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II. 成果の概要（総括研究報告） 
和文 
ゲノム解析担当の国立研究開発法人理化学研究所において、日本小児がん研究グループ(JCCG)が収集

した小児急性リンパ性白血病（ALL）・リンパ腫の寛解期検体、小児急性骨髄性白血病（de novo AML, APL, 
ML-DS）およびランゲルハンス細胞組織球症(LCH)症例の寛解期検体（合計 220 例）、小児肝腫瘍の正常

肝あるいは正常血液検体（68 例）、神経芽腫の正常血液細胞（19 例）、横紋筋肉腫の正常検体（20 例）

の合計 327 例について、イルミナ社の GWAS 用 SNP アレイ（OmniExpressExome BeadChip）を用い

て、ゲノムワイドに 1 例当たり約 95 万か所の SNP を測定した。種々の品質管理フィルターを用いて測
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定した SNP データの精度管理を実施した後、国立研究開発法人国立成育医療研究センターに送付した。

なお、次世代シークエンサーを用いたターゲットシークエンスは、JCCG の判断に基づき実施していな

い。 
小児 ALL については、平成 28 年度に 179 例の検体を収集し、これまでに収集した検体を合わせて

397例について一塩基多型のgenotypingを行った。ALLの発症に関与するとすでに報告されているARID5B

近傍の多型 rs10821936 については、HapMap プロジェクトの JPT172 例の MAF0.32 に対して 0.523 と有意

に高く（p=6.1×10^-5）、解析の再現性が検証された。臨床試験を通じて、膵炎（4.4%）、末梢神経障害

（4.7%）、高血糖（6.7%）などの有害事象の発症が確認されており、218 例の結果の時点での中間的な解

析として、膵炎および末梢神経障害に対するゲノムワイド関連解析を行った。SNP タイピングの可能割合

は 95.2%であり、検体不良で基準を満たさなかった検体はなかった。Minor allele frequency、HWE 検体

などで除いた計 582,768SNPｓについて施行した関連解析の結果、すでに膵炎や末梢神経障害などの有害

事象と関連があると推測される一塩基多型が抽出された。 
また、チオプリン系薬剤による骨髄抑制との関連が報告されている NUDT15、TPMT の両遺伝子に

ついて多型解析を行い、維持療法でのメルカプトプリンの用量との関連を検討した。その結果、アジア

人は TPMT は多型頻度が極めて低い一方で、NUDT15 多型を minor allele frequency=12.0%の割合で有

しており、この多型がメルカプトプリンの感受性に差異をもたらし、骨髄抑制の重篤度に関連している

ことを確認した。リンパ腫についても検体収集および解析を開始する体制が整った。 
小児 AML については、de novo AML に対する 2つの臨床試験、「小児急性骨髄性白血病（AML）に対

する多施設共同後期第Ⅱ相臨床試験」（AML-05）8 例、「小児急性骨髄性白血病を対象とした初回寛解導

入療法におけるシタラビン投与法についてランダム化比較検討、および寛解導入後早期の微小残存病変

の意義を検討する多施設共同シームレス第 II-III 相臨床試験」（AML-12）29 例の寛解期検体を収集し、

東大医科研の検体保存センターから理化学研究所の解析センターに送付し、全ゲノム領域にわたり一塩

基多型の解析を行った。先行して行った検体を含め 82 例のタイピングが終了した。また、ダウン症候群

に合併した AML(ML-DS)に対する 2 つの臨床試験（AML-D05, AML-D11）ランゲルハンス細胞組織球

症に対する臨床試験（LCH-12）登録症例の寛解期検体収集も開始し、LCH-12 の症例については 8 検体

（うち、1 検体は検体不良のためタイピングせず）が同様に多型解析を行った。 
小児肝腫瘍については、JPLT2 症例の中で、内耳障害、心障害、成長障害、二次がんが報告されてい

る症例約 40 例を中心として、これらの晩期障害が生じていない症例を対照として併せて 118 症例のゲノ

ム解析を行った。投与薬剤の種類、薬剤投与量、投与時年齢、などの諸因子とともに有害事象のグレー

ド別に検討を加え、上記の晩期合併症発症に関連する遺伝子多型の抽出を行い、その結果、内耳障害に 6

遺伝子、心障害に 2遺伝子、成長障害と二次がんにそれぞれ 10遺伝子程度が抽出された。遺伝子機能に

関連する多型の部位の選別とともに、投与薬剤の種類、投与量、投与時年齢などの諸因子とともに有害

事象のグレード別に検討を追加して、内耳障害に関しては 3遺伝子を選定した。これらの遺伝子多型候

補について、残りの JPLT2 症例の中から 68 例を追加してその多型と有害事象の関連を検討して、抽出さ

れた多型の有用性と信頼性を評価した。この結果から、内耳障害、心障害においては候補多型から、そ

れぞれ 2遺伝子と 1遺伝子が選別抽出された。また、成長障害、二次がんに関した候補多型はある程度

は絞られたが、数個以下には完全に絞り込めなかった。 

内耳障害に関連した多型の確定と内耳障害予防のチオ硫酸ナトリウム（デトキソール）適応例のガイドライ

ンを作成：シスプラチンによる内耳障害を予防するためのチオ硫酸ナトリウム投与のランダマイズ試験

（JPLT3/SIOPEL6 試験）は、治療終了した 107 例中の聴力検査の評価が 5例を残して全例にオーディオグ
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ラムを取得した。5例の症例のデータが取集と同時に、ゲノム解析用の検体の収集を行った。内耳障害予

防のチオ硫酸ナトリウム適応例のガイドライン作成の中で、実際にはゲノム解析によって先の候補遺伝子の

多型のある患者への対応ガイドライン作成のためのデータ収集(別の試験の進捗状況等)を行っている。 

高リスク神経芽腫例について、29 施設に本研究の参加を依頼し、倫理審査承認を経て検体収集を開始

した。神経芽腫治療後の循環器・聴力障害症例の 56/56（100％）、全症例の 150/193（77.7％）がこれら

の施設に含まれる。H29 年 1 月末で 19 サンプルの DNA 抽出終了し 19 検体の DNA を送付した。19 サ

ンプル中：聴覚障害：13 例；晩期合併症なしの対照症例：6 例であった。その後Ｈ28 年度中に 9 例の追

加登録が行われた。現在ゲノム抽出中である。Ｈ28 年度の調整検体は 28 検体となった。 

横紋筋肉腫症例について、平成 28年度は、JRSG 参加施設で保存されている過去検体横紋筋肉腫検体

のうち、本研究に同意が取得できた 20例につき正常検体を収集し、Genotyping を終了した。このうち 1

例は JRS-I 登録検体であった。これらのコホートのうち、いずれのサンプルでも 99.36%以上のプローブ

でタイピングができており、genotyping の解析には十分量のデータが得られた。海外で SNP rs2279343AA

を有する横紋筋肉腫例は GA、GG genotype を有する例と比べると有意に予後不良であることが示されて

いるが、今回解析した 20例のコホートでは、AA genotype を有する例は、13.5%であり、予後不良と有意

な相関は確認できなかった(Log rank p=0.643)。平成 28 年度には、正常検体の収集を行っていなかった

JRS-I 登録症例のうち、新たに固形腫瘍の観察研究に参加して正常検体を BBJ に送付できた症例は 8例で

あった。 

 

英文 
A total of 327 cases (approximately 950,000 SNPs per case genome-wide) collected by the Japan 
Children's Cancer Research Group (JCCG) was measured using “OmniExpressExome BeadChip”, a 
single nucleotide polymorphism (SNP) array for genome-wide association study (GWAS) developed 
by Illumina, Inc. at RIKEN, the national institute of physical and chemical research responsible for 
genome analysis. These cases consist of specimens in a remission period of childhood acute 
lymphoblastic leukemia (ALL)/lymphoma, childhood acute myeloid leukemia (de novo AML, APL and 
ML-DS), and Langerhans cell histiocytosis (LCH) (total 220 cases), normal liver or normal blood 
specimen of childhood liver tumor (68 cases), normal blood cells of neuroblastoma (19 cases), and 
normal specimens of rhabdomyosarcoma (20 cases). After conducting quality control of SNP data 
measured using various filters for quality control, the results were sent to the National Center for 
Child Health and Development. Target sequence using the next-generation sequencer (NGS) has not 
been implemented in accordance with JCCG's judgment.  

For childhood ALL, specimens of 179 cases were collected in FY2016, and genotyping of SNP 
was performed for 397 cases combined with the collected specimens so far. For polymorphism rs 
10821936 in the vicinity of ARID5B which has already been reported to be involved in the onset of 
ALL, it is significantly higher (0.523, p = 6.1 × 10 ^ -5) than the MAF 0.32 in JPT 172 cases of the 
HapMap project, and reproducibility of analysis was verified. Through the clinical trials, incidence of 
adverse events such as pancreatitis (4.4%), peripheral neuropathy (4.7%), and hyperglycemia (6.7%) 
were confirmed, and we performed genome-wide association analysis on pancreatitis and peripheral 
neuropathy as an intermediate analysis at the time of the results of 218 cases. The possible ratio of 
SNP typing was 95.2%, and there were no poor specimens that did not meet the criteria. As a result 
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of the association analysis for a total of 582,768 SNPs extracted using minor allele frequency (MAF), 
HWE specimens, etc., SNPs which are presumed to be already related to adverse events such as 
pancreatitis and peripheral neuropathy have been identified.  

In addition, polymorphism analysis was performed on both genes of NUDT 15 and TPMT, 
which are reported to be associated with bone marrow suppression by thiopurine drugs, and the 
relationship with the dose of mercaptopurine in maintenance therapy was examined. As a result, in 
Asians TPMT has extremely low polymorphism frequency, while NUDT 15 polymorphism has a 
minor allele frequency (12.0%). It is confirmed that this polymorphism causes a difference in the 
sensitivity of mercaptopurine and is related to the severity of myelosuppression. A system for 
collecting and analyzing samples for lymphoma has also been established.  

For childhood AML, specimens in a remission period were collected from the two clinical trials 
in de novo AML, “a multi-center phase II study in children with newly diagnosed acute myeloid 
leukemia” (AML-05)(8 cases), and "a multi-center seamless phase II-III randomized trial of high-dose 
cytarabine in initial induction with evaluation of flow-cytometry-based minimal residual disease for 
children with de novo acute myeloid leukemia”(AML-12)(29 cases), and sent from the biobank of the 
Institute of Medical Science in the University of Tokyo to the RIKEN Analysis Center to analyze SNP 
genome-wide. The typing of 82 cases including the preceding specimens was completed. Two clinical 
trials (AML-D05 and AML-D11) in AML (ML-DS) complicated with Down syndrome, and a clinical 
trial in Langerhans cell histiocytosis (LCH-12) also started collection of specimens in a remission 
period. For 8 specimens in LCH-12 (of which one poor specimen was not typed), polymorphism 
analysis was similarly performed.  

Regarding childhood liver tumor, we performed genome analysis of 118 cases, mainly about 40 
cases of inner-ear disorder, cardiac disorder, growth disorder and secondary cancer reported in 
JPLT2 cases, setting cases without these late-stage disorders as their controls. We examined with 
factors such as the type of drug to be administered, drug dosage, age at the time of administration, 
etc. according to the grade of adverse event, and extracted genetic polymorphisms related to the 
onset of the late phase complication. As a result, about 6 genes in inner-ear disorders, 2 genes in 
cardiac disorders, and about 10 genes in growth disorders and secondary cancers, respectively were 
extracted. Three genes were selected for inner-ear disorders by examining with factors such as the 
type of drug to be administered, drug dosage, age at the time of administration, etc. according to the 
grade of adverse event, as well as selection of the site of polymorphism related to gene function. For 
these gene polymorphism candidates, 68 cases were added from the remaining 2 cases of JPLT and 
the association between the polymorphism and adverse event was examined to evaluate the utility 
and reliability of the extracted polymorphism. From these results, two genes and one gene were 
selected and extracted from candidate polymorphisms in inner-ear disorders and cardiac disorders, 
respectively. Candidate polymorphisms related to growth disorders and secondary cancers were 
narrowed to some extent, but they could not be completely narrowed down to few.  

Creation of guidelines for determination of polymorphism associated with inner-ear disorder 
and examples of sodium thiosulfate (Detoxol)  adaptation for prevention of inner-ear disorder: in a 
randomized study of sodium thiosulfate administration (JPLT3/SIOPEL6 study) for preventing 
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inner-ear disorder by cisplatin, audio grams were acquired for all cases leaving 5 cases out of 107 
evaluation of hearing test. At the same time as collecting data of 5 cases, samples for genome 
analysis were collected. In preparing the guidelines for examples of sodium thiosulfate adaptation for 
prevention of inner-ear disorders, data collection (preparation progress of another examination, etc.) 
for preparation of guidelines for patients with polymorphism of the above candidate gene is actually 
ongoing by genome analysis.  

For high-risk neuroblastoma cases, we asked 29 institutions to participate in this study and 
started collecting specimens after approval of ethics screening. These facilities include 56/56 (100%) 
of circulatory and hearing impairment cases after neuroblastoma treatment and 150/193 (77.7%) of 
all cases. At the end of January 2017, 19 samples of DNA were extracted and 19 DNA samples were 
sent. 19 samples include 13 cases of hearing impairment, and 6 control cases without late 
complications. Thereafter, 9 cases were additionally registered during 2016. Currently genome 
extraction is in progress. 28 specimens were prepared in FY2016.  

Regarding rhabdomyosarcoma cases in FY2016, we gathered normal specimens for 20 patients 
who provided consent to this study out of past rhabdomyosarcoma specimens stored in JRSG 
participating facilities and completed genotyping. One of them was a JRS-I registered specimen. 
Among these cohorts, all samples could be typed with 99.36% or more of probes, and a sufficient 
amount of data was obtained for analysis of genotyping. The rhabdomyosarcoma cases with SNP 
rs2279343AA abroad have been shown to have a significantly poorer prognosis than the examples 
with GA and GG genotype. But in the 20 cohorts analyzed this time, examples with AA genotype was 
13.5%, and a significant correlation with poor prognosis could not be confirmed (Log rank p = 0.643). 
In FY2016, 8 normal samples were sent to BBJ by participating in observational research of new 
solid tumor among JRS-I registered cases which have not collected normal samples. 
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