検体収集事業を行っている。我々は本研究計画において、
このように大規模に収集保存した造血器悪性腫瘍臨床検体に関す
るゲノミクス解析を行い、新しい分子診断マーカーの同定・新規
治療法の開発を目指す。また多くのヒト疾患発症機構に深く関わ
るマイクロRNA（miRNA) のプロファイル手法を新たに開発し、
miRNAの発現異常についても臨床検体による大規模解析を行う。

＜ 2007 年度の研究の当初計画＞
1）新規 miRNAの同定：白血病細胞におけるmiRNAの発現様

式、発現異常を明らかにする目的で、我々の開発した新たな高感
度miRNA同定法「microRNA Amplification Profiling (mRAP）」
を白血病検体に応用し、BlastBank 検体を用いたmiRNAプロファ
イリングを行う。また同定された新規・未知miRNAについて、
疾患の臨床的特徴にリンクするものをスクリーニングする。さら
に我々が同定する全てのmiRNAについて、それぞれを発現する
レトロウィルスのライブラリーを構築し、これらを用いた新たな
機能スクリーニングを行う。白血病細胞の癌化・薬剤感受性など
に寄与するmiRNA異常を明らかにする。
2）遺伝子配列解析：白血病の過半数が 46XYや 46XX などの

正常核型であること、しかもこれら正常核型患者の予後が比較的
不良であることは、正常核型白血病細胞中に微細なDNA異常が
多く存在することを強く示唆する。実際正常核型患者細胞に
FLT3 遺伝子やNPM遺伝子の配列異常が存在することが知られ
ている。しかしこれらの陽性率は高くなく、他の配列異常が存在
していると考えられている。そこで癌化に関与すると予想される
候補遺伝子の配列異常について、既に収集した検体を用いて大規
模配列解析を行う予定である。

＜ 2007 年度の成果＞
1）造血幹細胞特異的マーカーであるCD133 に対するアフィニ

ティカラムを用いて、白血病を含む各種特発性血液疾患患者骨髄

より造血幹細胞分画を純化保存し、これをBlast Bank と名付け
た。平成 19 年 11 月現在で 800 例を越えるサンプルの保存に成功
しており、これは純化細胞を用いたゲノミクスプロジェクトとし
ては世界最大級である。これらBlast Bank 分画を用いた解析が
旧来の骨髄単核球全体を用いたものに比べ実際に偽陽性データが
少ないこと、またバンクに用いるCD133 陽性細胞がこれら疾患
の責任クローンを含むことなども既に確認している
2）慢性期ATL患者 19 例、急性期ATL患者 22 例の末梢血よ

り CD4 陽性分画のみを純化保存するプロジェクトを行った。得
られた純化ATL細胞をAffymetrix 社 HGU133 マイクロアレイ
によって解析する事でATLの世界最大の遺伝子発現データベー
スを構築した。本データベースを用いて急性期特異的な発現を示
す遺伝子セットを抽出したところ hepatocyte growth-factor 
(HGF) の受容体であるMET遺伝子が同定された。しかも患者血
漿中の HGF濃度を測定したところ、慢性期、急性期共に ATL
患者においてHGF濃度が亢進している事が確認された。以上よ
りATLの病期進展機構としてHGF-MET系の活性化の存在が示
唆された。
3）微量臨床検体より miRNA の同定を可能にする新たな

miRNAプロファイル解析法「mRAP法」を開発した。これは解
析対象として10 ng以下の微量の低分子量RNAから数十万クロー
ンのmiRNAクローンを同定可能な極めて鋭敏な方法であり、様々
なヒト臨床検体におけるmiRNAの発現解析が可能になった。さ
らに本年はmRAP法を超高速シークエンサーに組み合わせる変
法も開発した。近年、一度に数十万クローン以上のDNA断片の
塩基配列解析を可能にする新しい並列シークエンスシステムが開
発されている。我々は Illumina 社の Solexa システムとmRAPと
を組み合わせることに成功し、これを用いて 1サンプルから数
千万クローンのmiRNAを同定する方法を新たに開発した。また
このSolexaシステムでは一度に8種類の異なったサンプルのシー
クエンス解析も可能であり、一回の実験で 8種類のサンプルにお
いてそれぞれ500万クローンほどのmiRNAを決定可能になった。
また本 mRAP を用いたテスト解析として、6.5 dpc から 17.5 

dpc にいたるマウス胎児と、30 種類以上のマウス臓器における網
羅的 miRNA プロファイルを決定した。またその過程において
400 種類以上の新規miRNAを発見した。
さらに血液悪性腫瘍における miRNA の機能解析を行う目的
で、12 例のヒト白血病Blast Bank 検体の mRAP解析を行った。
その結果次図に示すように各白血病芽球がそれぞれ大きく異なっ
たmiRNA発現プロファイルを有しており、また 134 種類の新規
miRNA候補を同定することに成功した。白血病芽球のmiRNAプ
ロファイルは白血病診断名や生命予後にリンクしていなかった
が、興味深いことに芽球の核型は発現プロファイルに強く相関し
ていた。例えば「正常核型」の芽球に強く発現するmiRNA分子
を同定したが、そのうちの 1種類は形質転換能を有していること
が明らかになった。
こうして同定された既知miRNAだけでなく、新規miRNA候
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補についてもそれらの細胞内機能を解析する目的で、これら既知・
新規miRNAを発現するレトロウィルスライブラリーを構築し、
簡便な機能スクリーニングシステムを開発した。

白血病芽球におけるmiRNAプロファイル

＜国内外での成果の位置づけ＞
一般にmiRNAの発現解析には、ノーザンブロット法あるいは

locked nucleic acid (LNA) プローブを用いたDNAマイクロアレ
イなどが汎用されている。しかし、miRNAは極めて短い機能分
子であるため、数塩基の違いを精度良く全てのmiRNAに対して
鑑別することは現実的に難しい。我々のmRAPのようにクロー
ニングを大量に行い、そこで得られる頻度を発現量の近似値とし
て用いる方法は、（1）精度良く全てのmiRNAを鑑別できる、（2）
未知のmiRNA分子を同定可能である、（3）充分大量のクローン
数の解析を行えば発現量を精度良く予測可能である、などの大き
な利点を有している。本法は現在のmiRNAクローニング法とし
て最も感度が良い方法であり、今後の白血病のmiRNA解析に大
きな貢献が期待される。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
特になし

＜今後の課題＞
mRAP 法を用いて更に大規模に白血病芽球における解析を行

い、protein-coding genes の遺伝子発現プロファイルや、遺伝子
配列異常プロファイルと統合して患者の予後予測を行うことを目
指す。また大規模に protein-coding genes の配列異常をスクリー
ニングする手法を開発し、白血病における新たな癌遺伝子の同定
を目指す。
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