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要旨  

急性骨髄性白血病、急性リンパ性白血病、悪性リンパ腫の230症例に対し、一塩基多型解析用オリゴヌ

クレオチドアレイを用いてゲノム網羅的な腫瘍細胞の遺伝子解析を行なった。リンパ系腫瘍における p16

欠失、REL 領域増幅等の微細なコピー数の増減が示されたのみならず、特にリンパ腫では Uniparental 

Disomy (UPD)を 74％と非常に高頻度に認めた。急性骨髄性白血病では UPD 領域にある CBL、p53、

AML1、C/EBPα遺伝子にホモ変異や塩基挿入、FLT3 internal tandem repeat を高頻度に認めた。この

結果 UPD 領域内の標的遺伝子異常が腫瘍発症進展に関与している可能性が推測された。 
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目的 

急性骨髄性白血病 （Acute myeloid leukemia, AML)、急性リンパ性白血病（Acute lymphoblastic 

leukemia, ALL）や非ホジキン悪性リンパ腫（non-Hodgkin lymphoma, NHL）などの造血器腫瘍においては、

濾胞性リンパ腫（Follicular Lymphoma、FL）の約80％で認められるt(14;18)(q32;q21)におけるBcl2、マント

ル細胞リンパ腫の約 70%で認められる t(11;14)(q13;q32)における Bcl1 の様に、従来、病型特異的に認め

られる染色体転座の解析から多数の遺伝子異常が同定され、腫瘍の分子病態の解析が進んでいる。 

一方、AML では t(8;21)(q22;q22)の転座は約 6％に認められるものの、AML1/ETO を発現する遺伝子

組み換えマウスでは腫瘍化は起こさない 1, 2 など、染色体転座だけでは腫瘍化に至らないことが報告され

ている。マウスモデルでも示されるように、腫瘍の発症には染色体の転座に加え付加的な異常が必要であ

る。 

造血器腫瘍では、染色体の増幅・欠失など遺伝子の量的異常を伴う異常もしばしば観察されるが、これ

らの異常の標的遺伝子については、いまだ明らかにされていない部分が多い。近年染色体転座を伴わな

い正常核型の急性骨髄性白血病細胞においては、FLT3 遺伝子の internal tandem duplication (ITD)3, 4, 5、

C/EBPα遺伝子変異 3, 6, 7 など予後に関わる遺伝子異常も明らかにされてきたが、染色体転座を伴わない

標的遺伝子や付加的異常は未だ十分に解明されてはいない。 

これら癌を含めた疾患関連遺伝子を同定する為の手段として、近年ゲノムの網羅的な解析や遺伝子発

現解析が注目されている 8- 17。例えば、complementary DNA microarray8 を用いた遺伝子発現解析プロフ

ァイリングでは、びまん大細胞性リンパ腫(Diffuse Large B-cell Lymphoma, DLBCL)を、Germinal centre 

B-like pattern と avctivated B-like pattern の亜分類にわけ、IPI (International Prognostic Index) と独立し

た予後予測因子であることが示された 9。 また、comparative genomic hybridization array (CGH array) 10, 12 
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による解析も進められてきており、予後との関係も示唆されている。 44000 個のプローブを搭載した CGH 

array 10 を用いた AML100 例についての解析では、染色体分析で正常核型とされた 46 例中 27 例にゲノ

ム異常があり、ゲノム異常の数により予後に有意差があることが報告された。 

そこで、造血器腫瘍の異常を更に詳細に解明することを目的として、近年発達してきたゲノム網羅的な腫

瘍細胞の遺伝子解析を行なうこととした。  

Affymetrix® GeneChip® 100K/ 500K アレイ 18, 19 は 12 万- 52 万個の single nucleotide polymorphism 

(SNP) 特異的プローブを用いて大規模 SNP タイピングを可能とする高密度オリゴヌクレオチドアレイである

が、シグナルデータの定量的性質を利用して、平均解像度 6-24kb、分解能 40bp で腫瘍ゲノムに生じるコ

ピー数の変化を捉えることが可能である。当教室で開発された同アレイを用いた高精度コピー数解析シス

テム(CNAG (Copy Number for GeneChip software)/ CNAGver2.0とAsCNAR (allele-specific copy-number 

analysis using anonymous references)アルゴリズム 20, 21 を用いて、正常対照を持たない腫瘍細胞や正常・

腫瘍細胞が混在する実際の臨床検体についても、染色体分析では同定不能と考えられる微細な増幅・欠

失、アレル不均衡を含む多数のゲノムの異常が同定することが可能となっている 22, 23。これによりコピー数

の増減を伴わない loss of heterozygosity (LOH) 領域すなわち染色体の片アレルが増幅、対側アレルが

欠失している uniparental disomy (UPD) 領域の解析が可能になった 24- 26 。 

Prader-Willi Syndrome や Angelman syndrome など遺伝性疾患の一部では UPD を伴うものが認められる

27。この場合の UPD は減数分裂期の異常によるもので、正常では父方・母方の双方から相同染色体が 1

本ずつ遺伝されるところが、UPD では母方（Prader-Willi Syndrome）もしくは父方（Angelman syndrome）の

片方のみから染色体 15 番長腕を 2 本の同じ染色体から遺伝している。しかし、この様な減数分裂期の異

常とは別に、近年、骨髄増殖性疾患における染色体 9 番短腕の LOH の解析から JAK2 が標的遺伝子と
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して同定され、後天的な体細胞組み換えによって UPD が発生するというモデルについても提唱されてい

る 28。また、AML でも、19 番長腕に UPD を持つ例で、同染色体上の遺伝子である C/EBPα遺伝子にホ

モ変異が認められたことが報告 6されており、UPDの解析は標的遺伝子候補の探索において重要であると

考えられた。 

これまでにも当教室及び共同研究者のグループより、小児 ALL や小児神経芽腫について、GeneChip®

アレイと CNAG、アレル別のコピー数解析について報告 29- 32 した。本研究では、造血器腫瘍に伴う染色体

転座を伴わない標的遺伝子や付加的遺伝子異常の同定を目的として、AML、ALL、NHLの臨床検体230

例について、本システムを用いた解析を行なった。
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方法 

対象：本研究は東京大学医学部倫理委員会において承認された研究(承認番号948)である。NHL80症

例は、1993 年から 2005 年の間に東京大学医学部附属病院血液腫瘍内科で診断または治療された症例

のリンパ節を含む腫瘍組織検体を用いており、2000 年 4 月以降に診断、治療された症例については研究

使用目的を説明の上同意書を得ている。AML 103 症例、及び ALL 47 症例については、2000 年 3 月以

前に採取された骨髄または末梢血検体を用い、連結不可能匿名化を行なった。 

DNA 抽出と SNP mapping assay：腫瘍組織のゲノム DNA を、新鮮凍結組織から PUREGENETM DNA 

Purification Kit (Gentra®) を用いて抽出した。SNP mapping assay は、Affymetrix® GeneChip® 100K/ 

500K アレイを用いて、Affymetrix® (Santa Clara, CA) 18, 19 のプロトコールに従い行なった（図 1）。このプロ

トコールでは、1検体あたり250ngのゲノムDNAを制限酵素で切断（100K: XbaIまたはHindIII、500K: NspI

または StyI）し、アダプターを付加、これに相補的な primer を用いて PCR 増幅を行なった。PCR 産物を

DNase I で断片化、terminal deoxynucleotidyl tranferase を用いて ビオチン標識後、オリゴヌクレオチドア

レイ上でハイブリダイゼーションを行ない、アレイをスキャンした。アレイ上には各 SNP 座について、2 種類

の多型 A、B をそれぞれ認識する特異的オリゴヌクレオチドプローブとこれにミスマッチ塩基を導入したプ

ローブが合成されており、スキャンのシグナルパターンを Gene Chip Operation software (GCOS)、

GeneChip® DNA Analysis software (GDAS) version3.0 (Affymetrix®) を用いて解析、これに基づいて

GeneChip® Genotyping Analysis Software (GTYPE) を用いて、SNP をタイピングした。SNP タイピングが

GTYPE により自動判定された割合、すなわち各 SNP の両アレルについて、多型 A、B がホモ接合性（AA

またはＢＢ）、ヘテロ接合性（AB）を示すと判定することが可能であった割合を call rate と呼び、SNP タイピ

ングの正確性の評価を行なった。 
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データ解析（ゲノムのコピー数解析）：ゲノムのコピー数解析及び LOH 解析は、当研究室で開発された

ソフトウェア CNAG/ CNAGver2.0、AsCNAR アルゴリズム 20, 21 を用いた。この解析システムでは、SNP タイ

ピングの際に検出したアレイの各 SNP のシグナル値を適切に補正し（図 1B）、シグナル比から Hidden 

Markov モデルに基づいてコピー数解析を行なった。さらに AsCNAR アルゴリズムでは、以下の様に自己

正常対照のない腫瘍正常細胞混合検体についてもアレル別のコピー数解析を行なった。腫瘍細胞がホ

モ接合、正常細胞がヘテロ接合性を示す SNP では、腫瘍正常細胞混合検体はヘテロ接合性を示す場合

があるが、このアルゴリズムでは、正常細胞におけるヘテロ接合性を示す SNP の多型 A、B シグナル比と、

腫瘍細胞の A、B シグナル比との間に差が認められることから、自己正常対照のない腫瘍正常細胞混合

検体についても多型を示す SNP について、非自己正常対照から各 SNP 別にヘテロの検体を選び、AB シ

グナル強度を比較することで、その SNP の部位のコピー数の増減をアレル別に判別した 21（図 1C, D）。 

統計解析：各疾患別の UPD の頻度について、2x2 分割表を用いてイェーツの補正をしたχ2 検定をし、

ボンフェロニ補正を行なうことによって有意差の有無を検討した。AMLの検体では、AML with multilineage 

dysplasia 例とそれ以外、及び初発例と再発例において同様に有意差の有無を検討した。 また Diffuse 

Large B-cell Lymphoma  (DLBCL)、Follicular Lymphoma (FL) については各染色体別に UPD の頻度に

対し、同様に有意差の有無を検討した。 

ゲノム DNA の Sequence：各文献で用いられた primer4, 6, 33及び primer3 により検索した primer を用いて、

ゲノム DNA に対し各々の遺伝子について PCR を行ない（表 2）、3130xl Genetic Analyzer (Applied 

Biosystems®) を用いて sequence を施行した。 
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結果 

アレイ解析：AML 103 例、ALL 47 例、NHL 80 例の計 230 例の臨床検体（表 1）について、GeneChip® 

100K/ 500K アレイ解析を行なった。SNP タイピングの call rate は 100K XbaI アレイ 94 例で 94.7±7.0%

（平均±標準偏差）、100K HindIII アレイ 34 例で 96.2±6.5%、500K NspI アレイ 81 例で 94.9±8.3%、500K 

StyI アレイ 21 例で 92.6±7.7%であった。 

アレイ解析結果例：図 2 に AML の臨床検体 1 例（検体番号：W190483）の 500K NspI アレイによる解析

結果を示した。染色体分析では、45 XX, del(5)(q21q34), -9 を示した例である。アレイによる解析では、

5q14.3-33.1 の欠失、9p21.1-9q32 欠失の他、6p21.33 の 96ｋｂの短い欠失、7p22.3-15.2、7ｑ22.1-36.3 欠

失、9q34.13-34.3 の増幅、11 番のコピー数の増減と UPD（11q13.1-11q22.2 の増幅、11q22.2-q23.3 の

UPD、11q23.3-q24.1 のホモ欠失、11q24.1-q25 の増幅）、12ｐ13.2-13.1 の欠失と 12p12.1 の 414kb の欠

失、14ｑ11.2 の 550ｋｂの増幅、16ｑ23.1 の 36ｋｂの短い欠失と、染色体分析では検出されなかったコピー数

変化が認められた。 

コピー数解析：全 230 例について同様の解析を行ない、各々の検体について染色体別にコピー数の

増減や UPD の分布を解析し、疾患別にまとめた（図 3）。図 3 に示すように、NHL において、コピー数の増

減がある検体、特に 1 検体中に複数の染色体でコピー数の増減が認められる検体が、AML、ALL の検体

に比べ高頻度に認められた。 

AML では、染色体分析結果が判明している 79 例中、正常核型が 27 例、t(15;17)(q22;q11～12) 転座

が 9 例（複雑核型を伴うものを含めれば 11 例）、t(8; 21)(q22; q22)転座が 2 例(同 5 例)、inv(16)(p13; q22)

が 4 例、複雑核型が 22 例であった。trisomy 8 は染色体分析結果が判明している 79 例中、複雑核型に

含まれる 3 例のみであったが、本解析では AML103 例中 9 例（染色体分析結果が判明している 79 例中
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では 5 例）に認めた。5-/5q-を伴う異常は染色体分析で 4 例であったが、アレイ解析の結果、6 例に認め

た。ALL では 1q 増幅(8 例)、7q34 を含む欠失(9 例)、8q 増幅（8 例）、9ｐ21.3 を含む欠失（14 例）、17p 欠

失（6 例）が高頻度に認められた。  

NHL、特に FL では REL を含む 2p15-16.1 領域に NHL80 症例中 21 例（25%）に増幅が認められ、共通

増幅領域の大きさは 1.29Mp であった。（図 4B）。NHL 及び ALL のリンパ系腫瘍では 127 例中 25 例

（19.7%）に 9p21 の欠失があり、この共通欠失領域 56.6kb に含まれる遺伝子は p16 (CDKN2A, INK4A)、 

p15 (CDKN2B, INK4B) のみであった（図 4A）。 

NHL では 80 例中、1q(26 例、33%)、6p（17 例、21%）、7 番（21 例、26%）、12 番（21 例、26%）、18 番（27

例、34%）に増幅領域、1p（22 例、28%）、6q（20 例、25%）に欠失が高頻度に認められた。中でも DLBCL と

FL の比較では、前者で 1q、3 番、7 番、11q、21 番増幅、17q 欠失、後者で 18 番増幅が高頻度であった

（図 5）。 

UPD の解析：本研究ではアレル別のコピー数解析を行なった。これによって CGH アレイによるコピー数

解析など従来では判定が難しかった UPD を検出することが可能となっており、特に正常細胞の混在率が

高い検体や微細な領域の UPD を持つ検体において判定も可能であった。 

NHL は 80 例中 59 例（74%）と UPD が特に高頻度に認められ、AML、ALL における UPD の頻度と比較

して有意差(p=3.3x10-9、 p=1.1x10-5）を認めた（図 6）。NHL の中では、DLBCL が 41 例中 32 例、FL は

39 例中 27 例に UPD を認め、有意差はないものの、DLBCL の方が FL よりも高頻度であった。AML では

全 103 例中 30 例（29.1%）に UPD を認めた。UPD の頻度は、染色体分析による正常核型症例 26 例中で

8 例（31%）と頻度に差はなかった。同様に MDS 由来例 9 例中 4 例、再発 10 例中 4 例であり、非 MDS 例、

初発例と比べ UPD の頻度に有意差は認めなかった。 
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疾患別のUPDの染色体分布：NHLにおいてUPDは1p（16例、20%）、1q(10例、13%)、6p（23例、29%）、

9p(9 例、11%)、16p(10 例、10%)、17q（9 例、11%）、19p（9 例、11%）に高頻度に認められた（図 7）。有意差は

認めなかったものの、DLBCL と FL を比較すると、DLBCL では 1q、17q、FL では 12q、16p に高頻度であ

った（図 8）。ALL では NHL に比べ全体の頻度は低いが、9p（4 例、9%）に UPD を認めた他、4q、9q、13q

で複数例に UPD を認めた。特に ALL で 9p に UPD を認めた 4 例中 2 例では、UPD の中に 9p21 領域の

共通ホモ欠失を認めた（図 9）。NHL においても同様に、9p に UPD があり、9p21 領域にホモ欠失がある

例が 2 例で認められた。この 4 例の共通ホモ欠失領域は 237kb であり、この部位に存在する遺伝子は p16、

p15、C9orf53 の 3 遺伝子のみであった。AML では、全 103 例中 30 例（29.1%）に UPD を認めた。中でも

1p、7q、11p、11q、13q、17p が高頻度であった（図 7、図 10）。 

 AML における UPD 中の標的遺伝子と変異解析：次に AML で UPD が認められた検体について、UPD

の領域内にあり、AML 発症に関わることが知られている遺伝子について、変異の有無を調べた（表 2、図

10）。その結果、UPD の領域にある既知の標的遺伝子で高頻度に遺伝子変異が認められた。 

13q 領域内に UPD をもつ 6 例中、UPD の領域内に FLT3 領域を含有する 4 例にのみ FLT3ITD を認

め、残りの 2 例には ITD、tyrosine kinase domain (TKD) の codon 835/836 の変異とも認めなかった（図

11A）。11q では 4 例中 3 例に CBL のホモ変異が認められた。2 例はこれまでの報告 34, 35 と同様に、exon8 

(Ring Finger Domain)にアミノ酸置換を伴う変異があったが、1 例は exon11 にホモ変異が同定された（表 3、

図 11B）。19q では 2 例に UPD が認められ、2 例共に C/EBPαに両アレルに塩基の挿入があり、1 例では

2 つの部位に各々6 塩基、3 塩基の挿入、別の 1 例では 9 塩基の挿入を認めた(表 3、図 11C)。また 17p

に UPD が認められた 2 例では、2 例（いずれも AML with multilineage dysplasia で染色体分析では-7 を

含む複雑核型）ともに p53 の変異を認めた。21q についても、UPD の領域内に AML1 が含まれる 1 例に
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ついては、AML1 の変異を認めた（表 3）。 
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考察 

AML、ALL、NHL の造血器腫瘍 230 症例に対して、一塩基多型解析用オリゴヌクレオリゴヌクレオチドアレ

イと CNAG/CNAG ver2.0、AsCNAR を用いたゲノム網羅的なコピー数、LOH、UPD の解析を行なった。

500K NspI アレイを用いた AML 臨床検体の解析例（図 2）でも示されるように、本システムでは非常に詳細

なコピー数の増減をゲノム全体に渡り、アレル別に解析することができた。 

各疾患別にみた UPD をもつ検体の割合は、NHL は 80 例中 59 例（74%）と UPD が、AML、ALL と比べ

て有意に高頻度であった（図 6）。方研究の解析法では、UPD の検出は 20%以上であれば可能であるので

21、骨髄または末梢血検体の芽球の割合は AML では 73.5±21.4%（平均±標準偏差(%)、芽球の割合が

判明している 92 例中）、ALL では 82.0±19.0%（同 34 例中）であり（表 1）、NHL と AML、ALL の UPD の

頻度の差は、検体中の腫瘍細胞の混在の為に AML、ALL の検体で本来存在する UPD を検出することが

できなかったのではなく、NHL の疾患特異性によるものと考えられた。 

AML では 10K アレイを用いた解析 24 により UPD の頻度は約 20%と報告、また MDS や secondary AML

について500K NspI アレイを用いた報告 22, 25では、94 例中の MDS症例の 20%、33 例中の secondary AML

症例の 23%で UPD が報告されており、今回の解析結果では 29%とやや高頻度であった。UPD の染色体分

布に関しても、報告されている 6p、8p の UPD は本研究では認めなかったものの、1p、4q、7q、9p、11p、

11q、13q、19q、21qに認めよく一致した。CGH arrayによる報告 10との比較でも、8番染色体の増幅、5番、

7 番、16 番、17p、18 番の欠失など共通した変化を認めた。 

FL では 10K アレイを用いた解析 36 で UPD の頻度は 83%と報告されており、本研究においても同様に

NHL における UPD の頻度は 74%と高頻度であった。UPD の好発部位についても 6、9、12、17 番染色体

と報告されており、本研究もこれと一致した。更に本研究では1 番染色体にも高頻度にUPDが確認された。
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またコピー数については、CGH array を用いた解析で 1q、2p、3 番、7 番、12 番、18 番染色体の増幅や

6q や 17p の欠失が報告 12 されているが、本研究でもこれと概ね一致した。REL 増幅の細胞腫瘍化におけ

る機序はまだ明らかにはされていないが、増幅が認められた頻度は、これまでの報告に比べ低かった 37。 

ALL に関しては、本研究と同じ GeneChip® 100K/500K アレイを用いた小児 ALL 23, 32 の報告と比較し、

1q や 8 番染色体増幅や p16 の欠失が高頻度に認められることは一致した。しかし、小児 ALL で報告 23 さ

れた PAX5 を含む 9p13 領域を含む欠失は本研究においても認められたが、これらの欠失は 9p の広範囲

を含んでおり、9p13 に限局するものではなかった。1q の増幅に関しても、1q の広範囲にわたる場合が多く、

小児の報告 32の場合と異なり、増幅はPBX1(1q23)から開始されているわけではなかった。t(1;19)転座も小

児 ALL では 25％と高率に認められることから、これは小児との差によるものと思われた。 

また本研究で行なったアレル別コピー数解析では、微細なコピー数の増減だけではなく、コピー数の変

化を伴わない LOH、UPD を詳細に検出することが可能であることが大きな利点である。AML では全体の

29%に UPD を認めており、これは約 20%というこれまでの報告 24, 38 と比べてやや高頻度に検出された。腫

瘍検体において UPD が高頻度に認められることから、UPD が疾患特異性に関わる因子となっていると考

えられた。AML の同一症例について診断時と再発時の腫瘍検体 27 組を比較すると、11 例で再発時に、

診断時には認めなかった新たな UPD が付加されていたという報告 39 もある。 

実際 AML では C/EBPα6, 40 等 UPD に含まれる遺伝子の変異がこれまでにも報告されている。本研究

でも UPD 領域内に位置する AML 発症に関わる既知の遺伝子の変異解析を行なったところ、CBL、

C/EBPα、p53、AML1 に、高頻度にホモ変異が蓄積されていた。FLT3 に関しても、13q 領域内に UPD を

もつ 6 例の内、UPD 領域の内部に FLT3 領域を含有する 4 例全例にのみ ITD を認め、13q でも FLT3 を

含まない領域にのみ UPD のあった残りの 2 例は ITD, TKD codon835/836 の変異とも認めなかった（図
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11A）。FLT3ITD が認められた 4 例中 3 例の PCR 産物では各々、Wild Type と同じ長さのバンドと ITD に

よるバンドの 2 本が存在するが、これは腫瘍細胞と正常細胞の混在によると推測された。 

これらUPD領域内に認める標的遺伝子の変異は、多数例を対象としたAML正常核型の遺伝子異常の

報告 3 の頻度と比較しても明らかに高頻度であった。特に CBL では exon11 にこれまで報告されていない

部位のアミノ酸置換を伴うホモ変異が同定された 34, 35。また 9ｐ21.3 領域に UPD をもつ ALL と NHL の検

体 4 例に、p16 を含む 237kb の共通ホモ欠失領域が認められた。以上から UPD の領域に含まれる標的

遺伝子の異常が腫瘍の発症進展に関与していることが推測された。 

疾患に伴う UPD として、Prader-Willi Syndrome や Angelman Syndrome に 15q の UPD が挙げられる 27

が、これは減数分裂の際に起きた UPD によるものと考えられる。また Beckwith-Wiedemann syndrome は

heterogenousな疾患であるが、受精後に有糸分裂の際の体細胞組み換えによりUPDを起こした細胞が個体中

でモザイクになる（正常細胞と、父方由来の 11p15 が UPD を起こしている細胞が混在する）場合があることが報

告された。孤発例の 20％の症例に 11p15 を含む UPD が認められ、Wilms 腫瘍や肝芽腫を発症することが

あると報告 41- 43 されている。 

本研究で認めた造血器腫瘍に伴うUPDが起きる機序として、体細胞組み換えによるメカニズムが考えら

れる。そのメカニズムとして、(1)片側アレルの変異→(2)体細胞組み換えにより UPD が発生（変異アレルが

両側になる）→(3)正常細胞や片側アレルのみの変異の細胞よりも増殖や生存に有利となり、細胞集団の

中で選択される→(4) クローナルに増殖し、両側アレルの変異が細胞集団の中で固定化、腫瘍化すると

いう過程が想定される（図 12）。 

UPD の腫瘍化における病態はいくつかのメカニズムを含む 38 と思われる。結果として、(1)骨髄増殖性疾

患における JAK2 のように、遺伝子の活性化変異が蓄積される場合、(2)元々germ line に疾患を起こしや
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すい SNP を持つ minor allele 側が存在し、この minor allele がホモ接合を起こす場合、(3)遺伝子は父方・

母方由来メチル化のパターンが異なり発現量が違うが、UPD を起こすことによって、どちらか一方のメチル

化パターンだけになって、遺伝子の発現が増減する場合、 (4) p16 のような癌抑制遺伝子がホモ欠失・ホ

モ変異を起こす場合などが考えられる。NHL では AML に比べ、更に多数の UPD 領域が認められるが、

標的遺伝子が未同定のものが多い。また AML においても 1p、11p などの標的遺伝子の解明が不十分で

あり、今後の検討課題である。造血器腫瘍以外では、卵巣癌や肝細胞癌、大腸癌などの固形腫瘍につい

ても腫瘍細胞に UPD が高頻度に存在することが報告 44- 48 されている。1 検体中に複数の UPD を起こして

いる場合があり、染色体上に UPD を起こしやすくする変異が UPD 上の標的遺伝子とは別に存在する可

能性も示唆され、UPD と腫瘍化の関連については、さらに検討が必要である。 
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結論 

AML、ALL、NHL の造血器腫瘍 230 症例に対し、一塩基多型解析用オリゴヌクレオリゴヌクレオチドアレ

イと CNAG/CNAGver2.0、AsCNAR を用いたゲノム網羅的な腫瘍細胞の遺伝子解析を行なった。リンパ

系腫瘍における p16 欠失、REL 領域の増加など微小な領域のコピー数の変化を含め、ゲノム全体に渡り

詳細なゲノムのコピー数の増減が示された。また本解析方法では正常対照組織を持たない腫瘍に対して

もアレル別のコピー数解析、UPD の詳細な解析が可能であることが大きな特徴であり、特に悪性リンパ腫

では 74％と非常に高頻度に認めた。AML では UPD の領域にある CBL、p53、AML1、C/EBPα遺伝子に

ホモ変異や塩基の挿入、FLT3ITD を高頻度に認めた。UPD の領域に含まれる標的遺伝子のホモ変異が

高頻度に蓄積していたことから、UPD 内の標的遺伝子の異常が腫瘍の発症進展に関与している可能性

が推測された。 
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 図表 

   AML     ALL  NHL   

検体数 103         47     80     

          全体 DLBC FL 

                      80 41 39

検体採取時の                         

年齢の中央値 52     37  60 65 57

(最小-最大）    (16-87)         (16-8     (24-85) (24-85) (39-75)

病期  初発 84    初発 31 初発 68 33 35

  再発 10    再発 16 IPI    

  multilineage 9        Low/L-I 21 26

           H-I/High 12 9

                    再発 12 8 4

型  初発・再発例  核型分析  腫瘍の由来     

  の FAB 分類  normal 27 B 細胞系 40     

  計(初発例/再発例） t(15;17) 9 T 細胞系 4     

  M0 3(3/0)  t(8;21) 2 null 1     

  M1 9(9/0)  trisomy 8 0 混合 1     

  M2 36(30/6)  5q-/-5 0 不明 1     

  M3 18(18/0)  monosomy 7 1       

  M4 4(3/1)  inv(16), t(16;16) 4       

  M4Eo 4(3/1)  t(9;22) 2       

  M5 15(13/2)  Complex aberrant 22       

  M6 4(4/0)  Other aberrations 12       

    M7 1(1/0)   Not Detected 24                

芽球(%)   73.5±21.4%   82.0±19.0%     

 平均±標準偏差   （92 例）       （34 例）             

 

＜表 1＞ 各疾患別の臨床情報  

DLBCL: Diffuse Large B-cell Lymphoma, FL: Follicular Lymphoma, multilineage: Acute myeloid 

leukemia with multilineage dysplasia, IPI: International Prognostic Index, L-I: low-intermediate, H-I: 

High-Intermediate, 芽球：凍結保存された末梢血または骨髄液中の芽球の割合（芽球の割合が判明し

ている検体数） 
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          アニーリング温度（度） DMSO ベタイン 

遺伝子   プライマー  温度条件 濃度 濃度 

c-MPL      exon1 F GGGGCTGTATCTGACAGGAA   60     

  R CTCTTCCTGGGCATAGGTGA   #     

 2 F CCCTTCCACATAAACATGCCT  62   

  R GCAGGAAAGCTGCTGGAGT   #     

 3 F ATCCCAGGCAGTGAGAAGAA  56   

  R GTGCAGCGGAAAGAAGAGAC   #     

 4 F TCCAGAGGCTGAGCCATAGAC  62   

  R GGTCTGGAATCCCCAAAGT   #     

 5 F GGTTGGAGGCTCTCTCAGCT  62   

  R CTTTTATCTCCTCCCCATCTCC   #     

 6 F CCTATACAGTAGGGGCACACG  60   

  R TGTGGCTCACTCCCATGACA   #     

 7 F GATGGGAAGCCTTGGGATTAG  60   

  R GGGAACTATGTGGAAGAAT   #     

 8 F CCTTGTGCACAGAAGGACTTA  62   

  R CCCCTGCGTAGTGAGGTCTG   #     

 9 F CGAAGCCCCGACGCCGGGCCA  62 5% 1M 

  R CAGGCGCTGTGCGGCTTTGG   #     

 10 F AGGGGCGGGGCCAGAGTA  62  1M 

  R AGAGGTGACGTGCAGGAA   #     

 11 F CTGCCAATCCACTGCCATG  62  1M 

  R AGTACCAGGCAGGGTTGGTG   #     

 12 F TCCCACAGGATCTGCTTTAAT  62  1M 

  R GAGTTTAGCTCTGTCCAGGGAAC   #     

JAK2 exon14 F TGCTGAAAGTAGGAGAAAGTGC  62   

（V617F 変異） R CTGACACCTAGCTGTGATCCTG   #     

CBL 1 F CTTCACGCCCTGCTTCTCT  64 5% 1M 

  R CCAGCACTTCTCCACCATCT   #     

 2 F TGGGGTTATGGATCTGCTTC  60   

  R TCAAATGTCAACTTTCCATTC   #     

 3 F CATCTTGTATGGTGAATTTGGTG  60   

  R AACCAAAGCCAGGAAATACATA   #     

 4 F GTGGCTCTCCTTCCTTTCCT  60   

  R CAGACAAAAACCCCAAATGTT   #     

 5 F ATTGCCCTCTGAGTTGGTTG  60   

  R AACCTTGGCTATTGCGAAAC   #     

 6 F GCTGCAGTGAGCTGAGATTG  60  1M 

  R TCCAGGACCTGAAGGTCAAA   #     

 7 F CTTACACCACGTTGCCCTTT  60   

  R TGGGTCCTATTTTAAGCTCCA   #     

 8 F AGGACCCAGACTAGATGCTTTC  60   

  R GGCCACCCCTTGTATCAGTA   #     

 9 F CTGGCTTTTGGGGTTAGGTT  60   

    R TCGTTAAGTGTTTTACGGCTTT   #     
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CBL 10 F AACCTAGGTCTGGCCCATTT   60     

  R GTGTGGGAGGTACTGGCAAT   #     

 11 F TGCAGTTTTTGGATTCTTTGC  62 5% 1M 

  R ACAGACATGAGCCACTGTGC   #     

 12 F TTCATTTCCCTGGCTCTTTC  60   

  R TGGGTTTTCTCAATTTTCTGC   #     

 13 F AAGCTGCACCTTTGGTCAGT  60   

  R AGCAGGTGAAGGGTGTCAAT   #     

 14 F TGGCAAAACGAGAAGATGAA 60  1M 

  R ATGGTGGCACGTACCTGTAG #     

 15 F CTGCAGTGTTGGTGCAGATT  60   

  R CTTGGGACTTTCCTCCCATT   #     

 16 F AAAACCCAGCCTTGTGACTG  60   

  R GGAACTCCTGCCCTTCTAGG   #     

FLT3 exon14 F GCAATTTAGGTATGAAAGCCAGC  62   

 FLT3ITD R CTTTCAGCATTTTGACGGCAACC   #     

 exon20 F CCGCCAGGAACGTGCTTG  64   

 FLT3TKD R GCAGCCTCACATTGCCCC   #     

p53 5 F TTCCTCTTCCTGCAGTACTC  56   

  R GCAAATTTCCTTCCACTCGG   #     

 6 F ACCATGAGCGCTGCTCAGAT  56   

  R AGTTGCAAACCAGACCTCAG   #     

 7 F GTGTTGTCTCCTAGGTTGGC  62   

  R CAAGTGGCTCCTGACCTGGA   #     

 8 F CCTATCCTGAGTAGTGGTAA  56   

  R CCAAGACTTAGTACCTGAAG   #     

C/EBPα exon1 F TCGCCATGCCGGGAGAACTCTAAC 62 5%  

 nt120-414* R CCTGCTGCCGGCTGTGCTGGAAC ##     

       exon1 F CTTCAACGACGAGTTCCTGGCCGA 62 5% 1M 

 nt365-664* R AGCTGCTTGGCTTCATCCTCCT #     

 exon1 F CCGCTGGTGATCAAGCAGGA 62 5%  

 nt615-1004* R CCGGTACTCGTTGCTGTTCT ##     

 exon1 F CAAGGCCAAGAAGTCGGTGGACA 62 5%  

 nt962-1317* R CACGGCTCGGGCAAGCCTCGAGAT #     

AML1       exon3 F AGCTGTTTGCAGGGTCCTAA 56   

  R GTCCTCCCACCACCCTCT   #     

 4 F CATTGCTATTCCTCTGCAACC 60   

  R CCATGAAACGTGTTTCAAGC   #     

 5 F CCACCAACCTCATTCTGTTT 56   

  R AGACATGGTCCCTGAGTATA   #     

 6 F AGCCCCAGTTTTAGGAAATCCAC 60  1M 

  R GAGCATCAAGGGGAAACCCC   #     

 7 F CCCACCCCACTTTACATATAATTG 56   

  R CCAGCTCAGCTGCAAAGAATGTG   #     

 exon8 5'側 F TACTCACTTCCGCTCCGTTC  62   

    R GAGGCGCCGTAGTACAGGT   #     
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 exon8 3'側 F CGCGCTACCACACCTACCT   62 5% 1M 

    R GCTTGTCGCGAACAGGAG   #     

*Y11525 に基づくヌクレオチド番号(Snaddon et al, 2003 改）    

＜表 2＞ ゲノムの direct PCR 及び Sequence の際に用いたプライマーと PCR の条件 

プライマーの方向 F: 5'→3', R: 3'→5 

＜PCR の温度条件＞ 

#94 度 2 分→(94 度 1 分→各々のアニーリング温度 30 秒→72 度 2 分)X35 サイクル→72 度 10 分 

## 95 度 1 分→(95 度 1 分→62 度 30 秒→72 度 1 分)X40 サイクル→72 度 10 分 

＜反応液の組成＞Taq、上記プライマーの他、Tris-HCL 10mM、KCL 50mM、MgCl2 1.5mM、各 100

μM dNTP と、各プライマーについて上記表の通り、DMSO またはベタインを加えている。 
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染色 検体 病期 病型 核型 UPD 部位 標的遺伝子候補 (*) 変異 

1p W150234 初発 M3 add(6)(q15),t(15;17)(q22;q11～12) 1p36.12-pter c-MPL × WT 

 W100145 再発 M5 46, XX 1p34.1-pter c-MPL ○ WT 

 W199558 再発 M4 del(12)(q14;q21) 1p36.31-pter c-MPL × WT 

9p W163369 再発 M2 46, XX 9p21.1-pter JAK2 ○ WT 

  W157831 初発 M2 不明 9p13.2-pter JAK2 ○ WT 

11q W190483 multilineage del(5)(q21q34), -9  11q22.2-11q23.3 CBL ○ Y374N 

 W170134 初発 M2 不明 11q12.3-qter CBL ○ WT 

 W132710 再発 M2 46, XY 11q13.2-qter CBL ○ G638R 

 W141209 初発 M2 不明 11q13.5-qter CBL ○ Y374S 

13q W163322 初発 M5a 46, XY 13q 全長 FLT3 ○ ITD(+) 

 W187978 初発 M2 del(20)(q11) 13q 全長 FLT3 ○ ITD(+) 

 W123820 初発 M1 46, XX 13q 全長 FLT3 ○ ITD(+) 

 W190277 初発 M6 不明 13q33.3-13q34 FLT3 × ITD(-),TKD(-) 

 W133811 初発 M4 不明 13q 全長 FLT3 ○ ITD(+) 

  W130461 初発 M1 不明 13q21.32-13q21.33 FLT3 × ITD(-),TKD(-) 

17p W152126 multilineage  5q-,-7 を含む複雑核型 17p 全長 p53 ○ C273R 

 W135661 multilineage  -7 を含む複雑核型 17p12-pter p53 ○ C275Y 

19q W190397 初発 M5a inv(9)(q22q11) 19q 全長 C/EBPα ○ ins197HP, ins314K 

  W157831 初発 M2 不明 19q 全長 C/EBPα ○ ins318MEL 

21q W152242 初発 M5 不明 21q 全長 AML1 ○ exon7 受容部位の変異

  W171228 初発 M2  5q-,-7 を含む複雑核型 21q22.12-q22.13 AML1 × WT 

 

 

 

 

 

＜表 3＞ UPD を持つ染色体別の標的遺伝子と mutation 解析 

multilineage: Acute myeloid leukemia with multilineage dysplasia、(*): 標的遺伝子候補が UPD 領域

に含有されているか 、○：含有される、×：含有されない、 WT: Wild Type、 ITD (+): FLT3 internal 

tandem repeat (ITD) が認められる、ITD(-): FLT3 ITD が認められない、TKD(-): tyrosine kinase 

domain codon 835/836 の変異が認められない、ins: insertion 

 



 

     - 32 -  

A/A A/B B/B

PCR と hybridization において、シ
グナルの定量性が保たれる。
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B. CNAG におけるシグナル比のバラツキの補正 
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C. AsCNAR（非自己正常対照を用いたアレル別のコピー数の検出）のアルゴリズム 

D. CNAG/ AsCNAR による解析の具体例 
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＜図 1＞ SNP mapping assay と CNAG/ AsCNAR によるゲノムのコピー数解析 

A. Affymetrix® GeneChip® 100K/ 500K mapping アレイのプロトコール 

PM: perfect match probe （SNP を認識する特異的オリゴヌクレオチドプローブ）,  

MM: mismatch probe （PM に 1 塩基のミスマッチ塩基を導入したプローブ） 

A、B: SNP タイピングの際に判別される SNP の多型 (A、B は各々塩基 A、G、T、C のいずれかに該

当する) 

1 検体あたり 250ng のゲノム DNA を制限酵素で切断（100K: XbaI または HindIII、500K: NspI または

StyI）、アダプターを付加し、これに相補的な primer を用いて PCR 増幅を行なった。PCR 産物を DNase I

で断片化、terminal deoxynucleotidyl tranferase を用いて ビオチン標識後、オリゴヌクレオチドアレイ上

でハイブリダイゼーションを行ない、アレイをスキャンした。アレイ上には各 SNP 座について、2 種類の多

型A、Bをそれぞれ認識する特異的オリゴヌクレオチドプローブとこれにミスマッチ塩基を導入したプロー

ブが合成されており、スキャンのシグナルパターンを Gene Chip Operation software (GCOS)、

GeneChip® DNA Analysis software (GDAS) version3.0 (Affymetrix®) を用いて解析、これに基づいて

GeneChip® Genotyping Analysis Software (GTYPE) を用いて、SNP をタイピングした。 

B. CNAG におけるシグナル比のバラツキの補正: CNAG では各 SNP について、腫瘍と正常細胞のシ

グナル比を求め、詳細なコピー数解析の為にシグナル比を補正している。  

＜シグナル比の補正＞上段：各 SNP について、腫瘍と正常細胞のシグナル比を plot しただけでは、

signal noise 比が大きく、詳細なコピー数の変化がとらえにくい場合があり、詳細なコピー数解析には誤

差の補正が必要である。中段：PCR 増幅率が異なることにより生じる系統的なばらつきを補正した。下

段：さらに実験誤差に対応する random なバラツキを補正することで、signal noise 比が改善され、CNAG

では詳細サインなコピー数解析が可能となった。 

C. AsCNAR（非自己正常対照を用いたアレル別のコピー数の検出）のアルゴリズム  

上段：正常細胞におけるヘテロの SNP の多型 A、B シグナル比と、腫瘍細胞における A、B シグナル

比との間には差が認められる。下段：各 SNP におけるアレル別のコピー数の増減の解析方法 

へテロ接合性(AB)をしめす SNP を選択する。このうち、腫瘍細胞がホモ接合、正常細胞がヘテロ接合

性を示す SNP では、腫瘍正常細胞混合検体（黄緑矢印）はヘテロ接合性を示す場合がある（S1, S2, 

SN-2, SN-1 ）。自己正常対照のない腫瘍正常細胞混合検体も多型を示す SNP について、非自己正常対

照群から SNP 別にヘテロの正常対照検体を選び（SN-1 の SNP であれば、非自己正常対照 1,3,4）、A、 

B のシグナル強度を比較することで、その SNP の部位のコピー数の増減をアレル別に判別した。 

D. CNAG/ AsCNAR による解析の具体例 

Hetero SNP call: SNP タイピングの際、ヘテロ接合性（AB）を示した SNP 

最上段：染色体上で、アレルを区別しない解析の各 SNP 順にシグナル比を赤点で示す。数値はコピー

数を示す。2 段目：染色体上で、アレルを区別しない解析の SNP5 箇所のシグナル比の局所平均を青線

で示す。数値はコピー数を示す。3 段目：染色体の G-band と、SNP タイピングの際に Hetero SNP call

を示した SNP を緑線で示す。最下段：染色体上でアレル別の解析による各 SNP のシグナル比を片側は

赤線、対側は緑線で示す。数値は各々のアレルのコピー数を色別に示す。アレルを区別しない解析で

は、同じコピー数 2 を示す部位でも、アレル別の解析では赤線・緑線で示すコピーが 1 本ずつの正常部

位と、赤で示す片アレルが 2 本、対側の緑が欠失している部位、すなわち UPD の部位を検出した。 
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＜図 2＞AML 臨床検体の 500K NspI アレイによる解析例（検体：W190483） 

CNAG、ASCNAR による実際の解析例を示す。染色体毎に、上段はアレルを区別しない解析でのシ

グナル比（赤線）、上から 2 段目はアレルを区別しない解析のシグナル比の 5 箇所の SNP の局所平均

（青線）、3 段目は染色体とアレイ解析において Hetero SNP call を示した部位（緑線）、下段はアレル別

の解析によるシグナル比（赤・緑線）を示す。染色体分析では、45XX, del(5)(q21q34), -9 を示した検体

であるが、本解析では、5q14.3-33.1 の欠失、9p21.1-9q32 欠失の他、6p21.33 の短い欠失、

7p22.3-15.2 、 7 ｑ 22.1-36.3 欠 失 、 9q34.13-34.3 の 増 幅 、 11 番 の コ ピ ー 数 の 増 減 と UPD

（11q13.1-11q22.2の増幅、11q22.2-q23.3のUPD、11q23.3-q24.1のホモ欠失、11q24.1-q25の増幅）、

12ｐ13.2-13.1 の欠失、12p12.1 の欠失、14ｑ11.2 の増幅、16ｑ23.1 の欠失を示した。 
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＜図 3＞ 疾患別の染色体コピー数の増減と UPD 

各疾患別に横軸に各症例、縦軸に染色体別に、コピー数の増減と UPD の分布を示す。 

NHL 80例 ALL 47例

AML 103例  
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＜図 4＞ 9p21 の共通欠失領域と 2p の共通増幅領域 

A. ALL、NHL 検体の 9p21 共通欠失領域：ALL47 例、NHL80 例について、25 例に 9p21 に共通欠

失領域があり、共通領域は 56.6kb に限局され、含まれる遺伝子は p16 (INK4A)、p15 (INK4B)の 2 遺伝

子であった。赤線で各検体に認めた増幅領域、緑線で欠失領域を示した。 

B. NHL 検体の 2p15-16.1 共通増幅領域： NHL80 例中 21 例に 2p15-16.1 に共通増幅領域が認め

られ、REL を含むこの共通領域の大きさは 1.29Mp であった。赤線で各検体に認めた増幅領域、緑線

で欠失領域を示した。 
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＜図 5＞DLBCLと FLのコピー数の増減の比較 
DLBCL41例、FL39例について、染色体別に（染色体 1番～22番まで番号で示す）、コピー数
の増減を示した。赤線で各検体に認めた増幅領域、緑線で欠失領域を示した。DLBCLと FLの比
較では、前者で 1q、3番、7番、11q、21番増幅、17q欠失、後者で 18番増幅が高頻度であった。 
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＜図 6＞ 各疾患別の UPD の割合  

個々の検体に UPD が認められる頻度について、2x2 分割表を用いてイェーツの補正をしたχ2

検定をし、ボンフェロニ補正を行なうことによって、疾患別に有意差の有無を検討したところ、

AML、ALL と NHL 間では UPD の頻度に有意差が認められた。(AML と NHL 間：p=3.3x10-9、ALL

と NHL 間：p=1.1x10-5) 
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＜図 7＞ 各疾患における UPD 頻度の染色体毎の分布 

AML 103 例、ALL 47 例、NHL 80 例のうち、各染色体長腕・短腕毎に、UPD を持つ検体の割合を

示した。 
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＜図 8＞DLBCLと FLの UPDの分布の比較 
DLBCL41例、FL39例について、染色体別に（染色体 1番～22番まで番号で示す）、コピー数の
増減を示した。赤線で各検体に認めた UPD の領域を示した。染色体別の UPD の頻度に有意差は認
めなかったが、DLBCLでは 1q、17q、FLでは 12q、16pに高頻度であった。 
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＜図 9＞ ALL、NHL 検体の 9p の UPD 部位に認めた共通ホモ欠失領域 

A. ALL 検体（検体番号: W180545）で 9p に UPD を持つ検体のアレイ解析結果：■は UPD 領域、

■はホモ欠失領域を示した。  

B. ALL、NHL で 9p に UPD を持つ 4 検体の UPD 領域と共通ホモ欠失領域：ALL2 例、NHL2 例で、

9p に UPD を認め、かつその内側にホモ欠失領域を認めた（■は UPD 領域、■はホモ欠失領域を示し

た。）その共通領域は 237kb で、3 遺伝子（C9orf53、p16 (INK4A)、p15 (INK4B）)のみを含んでいた。 
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＜図 10＞AML おける UPD の染色体別の分布 

AML103例について、染色体別に（染色体 1番～22番まで番号で示す）、茶色の線で各検体の UPD
の分布を示した。中でも 1p、1q、7q、11p、11q、13q、17pが高頻度であった。 
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＜図 11＞ AML 検体で UPD 部位に認められた変異 

A. FLT3ITD 上段：13q に UPD を持つ 6 検体の UPD 部位の分布（赤線）、 下段（写真）：各検体の

PCR 産物の電気泳動でみた FLT3ITD (internal tandem repeat)の有無。（MOLM13: positive control, 

WT: Wild Type） UPD 領域内に FLT3 を含む 4 検体には ITD がなく、FLT3 を含まない領域のみに UPD

を持つ 2 検体には ITD が認められなかった。 

B. 上段：CBLexon8（左）、exon11(右)に認められた homo 変異 下段：11q に UPD を持つ検体に認め

られた CBL 遺伝子の変異の分布 （TKB: tyrosine kinase-binding domain, RF: ring finger domain, PRO: 

proline-rich domain, UBA: ubiquitin-associated domain, ▲:変異を認めた部位）。exon8 (ring finger 

domain に 2 箇所、exon11（Proline-rich domain より 3’側）に 1 箇所ホモ変異を認めた。 

C. 19q に UPD を持つ検体（W190397）に認めた C/EBPα遺伝子の 6 塩基挿入 

 
 

A. 

B. C. 
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＜図 12＞体細胞組み換えによる UPD の発生メカニズムモデル：(1)片側アレルの変異→(2)体細胞組

み換えにより UPD が発生（変異アレルが両側になる）→(3)正常細胞や片側アレルのみの変異の細胞よ

りも増殖や生存に有利となり、細胞集団の中で選択される→(4)clonal に増殖し、両側アレルの変異が細

胞集団の中で固定化、腫瘍化するという過程が想定される。 


