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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

本研究開発の目的は、ダウン症（２１トリソミー）の白血病発症を正確に予測できるDNAメチル化マーカーを同定

し、白血病予防法を開発することである。約 5〜10%のダウン症児は TAM と呼ばれる前白血病を発症するが、その多

くは自然寛解して治癒する。一方でTAM発症者の20%は、自然寛解後に真の白血病である急性巨核芽球性白血病 (DS-

AMKL) へ進展する。よって、TAM発症者に潜在するDS-AMKL予備群を検出し、予防法を開発することにより不必要な

治療を避けることが求められている。同時に、ダウン症児の約20%に潜在している臨床症状を呈しないがDS-AMKL発

症の危険のある「サイレントTAM」の早期発見は急務となっている。 

 

平成28年度の成果としては、「サイレントTAM」を診断するために、次世代シークエンサーを用いたGATA1遺伝子

のターゲットシーケンスによって、アレル頻度が 0.3%以上の GATA1変異を有する TAM細胞が検出できる高感度アッ

セイを構築した。さらに、感度を高めるためにerror-corrected シーケンスの開発を開始した。「サイレントTAM」

の多施設共同研究を行うために研究計画を作成し、静岡こども病院、弘前大学および京都大学の各施設において、倫

理委員会の承認を取得した。また、データシートを作成し、研究開始の体制を整えた。 
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ほとんどのDS-AMKLは、「サイレントTAM」も含めたTAMを発症後に、生後３年以内に進展する。したがって、TAM

発症から３年以上経過した症例は、DS-AMKLに進展したかどうかを正確に知ることができる。そこで、TAMの発症か

ら３年以上経過したサンプルで、芽球が 30％以上を占める TAM 検 72 検体について、Infinium HumanMethylation 

450BeadChip (イルミナ社) を用いてDNAメチル化状態を解析した。後にDS-AMKLを発症したTAM と DS-AMKLの発

症が認められなかったTAMを比較し、両者を明確に区別することが可能な２０プローブを抽出した。これらのDNAメ

チル化解析を行った症例のうち、DS-AMKLを発症した１症例について、TAM細胞及びAMKL細胞の全ゲノムシークエン

ス解析を行った。TAMの時にはGATA1変異の他にはアミノ酸置換を引き起こす遺伝子変異を認めなかった一方、AMKL

発症時には１６番染色体上のCTCF遺伝子を含む欠失を認めた。デジタルドロップレットPCRを用いた変異解析では、

TAMの時期には約0.１％だったCTCF欠失が、AMKL発症時にはほぼ100%の細胞で欠失していることが確認された。こ

れらの結果より、この症例では、CTCF 遺伝子の欠失が生じる前に DNA メチル化などのエピゲノムの変化が生じてい

る可能性が示唆された。 

 

DNAメチル化マイクロアレイを用いて、TAMとDS-AMKLで異なるDNAメチル化配列を明らかにした。このDNAメチ

レーションの差が生物学的にどのような意味があるかを明らかにするために、プロモーター領域の全てのプローブ

を用いて、Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) を施行した。その結果、DNAメチル化解析において赤芽球分化に

関わる遺伝子群のプロモーター領域では、DNAメチル化状態がTAMとDS-AMKLで異なることを明らかにした。一部の

細胞に含まれるDNAメチル化変化を捉えるアルゴリズムを開発した。また、オープンクロマチン解析によってTAMと

AMKLで異なるクロマチン状態を検出した。これらの領域に結合する転写因子の候補探索を実施した。 

 

 

Summary of the research progress 
The purpose of this research and development project is to identify the DNA methylation marker for acurate prediction of leukemia 

progression and develop the method to prevent leukemia in Down syndrome (DS) also known as Trisomy 21. Neonates with DS are 

at high risk of developing transient abnormal myelopoiesis (TAM), which is characterized by rapid growth of abnormal 

megakaryoblasts with GATA1 mutations. About 5 to 10% of DS neonates will develop TAM. Although self-limiting in majority 

cases, about 20% of TAM patients develop genuine leukemia, acute megakaryoblastic leukemia (DS-AMKL) after spontaneous 

remission. Therefore, it is important to identify the subgroup of TAM patiets, who develps DS-AMKL, and develop the method to 

prevent the progression. Because recent report estimated that about 20% of DS neonates develop “silent TAM”, who have no clinical 

presentation but are at risk for DS-AMKL development, it is also necessary to develop the procedure for eary diagnosis of “silent 

TAM”. 

 

We established a high-sensitive method to diagnose “silent TAM” using targeted next-generation sequencing (NGS) for detection 

of GATA1 mutation (sensitivity ~0.3%). We are now developing more sensitive method, error-corrected sequencing using NGS to 

detect GATA mutation. We drafted a protocol for a multi-institutional study of “silent TAM”, and obtained approval from the ethical 

committees of Shizuoka Children Hospital, Hirosaki University and Kyoto University. Subsequently, we prepared case report forms 

and established a framework to start the study.  

 

TAM cases including “silent TAM” develop AMKL, if any, within the first 3 years of life. Therefore, we can discriminate between 

the individuals who will develop leukemia from individuals who will not progress to leukemia in the cases of older than 3 years. We 

analyzed global DNA methylation profilling of 72 samples with more than 30% of blastic cells from TAM cases after passage of 3 
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years by the HumanMethylation450 BeadChip (Illumina). We compared the DNA methylation profiling between TAM cases who 

subsequently developed DS-AMKL and the remaining cases without AMKL development. We successfully identified 20 probes to 

discriminate these two groups. We next performed whole-genome sequencing of both TAM and AMKL samples for one of these 

patients who developed DS-AMKL. No non-silent somatic mutations except GATA1 mutation were identified in TAM phase. 

However, a large deletion at chromosome 16 involving CTCF locus was identified in DS-AMKL phase. Droplet Digital PCR analysis 

showed the frequency of CTCF deletion in TAM and DS-AMKL phase was 0.1% and 100%, respectively. These results suggested 

that epigenetic changes including DNA methylation might occur before CTCF deletion.  

   

We developed a new algorithm to detect differentially DNA methylated cytosines existing in minor cell population and identified 

promoter regions, which were differentially DNA methylated between TAM and DS-AMKL, by DNA methylation microarray. To 

address a biological significance of differential DNA methylation, we conducted Gene Set Enrichment Analysis (GSEA), using all 

probes designed on the promoter regions. The analysis exhibited that the CpGs hypermethylated in DS-AMKL were significantly 

enriched on the promoters of erythroid differentiation-related genes including several transcription factors. We also found that the 

open chromatin regions, which were differentially regulated between TAM and DS-AMKL, by chromatin accessibility assay
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