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Ⅱ．成果の概要（総括研究報告） 
 
日本小児白血病リンパ腫研究グループ JPLSG および傘下のグループに属する臨床検体と臨床情報データベー

スを活用し、最新の研究成果をもとに協調をして、次世代のバイオマーカーを用いた早期診断技術の確立に取

り組む。すなわち、既に有用性が確立されている、もしくは強く期待されるバイオマーカーにおける新たな遺

伝子解析技術の応用を含む実用化へ向けた検討を推し進めるとともに、網羅的な遺伝子解析手法を用いた、既

存のマーカーでは層別化不能な症例における新規バイオマーカーの探索と再発危険群を早期に捕捉可能な診

断技術の確立を目指した。 

経時的に検体保存されていた再発急性リンパ性白血病（ALL）症例に対する全エクソンシーケンスならびに

deep sequencing を行い、再発関連遺伝子異常の同定、再発に至るクローンの変化・推移を明らかとし、再発

後の予後が不良である早期再発例においては、初診時の段階で治療抵抗性を獲得している可能性が考えられた。

そこで、JPLSG 傘下の JACLS（日本小児白血病研究会）の多施設共同治療開発試験である ALL02 研究の登録

症例 525 例の初発時保存検体を用いて、target capture sequencing を行い、臨床データとの関連を解析した結

果、TP53,IKZF1,KMT2D の遺伝子変異ならびに欠失例は再発率が高く、予後不良であることを明らかとした。

標準的なリスク予測モデルである NCI-risk とは独立した予後因子であり、NCI-risk と 3 遺伝子異常の有無を組

み合わせることにより、正確な予後予測が可能であることを示した（真田）。29 遺伝子の発現プロファイルに

より、既知の遺伝子異常を認めない ALL 症例の中から難治性の Ph1/Ph-like ALL を鑑別可能であることを明ら

かとした（清河）。ABL1, PDGFRB, JAK2 の FISH 解析系を確立し、ABL1, PDGFRB の FISH については、全

国レベルでのスクリーニングが稼働し、遺伝子再構成陽性症例が同定されている。さらには LNK の発現量が

BCP-ALL の予後と治療反応性予測に有用であることを示した(今村)。AML-05 登録症例 49 例と AML-D05 登録

症例 18 例のゲノムアレイデータの解析から、複雑核型の中に含まれる染色体診断上の 5q-が必ずしもゲノム

レベルでの 5q の欠失を反映していないことが確認された(滝)。小児白血病の早期予後診断を目指して、小児

白血病関連候補遺伝子 163 種類からなる白血病パネルの開発を行った。ALL 約 50 例 AML 約 30 例について、

初発期検体、寛解期検体、（再発例は再発期検体も）を本方法で解析したところ、0-5 個/症例の体細胞変異と

KRAS などの germline variant が見つかった（嶋田）。短期維持療法を受けた ALL 症例について、target intron 

cature にてゲノムプロファイルを確認した結果から、維持療法が長期に必要な群と短縮可能な群を層別化する

ことが可能であった（Kato M et al. Leukemia 2017）。残存病変の推移を経時的に採取された試料を用いて、

IG/TCR を標的とした PCR-MRD と点突然変異を標的とした ddPCR とで比較したところ、再発前の検体で、

PCR-MRD は検出できていな残存病変を ddPCR では検出可能であった。ddPCR による MRD 検出は、

PCR-MRD よりも広い対象に応用可能であり、かつ同等以上の感度と、より優れた定量性を持っている検出系

であると考えられた（加藤）。血中 microRNA 測定の臨床応用の検討により、AML1-ETO 陽性の AML では末

梢血において高発現している microRNA のプロフィールが類似しており、共通して初診時に高値を認めたマイ

クロ RNA が寛解導入療法後に著明に減少し、再発をきたした症例では再度上昇がみられたことから、少なく

とも複数のマイクロ RNA が病状を反映しうることが示唆された（平松）。小児 AML150 例において、トラン

スクリプトーム解析（RNA シークエンス）を施行し、PRDM1-SKI 等の新規遺伝子再構成（染色体転座）の候

補を同定した（柴）。今年度は、特に、RUNX1-ETV6 や BCR-ABL1、TCF3-PBX1、MLL 関連転座など既知の

融合遺伝子を事前にスクリーニングし、それらが認められない症例を選択して行い、複数の IgH-DUX4 や

BCL9-MEF2D などの融合遺伝子を持つ症例を同定した。中でも、BCL9-MEF2D 融合遺伝子を持つ症例は予後

不良であった（片岡）。 
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In this project, we attempted to establish early detection technology for pediatric leukemia using 

next-generation biomarkers by genetic studies of clinical specimens and clinical information 

databases belonging to the JCCG/JPLSG and its affiliated group. We promoted the study of the 

practical application using new genome analysis technologies in biomarkers that have already been 

or are expected to be useful, and also developed novel biomarkers in cases where stratification is 

impossible and established diagnostic technology capable of detecting the recurrence risk group at 

an early stage. 

Sanada, et al. performed targeted-capture sequencing of known or putative 142 driver genes for 

B-ALL in a total of 525 pediatric patients, who were enrolled in the Japan Association of Childhood 

Leukemia Study (JACLS) ALL-02 protocol. In a multivariable Cox regression model, the presence of 

mutations or focal deletions in three genes retained independent prognostic significance: TP53, 

KMT2D, and IKZF1. Combining alterations in these three genes with the National Cancer Institute 

(NCI) criteria, the prediction of prognosis was improved. According to the expression profile of 29 

genes, Kiyokawa, et al. revealed that it is possible to distinguish Ph1/Ph1-like ALL from ALL cases 

without recurrent genetic abnormality. Imamura, et al. established the FISH analysis system for 

detection of fusions with ABL1, PDGFRB, and JAK2, and nationwide screening services for ABL1 

and PDGFRB fusions has been started. Furthermore, the expression level of LYK was shown to be 

useful biomarkers predicting prognosis and treatment response in patients with B-ALL. Taki, et al. 

performed genome array analysis for patients registered AML-05 or AML-D05 studies, and showed 

that loss of 5q in complex karyotype by cytogenetic analysis did not always reflect 5q deletions at the 

genome level. Shimada, et al. developed a diagnostic gene panel for pediatric leukemia containing 

163 candidate genes, for predicting prognosis. They analyzed 50 cases with ALL and 30 cases with 

AML and identified 0-5 somatic mutations per case and several germline variants such as KRAS 

mutation. Kato, et al. showed target intron capture based fusion detection is a useful method for 

stratification the group requiring long-term maintenance and shortening maintenance from the study 

for short-term maintenance therapy for pediatric B-ALL (Leukemia 2017). Furthermore, they studied 

the utilities of residual disease detection using ddPCR targeted for single nucleotide mutations and 

showed this method is more robust than standard PCR-MRD and its sensitivity and quantitative is 

same or higher than PCR-MRD. Hiramatsu, et al. examined the usefulness of blood microRNA 

measurement in leukemia cases, the microRNA profile was similar in AML cases with AML1/ETO and 

in highly expressed microRNA at initial diagnosis was remarkably reduced after induction therapy. In 

relapse cases expression level of some microRNA increased again, measuring microRNA could be 

useful for disease monitoring. Shiba, et al. performed transcriptome analysis for 150 cases with 

childhood AML and identified novel translocations such as PRDM1-SKI. Kataoka, et al. performed 

RNA sequencing for pediatric B-ALL without recurrent fusion genes and identified various 

translocations including IGH/DUX4 and BCL9/MEF2D. They showed patients with BCL9/MEF2D 

fusion had a poor prognosis. 
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