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代表的な略語一覧 

DS, Down syndrome ダウン症候群 

ALL, Acute lymphoblastic leukemia 急性リンパ性白血病 

AML, Acute myeloid leukemia 急性骨髄性白血病 

ML-DS, Myeloid leukemia associated with Down syndrome 

ダウン症候群に伴う急性骨髄性白血病 

DS-ALL, Acute lymphoblastic leukemia associated with Down syndrome 

ダウン症候群に伴う急性リンパ性白血病 

Non-DS-ALL, Acute lymphoblastic leukemia in individuals without Down syndrome 

非ダウン症候群患者に発生した急性リンパ性白血病 

Ph-like, Philadelphia chromosome-like フィラデルフィア染色体様
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要旨 

ダウン症候群の患者に発症する急性リンパ性白血病(DS-ALL)の詳細な分子病

態はいまだ明らかとはなっていない。本研究では DS-ALL を対象として統合的

な分子生物学的解析を行い、DS-ALL は極めてヘテロな疾患であり、健常児の

ALL(non-DS-ALL)とはサブタイプの頻度が大きく異なることを明らかとした。

一方、DS-ALL における遺伝子発現、DNA メチル化の特徴は、それぞれのサブ

タイプに応じて non-DS-ALL と共通であった。DS-ALL の大部分で、21 番染色

体上に存在する RUNX1のプロモーター領域に高メチル化を認め、これは DS 患

者における ALL の高い有病率と関係していると予想された。 
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序文 

小児急性リンパ性白血病(Acute lymphoblastic leukemia; ALL)は小児腫瘍の中で

25%を占め、小児では最も発生数が多い腫瘍である[1]。小児 ALL の中で 80%は

B 前駆細胞性、20%は T 細胞性となっている。本邦での年間の発症頻度は小児人

口 10 万人あたり 3-4 人であり、年間の発症数は 500 人程度と推測されている。

小児 ALL の予後は 1960 年代においては 10%程度であったが、時代とともに成

績が大きく向上し、現在では 90%以上の患児が長期生存可能となっている[2]。

この成績の向上は、使用する抗癌剤の使用量やその組み合わせ、支持療法の進歩

に加え、ALL におけるサブタイプの同定とそれに基づくリスク分類が大きな役

割を果たしてきた。 

小児 ALL は古典的に染色体異常によってサブタイプが存在することが知ら

れており、予後良好はものとしては 12 番、21 番染色体の相互転座に伴う ETV6-

RUNX1 融合 遺 伝 子 を 有 す る も のや、 染 色 体 本 数 が増加 す る high 

hyperdiploidy(HeH)が挙げられ、逆に予後不良のものとしては 9 番、22 番染色体

の相互転座に伴う BCR-ABL1 や 11 番染色体長腕上の MLL 遺伝子が再構成を起

こしたものなどが挙げられる[3]。その後も次々とALLのサブタイプが同定され、

現在では 20種類以上のサブタイプが同定されている(表 1)[4]。 
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表 1 ALL のサブタイプ別リスク 

 

 

同定されたサブタイプの中で、Ph-like(BCR-ABL1-like)、ETV6-RUNX1-like、

ZNF384-rearragend-like のようなサブタイプも存在し、これらはサブタイプを規

定するような融合遺伝子を有していないが、発現プロファイルは融合遺伝子を

有するものと同様の発現プロファイルを有するとして定義されている。この中

で、Ph-like は 9 番、22 番染色体転座によって発生するフィラデルフィア染色体

を有していないが、発現プロファイルはフィラデルフィア染色体を有するもの

と同様であり、発現アレイを用いたプロファイリングによってその存在が同定

された[5]。後続の研究で、Ph-like は BCR-ABL1融合遺伝子を有していないが、

その他の ABL-class のキナーゼ、EPOR、JAK2の融合遺伝子を有するものや、中

には RAS経路の遺伝子変異を有するものがあることが同定された[6]。ABL-class

のキナーゼの下流には RAS 経路が存在するため、Ph-like においては ABL-class

の融合遺伝子と RAS経路の変異を伴うものは RAS経路の活性化、EPOR、JAK2

などの異常を伴うものは JAK/STAT 経路の活性化を引き起こしていると考えら

低リスク 中間リスク 高リスク

ETV6-RUNX1 ZNF384 -rearranged BCR-ABL1
High hyperdiploidy PAX5異常 TCF3-HLF

TCF3-PBX1 DUX4 -rearranged MLL -rearranged
ETV6-RUNX1 -like MEF2D -rearranged

ZNF384 -rearranged-like iAMP21
dic(9;20) Hypodiploidy

IKZF1  N159Y変異 Ph-like
PAX5 P80R変異
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れる。Ph-like も BCR-ABL1 のように予後が悪いことから、ハイリスクのサブタ

イプとされているが、ABL-class のキナーゼ、EPOR、JAK2の融合遺伝子を有す

るもの中にはキナーゼ阻害薬などの分子標的治療薬が有効な症例もある[7]。 

近年では小児 B 前駆細胞性 ALL において IKZF1、PAX5や EBF1など B 細胞

への分化因子に高頻度に異常が認められることが明らかとなっている[8]。認め

られる異常としては欠失と変異が大部分だが、PAX5では融合遺伝子も多い。特

に、IKZF1の欠失がある ALL は予後が悪いことが知られており、IKZF1の欠失

に加えて PAX5、ETV6、RB1、BTG1、EBF1、CDKN2A、CDKN2Bのいずれかに欠

失がある場合は IKZF1plus として予後不良なサブグループとして定義されてい

る[9]。IKZF1や PAX5は germline でも変異を認めることがあり、IKZF1 N159Yや

PAX5 P80R などは家族性 ALL の原因の一つであるとされている[10]。 

ダウン症候群(Down syndrome; DS)は先天的に 21 番染色体を 3 本保有する疾

患であり、先天性の心奇形、甲状腺機能低下症、精神発達遅滞など複数の臓器に

わたって様々な合併症を伴うことが知られている[11]。健常小児と比較すると、

DS 患児は血液系の悪性腫瘍を高頻度に発症することが知られており、急性骨髄

性白血病(acute myeloid leukemia; AML)の発症頻度は健常小児の 400倍、ALL の

発症頻度は健常小児の 20 倍とされている[12]。固形悪性腫瘍はほとんど発症し

ないため、悪性腫瘍自体を発症しやすいわけではなく、血液系の悪性腫瘍に特化
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した発症パターンを示す。 

DS 患児における AML は形態的な分類である FAB 分類で、巨核球の前駆細胞

である巨核芽球性の白血病であり、急性巨核芽球性白血病(acute megakaryoblastic 

leukemia; AMKL)と呼ばれる。一般小児における AMKL の予後は 50%未満と不

良だが、DS 患児における AMKL は少量の化学療法のみでほぼ全例が治癒する

ことが知られている。後続の研究で、DS 患児における AMKL は巨核球への分

化を促進する転写因子である GATA1の異常を背景として発症することが明らか

となった[13]。このように、DS 患児における AML は独特な遺伝子異常によって

発症し、予後が大きく異なるという独特な生物学的特徴を有するため、一般小児

における AML と区別して ML-DS(myeloid leukemia associated with Down 

syndrome)と呼ばれている。しかし、現在では GATA1の異常を背景として発症す

る AMKL は一般小児にも 10%程度認められることが明らかとなっており[14]、

GATA1変異を有する AMKL は一般小児においても非常に良好な成績である。こ

れらのことから、DS 患児は AML においてはサブタイプの偏りを認める発症パ

ターンを呈する。 

一方、DS 患児における ALL(acute lymphoblastic leukemia associated with Down 

syndrome; DS-ALL)は古典的なサブタイプが少なく、サブタイプが不明な B-other

が大部分を占めるとされていた[15]。本邦での正確な発症頻度は不明だが、年間
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5 から 25 人程度と予想されている[16]。DS-ALL は一般小児と比較して予後が悪

く、現在でも 70%程度の治癒率である[15]。加えて、予後が良好なサブタイプ同

士で比較しても、DS-ALL は予後が悪いことが知られている。これは、DS 患児

の化学療法に対する感受性が高く、治療関連の有害事象が多いためだとされて

きた。しかし、近年、DS-ALL に対して網羅的な変異解析を行い、DS-ALL には

JAK2、NRAS、KRASの変異や CRLF2の高発現といった独特な分子生物学的特徴

を有していることが報告された[17]。これらのことから、DS-ALL は ML-DS と

同様に独特な生物学的特徴を有していると予想されるようになった。DS 患者は

21 番染色体を 3 本保有する疾患であるため、21 番染色体上に存在する遺伝子が

ALL の発症と関係すると予想されており、21 番染色体上に存在する HMGN1や

DYRK1Aの ALL 発症に対する関与が報告されている[18,19]。予後良好なサブタ

イプである HeH においても、21 番染色体が高頻度に増加していることも、21 番

染色体上に存在する遺伝子がALLの発症に関与していることが示唆される。DS-

ALL の予後の悪さは、前述のように ETV6-RUNX1融合遺伝子や HeH といった予

後良好なサブタイプが少ないことや、化学療法に伴う有害事象が多いためだと

されているが、DS-ALL の分子生物学的な特徴も予後の悪さと関連していると予

想される[20]。事実、DS-ALLにおける独特な遺伝子変異の偏りや予後の悪さは、

DS-ALL が non-DS-ALL とは異なる独特な分子生物学的特徴を有していること
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を示唆するが、いまだ DS-ALL の分子病態の全貌は明らかとされていない。そ

のため、本研究では 21 番染色体の ALL 発症に及ぼす役割を明らかとし、それ

を基に DS-ALL の分子病態を明らかとするべく、RNAシーケンス、DNA メチル

化アレイ、SNP アレイ、ターゲットキャプチャーシーケンスを行い、発現パター

ン、DNA メチル化、コピー数、変異のプロファイリングを行った。 
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方法 

患者及び検体 

本研究は東京大学倫理委員会の承認を受けて施行された(G0948-(15))。本研究

では DS 患者に発症した ALL を DS-ALL とし、43例の DS-ALL検体(表 2)を用

いた。用いた DS-ALL はすべて B 前駆細胞性のものであり、T 細胞性のものは

含まれていない。DS-ALLとの比較として、38例の non-DS-ALL検体(表 3)、ALL、

AML を発症していない 18例の DS 患者の検体(表 4)を用い、これらの検体は東

京大学医学部附属病院及び Japan Association of Childhood Leukemia Study (JACLS)

などの研究協力機関から提供されたものである。本研究は患者もしくはその保

護者から同意を取得し、同意の取得後に末梢血および骨髄血から検体を採取し

た。DS-ALL の発現、DNA メチル化を non-DS-ALL のそれらと比較するため、

non-DS-ALL におけるそれぞれの公開データを用いた[21,22]。 

 

RNA シーケンス 

RNA サンプルは Macherey Nagel社の Nusleospin を用いて患者サンプルから抽

出した。Agilent 社の TapeStation によって RNA のクオリティを測定し、クオリ

ティの良好な RNA(RNA integrity number equivalent >5.5)が抽出できた 25例の DS-

ALL検体を用いて RNAシーケンスを行った。サンプルは New England BioLabs
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社の NEBNext Ultra RNA library prep kit for the Illumina platform を用いてライブラ

リを作成した。シーケンサーには Illumina社の HiSeq 2000，2500 ないしは MiSeq

を用いた。融合遺伝子の検出は京都大学大学院医学研究科腫瘍生物学講座(小川

誠司教授)と東京大学医科学研究所ヒトゲノム解析センターDNA 情報解析分野

(宮野悟教授)による共同開発の解析パイプライン Genomon の version 2.5.0 を用

い、繰り返し領域にマッピングされたもの、リードカウント数が 7未満のもの、

アウトオブフレームのもの、断端がエクソン・イントロン接合部外のものは解析

外とした。本研究で新規に検出されたインフレームの融合遺伝子は逆転写ポリ

メラーゼ連鎖反応(reverse transcription-polymerase chain reaction; RT-PCR)とサンガ

ー法(表 5)で全ての融合遺伝子が存在することを確認した。 

発現解析に用いるリードカウントは R パッケージの DESeq2 version 1.16.1 に

含まれる分散安定化機能を用いて標準化したカウントを使用した。クラスタリ

ングに用いる遺伝子として、X 染色体、Y 染色体の遺伝子は解析対象外とした。

また、末梢血、骨髄のサンプルでは赤芽球系の細胞が含まれているため、赤芽球

系細胞の混入による影響を減少させるため、赤芽球系細胞に特有の遺伝子[5]も

解析対象外とした(表 6)。クラスタリング法としては Ward 法を用い、遺伝子を

全サンプルにおける分散順にランク付けし、分散が大きい上位 1%の 250 遺伝子

を用いてクラスタリングを行った(表 7)。ヒートマップは標準化したリードカウ
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ントデータを用い、R パッケージの phetmap version 1.0.8 で作成した。 
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表 2 解析を行った DS-ALL 43例の臨床情報 

 

サンプルID 性別 発症時年齢 (日) 初発時白血球数 (/μl) 核型 無イベント生存期間 (日) 全生存期間 (日) イベント 予後

DS_01 男性 5267 2700 N/A 584 584 死亡 死亡

DS_02 男性 5897 2100 47,XY,-7,+8,del(20)(q11.2),+21 610 3263 再発 生存

DS_03 男性 1204 8600 47,XY,+21 2046 2046 無 生存

DS_04 女性 576 2800 47,XX,+21 926 926 無 生存

DS_05 男性 2453 26400 47,XY,+21 1820 1820 無 生存

DS_06 男性 2310 21000 47,XY,+21 873 873 死亡 死亡

DS_07 男性 3217 64700 47,XY,+21 691 691 無 生存

DS_08 男性 1764 59000 49, XY, +21, +22, +X (9/15) 238 829 再発 死亡

DS_09 女性 3904 10900 47,XX,+21 1282 1282 再発 死亡

DS_10 男性 2674 28200 N/A 5758 5758 無 生存

DS_11 男性 2168 96200 47,XY,+21 938 1401 再発 死亡

DS_12 男性 N/A N/A N/A 2821 2821 無 生存

DS_13 男性 796 57270 47,XY,+21 3830 3830 無 生存

DS_14 男性 1603 2100 47,XY,+X 733 926 再発 死亡

DS_15 男性 2326 55000 47,XY,+21 1522 1522 無 生存

DS_16 女性 2558 2200 47,XX,+21 1497 1497 無 生存

DS_17 女性 2350 3940 47,XX,+21 322 681 再発 死亡

DS_18 男性 1767 N/A N/A N/A N/A 再発 死亡

DS_19 女性 2958 4500 47,XX,+21 800 800 無 生存

DS_20 女性 1651 107500 47,XX,+21 1596 1596 無 生存

DS_21 女性 1761 108900 47,XX,+21 3897 3897 無 生存

DS_23 女性 5775 2000 47,XX,+21 136 136 死亡 死亡

DS_24 男性 2448 10490 47,XY,+21 0 1558 寛解導入不能 死亡

DS_25 男性 6976 2550 47,XY,+21 1839 1839 無 生存

DS_26 男性 2263 26930 47,XY,+21 924 2652 再発 生存

DS_27 女性 1048 38900 46,X,+21,add(4)(p1?) 2315 5019 再発 生存

DS_28 男性 1763 51200 47,XY,+21 2344 2344 無 生存

DS_30 男性 5469 187500 47,XY,+21 2481 2481 無 生存

DS_32 男性 2682 13590 47,XY,+21 0 625 寛解導入不能 死亡

DS_33 女性 2989 65400 47,XX,+21 2724 2724 無 生存

DS_34 女性 6279 47290 47,X,-X,+8,t (14:19)(q32:q11),+21 1250 1250 無 生存

DS_35 男性 4981 13200 47,XY,+21 2566 4162 再発 生存

DS_36 女性 1229 3700 46,XX,+21 81 81 死亡 死亡

DS_37 女性 1528 1900 47,XX,+21 1901 1901 無 生存

DS_38 女性 2588 19500 47,XX,+21 1129 1129 無 生存

DS_39 女性 1758 2170 47,XX,+21 1512 1512 無 生存

DS_40 女性 4022 359950 47,XX,+21 813 813 無 生存

DS_41 女性 2612 4500 47,XX,+21 906 906 無 生存

DS_42 男性 1189 282500 47,XY,+21 447 837 再発 死亡

674 再発 死亡
47,XX,+21 [9]

47,idem,der(2)add(2)(p21)add(2)(q31),+5,-7 [8]
45107742女性DS_43 245

1590 3380 再発 死亡61700
47,XX,+21(14/20)

47,idem,t (8;14)(q11;q32) (6/20)
3578

449203525女性DS_29

女性DS_31

6755 6755 無 生存

47,XX,+21 [6/20]
45,idem,-X, del(6)(q?), dic(9;20)(p11;q11) [10/20]

3188 3188 無 生存

DS_22 男性 1018 10900
52,XY,+8,-14,-14,del(14)t(14;?),

+17,+19,-20, +21,+21,+2mar
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表 3 解析を行った non-DS-ALL 38例の臨床情報 
サンプルID 性別 発症時年齢 (日) 初発時白血球数 (/μl) 核型 無イベント生存期間 (日) 全生存期間 (日) イベント 予後

HD_01 女性 1032 2100 46, XX 1727 1727 無 生存

HD_02 男性 810 7800 N/A 1852 4256 再発 生存

HD_04 男性 672 1200 52, XY, +6, +14, +17, +21 [4] 890 1449 再発 生存

HD_05 女性 2621 68500
56, XX, add (1) (q32), +4, +6, +10, +11, +15,

add(16) (q13), +18, +21, +21, +2mar [7]
1001 1211 再発 生存

HD_06 女性 553 1500 N/A 1253 1253 無 生存

HD_07 女性 3211 1800
46,XX [6]

54,XX,+X,+4,+add(6)(q13),+9,+10,-13,+14,+18,+21,+22 [14]
1498 1498 無 生存

HD_10 男性 1634 1700 55 [4] 1421 1421 無 生存

HD_13 男性 1395 34200 46, XY [1] 2367 2367 無 生存

HD_14 女性 1220 1200 46,XX [3] 2061 2061 無 生存

HD_15 女性 2346 7700 N/A 2004 2004 無 生存

HD_29 女性 994 21000 46,XX [20] 671 671 無 生存

HD_37 女性 991 2500 N/A 649 649 無 生存

EP_08 女性 1454 8500 46,XX,add(6)(p13) 1074 1074 無 生存

EP_09 女性 4024 13600
57,XX,+X,+4,+5,+der(6)t(1;6)(q21;q25),

-7,-8,+9,+10,+18,+19,+21,+4mar
2985 2985 無 生存

EP_11 女性 2318 34700 45,XX,-9,del(17)(p11.1),der(19)t(1;19)(q23;p13.3) 1666 2576 再発 死亡

EP_12 男性 1142 4700 N/A 3154 3154 無 生存

EP_30 男性 1335 7800 46,XY 933 933 無 生存

EP_31 男性 1706 4110 46,XY 819 819 無 生存

EP_32 女性 2711 360300 45,XX,der(9)add(9)(p13)t(9;22)(q34;q11.2),-20,der(22)t(9;22) 1070 1336 再発 生存

EP_33 男性 3693 14800 46,XY,t(1;19)(q21;p13.3) 498 549 再発 死亡

EP_34 女性 4657 8200 N/A 250 4486 再発 生存

EP_35 男性 2438 4610 N/A 4696 4696 無 生存

EP_36 女性 1907 2100 N/A 2969 2969 無 生存

EP_38 男性 4397 95400 46, XY  20 Cell 2429 2429 無 生存

EP_39 女性 1017 8400 46, XX    50 Cell 368 368 無 生存

HD_40 女性 2140 18300
46, XX [4/12]

59, XXX, +X, add(1)(p13), -2, -3, -7, -8, -9,
-11, -12, -13, -14, -19, -20, +21, -22 [7/12]

1921 1921 無 生存

EP_41 男性 6142 31300 46,XY,del(9)(p22)[7]/47,XY,del(9)(p22),+mar N/A N/A 無 生存

EP_42 男性 1519 52900 46, XY, del(9) (p22), der(19) t (1;19) (q23;p13.3) 918 918 無 生存

EP_43 女性 923 25300 46, XX N/A N/A 無 生存

EP_44 女性 4136 22400
46, XX, add(1) (p13), der(9) t (1;9) (p32;p24),

der(9) t (8:9) (q21;p24)
3465 3465 無 生存

EP_45 女性 159 25100 46, XX 4685 4685 無 生存

EP_46 男性 2501 1700 45, XY, -7, add(9)(p11), -13, +mar 1210 1210 無 生存

HD_47 女性 1524 14000 N/A 1178 1227 再発 死亡

HD_48 女性 2820 58100
59, XXX, -1, -2, -3, -7, -8, -9, -11, -12, -13,

der(15) t (1;15) (q21;q22), -19, -20, +21, +21, -22
1561 1561 無 生存

EP_49 男性 670 8200 46, XY, add(9) (p13), add(15) (q24), inc 591 4167 再発 生存

HD_50 男性 1694 3500 54, X, -Y, +X, +4, +6, +10, +14, +17, +18, +21, +21 1956 1956 無 生存

EP_51 男性 1903 10400 46, XY, add(18) (p11.1) 1353 3241 再発 生存

1493 無 生存
53, XY, +X, +6, -7, -9, +add(12) (p11.2), +14,

i(17) (q10), +21, +21, +3mar
HD_03 男性 3075 6200 1493
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表 4 ALL、AMLを発症していない DS患者 18例の臨床情報 

 

 

サンプルID 年齢 (歳) 性別

DS-44 3 女性

DS-45 4 女性

DS-46 7 男性

DS-47 16 男性

DS-48 18 男性

DS-49 19 男性

DS-50 21 男性

DS-51 27 女性

DS-52 27 女性

DS-53 30 男性

DS-54 31 男性

DS-55 32 男性

DS-56 33 男性

DS-57 35 女性

DS-58 35 女性

DS-59 37 女性

DS-60 45 女性

DS-61 54 女性



 
 

18 

表 5 新規融合遺伝子の確認に用いたプライマー配列 

 
 

表 6 解析対象外とした遺伝子リスト 

 
 

Sample ID 5' chr 5' position 3' chr 3' position 5' gene 3' gene Forward primer Reverse primer
DS_14 1 54870249 1 55349446 SSBP3 DHCR24 TCTTCTTGTACTTCCCGACACG CAGGCTCGGGAAAAGTTAGCT
DS_31 7 552092 7 2671912 PDGFA TTYH3 ATCAGGAAGTTGGCGGACG CTGAGCTGGGAGGCCACTA
DS_31 14 51297182 22 42483179 NIN NDUFA6 GTCCGCTGCTTCCATACTTTAATTG TGCGCCAGCGGCCATGGTT
DS_34 7 552092 7 2671912 PDGFA TTYH3 ATCAGGAAGTTGGCGGACG CTGAGCTGGGAGGCCACTA

LOC100652931 FAM197Y7 RBMY1A1 TSPY8 TTTY9B GYPA
LOC101929148 FAM197Y8 RBMY1A3P TTTY1 USP9Y GYPB

PRORY FAM197Y9 RBMY1B TTTY10 UTY HBA1
TXLNGY FAM224A RBMY1D TTTY11 ZFY HBA2
AMELY FAM224B RBMY1E TTTY12 ZFY-AS1 HBB
BCORP1 FAM41AY1 RBMY1F TTTY13 TSIX HBBP1
BPY2 FAM41AY2 RBMY1J TTTY14 XIST HBD
BPY2B GOLGA2P2Y RBMY2EP TTTY15 AHSP HBE1
BPY2C GOLGA2P3Y RBMY2FP TTTY16 ALAS1 HBG1
CDY2A GYG2P1 RBMY3AP TTTY18 ALAS2 HBG2
CDY2B HSFY1 RPS4Y1 TTTY19 DMTN HBM
DAZ2 HSFY2 RPS4Y2 TTTY1B EPB41 HBQ1
DAZ3 KDM5D SRY TTTY20 EPB41L1 HBZ
DAZ4 LINC00278 TBL1Y TTTY22 EPB41L2 HEMGN
DDX3Y LINC00279 TGIF2LY TTTY23 EPB41L3 RHAG
EIF1AY NLGN4Y TMSB4Y TTTY23B EPB41L4A SLC4A1
FAM197Y2 NLGN4Y-AS1 TSPY1 TTTY4 EPB41L4A-AS1
FAM197Y3 PCDH11Y TSPY10 TTTY4B EPB41L4A-AS2
FAM197Y4 PRKY TSPY2 TTTY4C EPB41L4B
FAM197Y5 PRY TSPY3 TTTY5 EPB41L5
FAM197Y6 PRY2 TSPY4 TTTY9A EPB42

Gene Symbol
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表 7 クラスタリングに用いた 250遺伝子 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IRX1 CALD1 PTPRG NRP1 TPTEP1

PCLO EVC OR13A1 CREG2 LINC00494

PEG10 L3MBTL4 HS6ST2 LINC01163 FSD1L

POU4F1 MN1 LINC01529 LY6H AZU1

SCN3A COL27A1 IFI44L RTP5 PHGDH

FLT4 LOC283299 MORC4 HMX2 EFCC1

CALN1 PLCH1 CA1 PPP2R2C TP53INP1

ZNF711 ARNT2 GJC1 NINL NEU4

ARHGAP32 SLIT2 LINC01181 KCNQ5 ACKR3

NRN1 TMPRSS15 DLGAP2 TSHZ3 ABCA13

NFATC4 CXCL8 LINC00689 SYT1 KLHL14

SHROOM3 LINC01922 NKD2 CD177 APBB2

CRMP1 LRRC32 ARHGEF17 MMP8 EGR3

PLVAP XIRP1 CNN3 ELANE CTSG

TSPYL5 TENM4 NR3C2 CD34 FAM30A

GREM1 INHBB SIGLEC14 ALDH1A1 MYT1L

BTNL9 STAB1 LDOC1 SELENBP1 BAALC

TCL6 LAMB2 SIGLEC15 KCNJ16 ROBO4

OVCH2 JCHAIN MDGA1 PLXDC2 EPHB3

PTPRD CTHRC1 SLC7A3 MRVI1 WDR35

THSD7A RHOBTB1 EVC2 C14orf132 PLPP3

LINC01139 LOC102723753 LRRC14B ELOVL2 GOLGA8M

RGMA NGFR SYNM CYTL1 LHFP

FAM69C LTF MGC70870 PCDH9 CEACAM6

ARHGAP29 TTC28 FAM171A1 PALM VAT1L

LOXHD1 AKAP12 CECR2 CPAMD8 TRH

GPR176 PCDH18 SPRY4 S100A8 DYNC2H1

DEFA1 CRISPLD1 SGCE UACA TBC1D9

DEFA1B NOS2 SGCB NPDC1 S100A9

CYB5R2 DFNA5 TRO TMEM63C SDK1

MYO10 SPATS2L ABHD12B IGFBP2 DDO

VWA2 DSG2 KIAA1462 CYP4F3 CCNJL

DEFA3 BMP2 RGS1 GLI3 UNC79

KCNK17 CSMD1 CLEC14A BPI DTX1

PAX8-AS1 ALKAL2 F13A1 CDH4 FCRL1

DDIT4L MYEF2 CDC42BPB MPO LINC01226

TMEM136 NRXN3 FXYD6 GGCX SPTB

PTPN14 VLDLR BEST3 NPY CTGF

NETO1 GNG11 BEND4 LOC284581 C1orf226

LOC399975 ANO1 LINC01507 LCN6 STK33

HTRA3 RASAL1 ZFP37 GPRC5C SDC2

TCL1B PRX BMP3 IFNLR1 NR4A3

LRFN2 EVPL ADGRF1 NR4A1 ADARB2

SHISA2 CAMP LCN10 COL24A1 S100A12

GSTM1 MDFI SEMA6A LOC100507346 IGLL1

H2AFY2 EPHA7 RASSF8 NYNRIN NOTCH3

TUSC1 PTCH1 NR4A2 FBN2 OLFM4

TMEM236 NEGR1 LCN2 AIF1L BRE-AS1

ZNF662 F2RL3 LGR5 LINC00649 CECR6

PROM1 PDGFA LINC00487 CD1C NOV

Gene Symbol
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Ph-likeの検出 

フィラデルフィア染色体様(Philadelphia-chromosome like; Ph-like)のサンプルを検出

するため、Harveyらが ROSE(Recognition of Outliers by Sampling Ends)法によって同定

した遺伝子セットによってクラスタリングされた R1-R8 クラスター[5]のそれぞれか

ら発現変動遺伝子上位 25 個を抽出し、合計 200 個の遺伝子セットを設定した(表 8)。

ROSE法は、発現アレイにおいて Ph-likeを同定するために使用された手法であり、あ

るプローブにおける外れ値を示すサンプル集団と、残りの集団の平均値との差から、

外れ値を示すサンプル集団のサイズを決定する手法であり、これを用いることで各サ

ブタイプにおいて特徴的に高発現であるプローブのセットと、それらのプローブが高

発現であるサンプル数を決定することができる。設定した遺伝子セットにおいて複数

のクラスターに同じ遺伝子が含まれていた場合は、より発現が大きいクラスターの遺

伝子として採用した。クラスタリング法としては Ward 法による階層的クラスタリン

グを用いた。このクラスタリングによって、R8 クラスターにクラスタリングされた

サンプルを Ph-like とした。次に、Ph-like としたサンプルとその他のサンプルの比較

によって、R パッケージの DESeq2 version 1.16.1 を用いて有意な発現変動遺伝子

(adjusted P <0.0001)を抽出し、この遺伝子セット(表 9)を用いてサンプル全体(DS-ALL 

25サンプルと non-DS-ALL 118サンプル)を再クラスタリングした。この再クラスタリ

ングによって Ph-likeと同じクラスターにクラスタリングされたサンプルも Ph-likeと

した。 
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表 8 Ph-likeの検出に用いた 200遺伝子 

 

 
 

LAMP5 ADAM23 FAM168A ITGA6
CCNA1 BCL9 ABCC1 CYB5R2
CPEB2 COBL ACP5 KCTD12
CPNE8 HDAC9 AP1B1 USF3
EMB HSD17B12 ATP9A MEGF6
ERMP1 IRS1 BTLA PSAP
HOXA10 KCNJ2 CEACAM1 TBC1D9
HOXA3 LAMA3 CHST12 CD1C
HOXA9 MYLK CLCF1 EPHA7
MAP7 PDE4D CNN3 AUTS2
MEIS1 PIP5K1B ENTPD1 DAGLB
PARP8 PTPRZ1 FRMD8 GRK5
PROM1 RBFOX2 GCNT2 PYHIN1
QPRT VPS13B MAN2A2 SLC5A3
REEP3 ADSSL1 METTL7A TMC8
ZC3H12C ELL3 ORAI1 CMTM2
ATP8B4 KCNMA1 RIN3 ELK3
HENMT1 OSR2 RNF125 ITGB7
ANXA2R OXCT1 SALL4 PPIL4
CD44 PLCL2 SLC2A14 PSD3
HOXA5 RABGAP1L SLC2A3 RAB9A
IGF2BP2 RAPGEF2 SLC35D2 SFMBT2
IGFBP7 SMAP1 TFPI ADM
LGALS1 STRBP TNFRSF10A BMP2

LOC643072 SYTL2 ZMYM6 CYTL1
ANKS1B MS4A1 DAPK1 KIAA1462
ARL4C AGPS AGAP1 AMBRA1
FBLN7 FBXW2 CHST7 ARHGEF17
FOXO6 ABL1 CLTC ASB13
GOLGA3 TPBG GPR155 BMPR1B
KANK1 ANXA11 PCDH17 NDUFAF6
KCNJ12 GYPC PHYH CA6
LRRC15 PPHLN1 PTPRM CCL17
MERTK SYNM STAP1 CD27
MPP7 GPR176 CAPN3 ADGRE5
NCAPD3 GALNT2 CCNJ CD99
PBX1 TTN CHST2 CEACAM21

PHACTR3 NUDT21 CLEC12A CISH
PITPNC1 PDGFRB GFOD1 CMAHP
PRKCZ GID8 IGF2 CRLF2
RADIL NEPRO ELOA DCTN4
SORBS1 ARF4 ABCG1 DENND3
TSPAN17 MPO CABLES1 DPEP1
VPS26B WDR20 MCAM ENAM
WNT16 RAC1 MYLIP FAM129A
BLK CUX2 ADAMTS9 FERMT2
CHST6 HMGB1 B4GALT1 GAB1
CRYM ZFP91 RALGAPA2 GIMAP1
CSF2RB GMEB1 CLEC12B GIMAP6
DOCK9 SUMO1 CLK1 ADGRF1

Gene Symbol
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表 9 Ph-likeにおいて有意に高発現であった 92遺伝子 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

LDB3 ARL15 LOC283140
CABIN1 CRHR2 UST
SLC37A3 MYBL1 SATB1
TTYH2 PPP6R2 DGKA
CASP10 GAS8 STX3
SNAP47 KSR1 PRX
CISH CTNS SIRT3

SLC48A1 STN1 PGAM2
CRLF2 WNT9A CCL17
JCHAIN DCTN4 C15orf52
RNF157 HDAC7 CCDC24
MUC4 PRR5L CA6
NXPH3 TSC22D4 NECAP2
LOXL3 FAM47E SV2A

RNF157-AS1 AFAP1L2 AGPAT4-IT1
NOD1 SCUBE3 CABP7
AMBRA1 PLXNB2 MMP25-AS1
CDK9 CMAHP PNLDC1
C5orf66 ITGA4 UBE4B

MRPS31P5 DENND3 C3orf18
HSPA12B ECEL1 LINC00114
B4GALNT4 H2AFY TRABD2A
TBCD LOC105369747 ENAM

LOC102723566 ZNF846 B3GNTL1
NUDT4 SPATS2L HTRA2
CCR6 FGF6 KIAA1257
MKNK1 C19orf71 URAHP
NUDT4P1 IKZF4 MACF1
NUDT4P2 LINGO3 CHN2
PTGER2 PLXNB3 SERHL2
TFAP2E MAPKAPK3

Gene Symbol
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DNAメチル化アレイ 

DNAメチル化解析は DS-ALL 35例、non-DS-ALL 24例に対して行った。メチル

化アレイのライブラリ作成には Illumina 社の Infinium HumanMethylationEPIC 

BeadChipないしは Infinium HumanMethylation450K BeadChipを用いた。プローブデ

ザインバイアスを補正するため、beta-mixture quantile normalization method[23]を用

いて β値の補正を行った。次に不完全な β値を補完するため、β値を M値[24]へ変

換し、変換された M 値に対して R パッケージの pcaMethods version 1.78.0 を用い、

不完全な M 値を補正して再度 β 値へ変換した。この処理を行った β 値を用いて、

この後の解析を行った。2 種類のプラットフォームにおける結果を統合するため、

両者に共通だった 453,093 プローブを抽出して両者の結果を統合した。前述のよう

に、DNAメチル化の解析において、Infinium HumanMethylation450K BeadChipで解

析を行った小児 ALL の公開データ[22]を使用した。DNA メチル化のプロファイル

を行うため、以下のようにプローブを抽出し、クラスタリングを行った。階層的ク

ラスタリングでは、安定なクラスター数が明確ではなかったため、DNAメチル化の

クラスタリングにおいてはコンセンサスクラスタリングを使用した。X 染色体、Y

染色体上の遺伝子は性バイアスの原因となるため、これらの遺伝子に設定されたプ

ローブは解析の対象外とした。次に、プロモーター内の CpGアイランドに設定され

たプローブのみを解析の対象とした。残ったプローブの上位 10%を全サンプルにお

ける分散順にランク付けし、分散が大きい順に 8,000 プローブを用いてコンセンサ
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スクラスタリングを行った。クラスタリング法には Ward 法を用いた。R パッケー

ジの ConsensusClusterPlus version1.50.5 を用い、1000 回の計算を繰り返してクラス

ターの安定性を決定した。ヒートマップは β 値を用いて R パッケージの pheatmap 

version 1.0.8 によって作成した。DS-ALL、non-DS-ALL 間の各プローブにおける有

意差の推定はWilcoxon’s rank-sum testで行い、Benjamini-Hochberg法で補正した。 

 

バイサルファイト処理を用いた RUNX1プロモーターメチル化の確認 

ALL、AML を発症していない DS 患者(表 4)で RUNX1 プロモーターのメチル化

を確認するため、まず Miltenyi Biotec社の MACS cell separation kitを用いて末梢血

から CD19陽性 B細胞を分離した。分離した CD19陽性 B細胞から DNAを抽出し

て QIAGEN社の EpiTect Fast DNA Bisulfite Kitを用いてバイサルファイト処理を行

い、バイサルファイト処理産物に PCR(forward primer: 5′-tcttgaaaagaagaaacagacca-3′, 

reverse primer: 5′-agtaaattctagcattactccaggga-3′)を行い、Sanger 法で配列を確認した。

バイサルファイト処理にはそれぞれのサンプルで DNA を 500ng 使用した。バイサ

ルファイト処理の確認として、複製した正常 DNAをコントロールとして用いた。 

 

ターゲットキャプチャーシーケンス 

ALLにおいて相互排他的なドライバー、転写因子として報告されている 11遺伝子

(JAK2、SH2B3、KRAS、NRAS、PTPN11、FLT3、BRAF、NF1、KIT、IKZF1、PAX5)[17]
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を対象として DS-ALL 43例にターゲットキャプチャーシーケンスを行った。43例の

うち 31 例は Agilent 社の SureSelect、Agilent 社の HaloPlex、Illumina 社の Nextera、

Roche 社の SecCaP のいずれかを用いてキャプチャーを行い、残り 12 例は PCR ベー

スのターゲットディープシーケンス[25]を行った。ターゲット領域は NotI配列でタグ

付けされたプライマーで増幅し、NotI で処理後に T4 ligase で連結し、Covaris 社の

Covaris sonicatorを用いて 200bp程度のフラグメントに分解した。この産物を Illumina

社の HiSeq 2000ないしは MiSeqでシーケンスした。 

これら 43 例における変異の抽出は以下のクライテリアを用いて行った。まず、対

象の遺伝子を ALL において相互排他的なドライバー、転写因子として報告されてい

る 11遺伝子(JAK2、SH2B3、KRAS、NRAS、PTPN11、FLT3、BRAF、NF1、KIT、IKZF1、

PAX5)とし、エクソン領域のみを対象とした。変異は非同義置換のみとし、アレル頻

度が 0.1以上、Catalog of Somatic Mutations in Cancer(COSMIC) version 70で造血器腫瘍

における報告があり、EB call[26]の P valueが 10−60 以下のものを真の変異とした。 

 

コピー数解析 

31例に対しては末梢血ないしは骨髄から抽出したDNAをmultiplex ligation-

dependent probe amplification(MLPA)法で解析し、残りの 13例は single nucleotide 

polymorphism(SNP) arrayで解析した。MLPAはMRCHooland社の SALSA MLPA 

probemix P335-B1 ALL-IKZF1キットを使用し、ALLの発症に関連がある領域の染色体
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欠失や増幅を検出した。コピーナンバー異常として0.75未満を欠失、1.3以上を増幅と

した[27]。短腕の擬似常染色体領域はCRLF2とP2RY8 間の領域とし、この領域のコピ

ーナンバー変化でCRLF2の増幅を評価した。SNP arrayはAffymetrix社のAffymetrix 

GeneChip 250K NspないしはCytoScan HD を使用した。SNPアレイ結果の解析は対照

の正常検体無しで正確なコピーナンバーの評価を行うことのできる

CNAG/AsCNARを使用した[28]。 

 

non-DS–ALLサンプルにおける変異 

RNAシーケンスのデータを利用できた non-DS-ALL 118例の中で、正常コントロー

ルが利用できる 42例に対しては whole-exome sequencing(WES)の結果を使用した。こ

れら 42 例における変異の抽出は以下のクライテリアを用いて行った。まず、ターゲ

ットキャプチャーシーケンスと同様に、目的の遺伝子を ALL において相互排他的な

ドライバー、転写因子として報告されている 11遺伝子(JAK2、SH2B3、KRAS、NRAS、

PTPN11、FLT3、BRAF、NF1、KIT、IKZF1、PAX5)とし、エクソン領域のみを対象とし

た。同義置換、Catalog of Somatic Mutations in Cancer(COSMIC) version 70で造血器腫瘍

における報告が無い変異、リード上で一方向だけでしか確認できない変異は対象外と

した。加えて、対象となった変異の中で、全体のリード数が 30 以上のもの、変異の

リード数が 5以上のもの、アレル頻度が 0.1以上のもの、EB callの P valueが 10−5 未

満のものを真の変異とした。 
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残りの対照 DNAを使用できなかった 76例は RNAシーケンスの結果を用いて変異

解析を行った．これら 76例における変異の抽出はWESと同様のクライテリアを用い

て行ったが、EB call の基準は P value が 10−10未満とした。バリデーションとして、

WES を行った 42 例においても RNA シーケンスの結果を用い、上述のクライテリア

を用いて変異の検出を行った。検出制度を確認したところ、WESで検出された 23個

中 21 個の変異を抽出することができた。陽性的中率は 91.3%(21/23 SNVs)であり、

WES で検出できなかった変異は含まれていなかった。変異の検出における正常コン

トロールとして、in-houseの小児正常組織の RNAシーケンスの結果と Therapeutically 

Applicable Research to Generate Effective Treatment project(TARGET)の小児の正常組織

を使用した。 

 

生存解析 

生存解析は DS-ALL 43例(表 2)を対象として行った。全生存率には診断から死亡ま

での日数、無イベント生存率には診断から死亡、再発、寛解導入不能のいずれかまで

の日数を用いた。寛解導入不能の症例においては、イベント発生日を診断日と同様に

0 日とした。カプランマイヤー法を用いて全生存率、無イベント生存率を求め、log-

rank 検定を用いて有意差を求めた。これらの計算には R パッケージの survival 2.43.3

を使用した。  
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結果 

発現解析 

DS-ALL 25 例に対して RNAseq を行い、19 個の融合遺伝子を確認した(表 10)。こ

の 19個は小児の B前駆細胞性 ALLにおいてよく認められる既知の融合遺伝子 15個

(ETV6-RUNX1、PAX5-ZCCHC7、P2RY8-CRLF2)を含んでいたが、これまでに報告の無

い新規の融合遺伝子も同定した。 

 

表 10 DS-ALL 25例で検出された融合遺伝子 

 

 

小児 ALL における既知の融合遺伝子の中で CRLF2 高発現の原因となる

P2RY8−CRLF2は 9例に認められたが、IGH−CRLF2は認めなかった。新規に同定した

Sample ID 5' Chr 5' Postion 3' Chr 3' Position 5' Gene 3' Gene Read Pairs
DS_14 1 54870249 1 55349446 SSBP3 DHCR24 7
DS_14 9 37002645 9 37302185 PAX5 ZCCHC7 46
DS_20 12 12037379 21 36421139 ETV6 RUNX1 24
DS_21 12 12037379 21 36421139 ETV6 RUNX1 27
DS_04 12 12037379 21 36421139 ETV6 RUNX1 26
DS_28 12 12037379 21 36421139 ETV6 RUNX1 19
DS_31 7 552092 7 2671912 PDGFA TTYH3 23
DS_31 14 51297182 22 42483179 NIN NDUFA6 298
DS_34 7 552092 7 2671912 PDGFA TTYH3 11
DS_42 9 37033983 9 37302185 PAX5 ZCCHC7 71
DS_14 X 1331530 X 1655813 CRLF2 P2RY8 47
DS_23 X 1331530 X 1655813 CRLF2 P2RY8 7
DS_03 X 1331530 X 1655813 CRLF2 P2RY8 889
DS_30 X 1331530 X 1655813 CRLF2 P2RY8 144
DS_33 X 1331530 X 1655813 CRLF2 P2RY8 152
DS_36 X 1331530 X 1655813 CRLF2 P2RY8 1677
DS_37 X 1331530 X 1655813 CRLF2 P2RY8 762
DS_39 X 1331530 X 1655813 CRLF2 P2RY8 243
DS_42 X 1331530 X 1655813 CRLF2 P2RY8 800
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融合遺伝子の中で PDGFA−TTYH3 は 2 例に認められた。次に、Ph-like を検出するた

め、ROSE法[5]によって同定された遺伝子セットを用いて発現解析を行った(図 1)。 

 

 

図 1 ROSE法による遺伝子による階層的クラスタリング 
小児 BCP-ALL 143サンプルに対して、Ph-likeを検出できるように ROSE法によって
求められた 200 遺伝子で階層的クラスタリングを行った。使用したサンプルは DS-
ALL 25サンプル、non-DS-ALL 25サンプル、小児 non-DS-ALL 93サンプルの RNAシ
ーケンス公開データである。このクラスタリングによって ALLサンプルの一部は R1
から R8 のいずれかのクラスターに含まれる遺伝子が高発現となっており、クラスタ
ーR1、R2、R3、R5、R6、R8にそれぞれ MLL-rearranged、TCF3-PBX1、MEF2D-rearranged、
ZNF384-rearranged、IGH-DUX4、BCR-ABL1か Ph-likeが含まれている。R8に BCR-ABL1
陰性のサンプルが含まれており、これらを Ph-likeとした。ダウン症候群、それぞれの
サブタイプは図に示すように色づけされている。 

 

この解析の結果、DS-ALL 7例が Ph-likeであることが明らかとなった。DS-ALLの
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検体で核型が t(14;19)(q32;q13)[29]、t(8;14)(q11;q32)[30]であるものを 1 例ずつ認め、

これらはそれぞれ CEBPA、CEBPDが高発現であった(図 2)。 

 

 
図 2 DS-ALL 25例における CEBPAと CEBPDの発現 
両グラフの縦軸はノーマライズされた CEPBA 及び CEBPD の発現であり、横軸はそ
れぞれのサンプルのサブタイプを示している。それぞれ 1サンプルが CEBPA (a) また
は CEBPD (b)を高発現している。 

 

これらの 2 例はそれぞれ IGH が存在する 14q32 に転座の切断部位があるため、それ
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ぞれを IGH−CEBPA、IGH−CEBPD 融合遺伝子を有する症例と同定した。これらの融

合遺伝子は non-DS-ALLでは稀だが、DS-ALLでは比較的よく認められることが知ら

れている[30,31]。これらの融合遺伝子は IGH のプロモーター部位のみを使用してお

り、IGHのエクソン部位は含まれていないため、次世代シーケンサーのシーケンス結

果を直接 IGV(integrative genomics viewer) version 2.3で確認しても転座部位は明らかで

はなかった。 

DS-ALL の発現プロファイルを明らかとするため、DS-ALL 25 例と比較のために

RNAseqを行った non-DS-ALL 25例、公開データの non-DS-ALL 93例(この DS-ALL 25

例、non-DS-ALL 118例を発現コホートとする)を用い、アンスーパーバイズな階層的

クラスタリングによる解析を行った(図 3)。この解析に用いた non-DS-ALL は ETV6-

RUNX1、HeHなど小児 ALLにおける複数のサブタイプを含んでいた。この解析の中

で、8例は PAX5以外に異常を認めず、これらの症例を PAX5-alteredとした。階層的ク

ラスタリングによって ALL全体は大きく 6つのクラスターに分かれ、DS-ALLは 4つ

のクラスターにクラスタリングされたが、E6 には有意に多くの DS-ALL がクラスタ

リングされていた(表 11)。クラスターE3 は多様なサブタイプからなるクラスターで

あり、MLL の再構成を伴うもの、TCF3−HLF、IGH−DUX4、MEF2D の再構成を伴う

もの、PAX5-altered など複数の ALL のサブタイプを含んでいた。E3 にクラスタリン

グされなかった PAX5-altered は E6 にクラスタリングされていた。ETV6-RUNX1 を有

する DS-ALLは全て E4にクラスタリングされ、E4は non-DS-ALLの ETV6-RUNX1 



 
 

32 

 

図 3  BCP-ALL 143例(DS-ALL 25例、non-DS-ALL 118例)の発現による 
 階層的クラスタリング 
サンプル全体を全遺伝子の約 1%である 250 遺伝子を用いて階層的クラスタリングを
行った。使用したサンプルは DS-ALL 25 サンプル、non-DS-ALL 25 サンプル、小児
non-DS-ALL 93 サンプルの RNA シーケンス公開データである。クラスタリングによ
って ALL 全体は 6 クラスターに分かれた。6 クラスター中で DS-ALL は 4 クラスタ
ーに含まれていた。それぞれのクラスターは ALL のサブタイプを反映しており、ク
ラスターによって特徴的なサブタイプが集まっている。CRLF2融合遺伝子を有するサ
ンプルは大部分が E6にクラスタリングされており、PAX5融合遺伝子を有するサンプ
ルは E3、E6に集まっている。発現クラスター、DS-ALL、サブタイプ、遺伝子異常は
図のように色づけされている。DS-ALLと non-DS-ALLはそれぞれのサブタイプに応
じて同じクラスターにクラスタリングされている。 
 

表 11 各クラスターと含まれる DS-ALLのサンプル数に対するc2検定の結果 
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Count 13 10 19 16 35 25 118
Expected Count 10.7 8.25 16.5 17.3 33.8 31.4 118
Adjusted residual 1.74 1.51 1.58 -0.826 0.569 -3.17
Count 13 10 20 21 41 38 143
Expected Count 13 10 20 21 41 38 143
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p < 0.01
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を有する症例全てもクラスタリングされていたが、ETV6-RUNX1を有さない DS-ALL 

1例も含まれていた。HeHの DS-ALL 1例は E5にクラスタリングされ、E5は non-DS-

ALLの大部分がクラスタリングされていた。E6は BCR−ABL1融合遺伝子を有する症

例と Ph-likeのクラスターであった。 

発現解析で DS-ALL は単一の遺伝子プロファイルを有するというよりは、ヘテロ

な集団であることが明らかとなった。それぞれの症例は DS-ALLのサブタイプに応じ

た発現プロファイルを有しており、それらの発現プロファイルは non-DS-ALLと同様

であったが、サブタイプの頻度は DS-ALLと non-DS-ALLで大きく異なっていた。DS

患者は ALLを発症しやすいことから、DS患者が先天的に 3本保有している 21番染

色体上の遺伝子が ALLの発症に大きく関係していることが予想されたが、21番染色

体上の遺伝子の発現レベルを DS-ALLと non-DS-ALLで比較した場合、有意な発現変

動遺伝子(adjusted P <0.0001)には DS-ALLにおいて高発現であるものの方が多いが、4

割程度は non-DS-ALL において高発現となっていた(表 12)。当初の予想に反して

HMGN1 や DYRK1A といった 21 番染色体上の遺伝子は non-DS-ALL と同様の発現レ

ベルであり、有意な差は認めなかった。 
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表 12 DS-ALL、non-DS-ALLにおける 21番染色体上の遺伝子発現の比較 

 

Genes Log2 Fold Change P value adjusted P value Genes Log2 Fold Change P value adjusted P value
UBBP4 2.76 1.62E-33 3.20E-29 RPSAP9 1.62 1.16E-10 2.86E-08
POTEE 3.47 4.68E-30 4.63E-26 HPCAL1 1.29 1.27E-10 3.10E-08
POTEI 3.49 1.42E-26 9.39E-23 PKN1 0.78 1.32E-10 3.19E-08
PABPC3 3.00 2.90E-26 1.43E-22 JUND 1.65 1.53E-10 3.63E-08
POTEF 3.09 6.38E-23 2.52E-19 TIPRL -1.12 2.16E-10 5.03E-08
POTEJ 4.27 1.50E-22 4.94E-19 CPEB1 2.70 2.50E-10 5.76E-08

LOC440311 2.63 1.13E-20 3.20E-17 C19orf43 0.85 2.65E-10 5.99E-08
RPL19P12 2.23 3.63E-19 7.98E-16 AMFR 0.93 3.08E-10 6.85E-08
RPL23P8 2.55 7.43E-18 1.34E-14 TEFM -0.92 3.12E-10 6.86E-08
CYB5R3 1.16 2.05E-17 3.30E-14 CDIPT 0.80 3.18E-10 6.90E-08
MYDGF 1.35 2.17E-17 3.30E-14 MROH8 0.92 3.24E-10 6.97E-08

LOC407835 2.56 5.16E-17 7.30E-14 INTS11 0.57 4.08E-10 8.67E-08
RPL13AP20 2.48 1.59E-16 2.10E-13 EMC10 0.90 4.89E-10 1.03E-07
SCARNA13 -2.20 1.79E-16 2.21E-13 FAM234A 0.93 5.15E-10 1.07E-07
RPS17 2.28 3.44E-16 4.00E-13 EIF3F 1.01 6.64E-10 1.37E-07
GLUD2 2.34 1.28E-15 1.41E-12 SLAMF1 -2.79 6.97E-10 1.41E-07
ARL6IP6 1.12 1.78E-15 1.85E-12 ZSCAN26 -0.95 6.94E-10 1.41E-07
SCARNA5 -3.07 6.38E-15 6.31E-12 TMCO3 0.90 7.30E-10 1.46E-07
SCARNA17 -1.97 7.74E-15 6.96E-12 MPG 1.10 7.48E-10 1.48E-07
SCARNA6 -2.51 9.85E-15 8.47E-12 CASC1 -1.98 8.13E-10 1.58E-07
EIF5AL1 1.82 1.32E-14 1.09E-11 PIPSL 1.46 8.09E-10 1.58E-07
RBM42 0.95 5.85E-14 4.63E-11 EPN1 1.00 8.24E-10 1.58E-07
YBX3P1 2.44 7.71E-14 5.87E-11 HSF1 0.78 8.48E-10 1.61E-07
RMDN3 0.68 8.26E-14 6.05E-11 SCARNA21 -2.05 8.83E-10 1.66E-07
RPL13AP6 2.18 9.28E-14 6.56E-11 DCLRE1C -0.87 9.01E-10 1.68E-07
SCARNA10 -2.79 1.28E-13 8.74E-11 HIST2H2AA3 2.31 9.27E-10 1.70E-07
SCARNA9 -1.96 3.65E-13 2.41E-10 HIST2H2AA4 2.31 9.27E-10 1.70E-07
MAF1 0.88 6.88E-13 4.01E-10 RHBDF1 2.62 1.14E-09 2.05E-07
PPIAL4D 2.55 6.71E-13 4.01E-10 SND1 0.88 1.16E-09 2.07E-07
PPIAL4E 2.55 6.71E-13 4.01E-10 CRYGS -1.67 1.34E-09 2.34E-07
PPIAL4F 2.55 6.71E-13 4.01E-10 FCRL2 -2.71 1.33E-09 2.34E-07
SLC52A2 1.32 7.80E-13 4.32E-10 SPAG6 -3.42 1.35E-09 2.34E-07
VPS51 1.03 7.85E-13 4.32E-10 PDZK1 -1.61 1.39E-09 2.39E-07
CHRNG -2.35 8.28E-13 4.42E-10 NBPF25P -1.06 1.58E-09 2.69E-07
TERC -2.61 8.48E-13 4.42E-10 AASDH -0.74 1.78E-09 3.01E-07
UBXN6 1.16 1.00E-12 5.09E-10 RFTN1 1.26 1.87E-09 3.14E-07
DDOST 0.94 1.36E-12 6.70E-10 HSPA1B 2.28 1.98E-09 3.29E-07

HNRNPCL2 2.29 1.43E-12 6.75E-10 RPL8 1.13 2.32E-09 3.83E-07
LDLRAD3 -3.92 1.41E-12 6.75E-10 RNF126 0.95 2.49E-09 4.07E-07
HIST1H4A -2.41 1.49E-12 6.85E-10 IL17RE 2.47 3.02E-09 4.90E-07
RAB11B 0.87 1.96E-12 8.80E-10 ACOT13 -0.75 3.25E-09 5.23E-07
SUZ12P1 -1.54 2.15E-12 9.45E-10 DCAF4L1 -2.12 3.54E-09 5.65E-07
EFHD2 1.17 3.17E-12 1.36E-09 KHSRP 0.83 3.75E-09 5.94E-07
DOHH 1.00 3.56E-12 1.50E-09 PHOX2A -1.93 3.91E-09 6.14E-07
NCK2 1.17 4.65E-12 1.92E-09 MAN2B1 0.83 4.34E-09 6.71E-07

RAB11FIP5 2.63 7.30E-12 2.95E-09 TMED7-TICAM2 0.97 4.31E-09 6.71E-07
HNRNPCL1 2.02 8.82E-12 3.36E-09 LTV1 -0.82 4.82E-09 7.28E-07
HNRNPCL3 2.02 8.76E-12 3.36E-09 UBE2MP1 1.59 4.79E-09 7.28E-07
HNRNPCL4 2.02 8.57E-12 3.36E-09 ACO2 0.59 5.23E-09 7.79E-07
CMPK1 0.74 1.04E-11 3.89E-09 FOSB 2.32 5.24E-09 7.79E-07
SCARNA7 -2.44 1.08E-11 3.95E-09 STK38 -1.02 5.30E-09 7.83E-07
MAP2K2 0.87 1.17E-11 4.13E-09 SETD6 -0.78 5.46E-09 8.00E-07
SF3A2 1.08 1.32E-11 4.58E-09 ZNF589 -1.07 5.82E-09 8.40E-07
PRKCSH 0.89 1.62E-11 5.44E-09 RTN4 0.78 5.95E-09 8.53E-07
SDF4 0.84 1.71E-11 5.62E-09 LOC101929147 -1.12 6.28E-09 8.93E-07
EEF2 1.26 1.88E-11 6.10E-09 AP2A1 0.73 6.79E-09 9.49E-07
GIPR -2.91 2.43E-11 7.67E-09 USF2 0.74 6.78E-09 9.49E-07
MAP1B -2.73 2.44E-11 7.67E-09 CRTAP 0.93 7.52E-09 1.02E-06
RMRP -2.52 2.77E-11 8.57E-09 NRDE2 -1.03 7.53E-09 1.02E-06
LMNA 2.51 3.19E-11 9.72E-09 WIPF1 0.86 7.83E-09 1.05E-06

GLTSCR2 1.28 3.91E-11 1.17E-08 COMT 1.08 8.12E-09 1.08E-06
CRIP3 -2.56 4.19E-11 1.24E-08 SNHG25 -1.68 8.32E-09 1.10E-06
ATP6V0C 1.47 4.26E-11 1.24E-08 SBSPON -1.95 8.97E-09 1.17E-06
STK40 1.05 4.38E-11 1.26E-08 MED16 0.85 9.04E-09 1.18E-06
KATNB1 0.96 4.67E-11 1.32E-08 SLC39A9 -1.13 9.26E-09 1.20E-06
NXN -3.14 5.77E-11 1.61E-08 METTL17 -0.69 9.45E-09 1.21E-06
NUCB1 0.90 6.28E-11 1.73E-08 PNPLA2 0.97 9.68E-09 1.24E-06
MBOAT7 1.24 6.60E-11 1.79E-08 CITED4 1.85 1.00E-08 1.26E-06
MAP3K4 -0.63 7.21E-11 1.90E-08 RNF8 -0.78 9.93E-09 1.26E-06
SNHG22 -1.82 7.11E-11 1.90E-08 SPINT2 1.08 1.00E-08 1.26E-06
SRSF9 0.62 8.80E-11 2.29E-08 BTBD2 0.74 1.02E-08 1.27E-06
SLC41A3 0.69 9.45E-11 2.43E-08 APLP1 2.44 1.04E-08 1.28E-06
GTF2F1 0.91 1.02E-10 2.60E-08 FKBP8 0.99 1.07E-08 1.31E-06
RABAC1 1.08 1.12E-10 2.81E-08 EVI5L 0.82 1.08E-08 1.32E-06
RPSAP9 1.62 1.16E-10 2.86E-08 BSG 1.14 1.09E-08 1.33E-06
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DNAメチル化解析 

DS-ALLと non-DS-ALLの DNAメチル化を比較した。使用した検体は DS-ALL 35

例、non-DS-ALL 24例(この DS-ALL 35例と non-DS-ALL 24例をメチル化コホートと

する)であり、non-DS-ALL症例が少なかったため、小児 ALL 664例(DS-ALL 14例，

non-DS-ALL 650例)の公開データも用いた[22]。DNAメチル化のクラスタリングでは

DS-ALLは 5つのクラスターに分かれた(図 4)。クラスターM1とM2には主に HeHが

含まれており、M3、M5は複数のサブタイプを含むヘテロなクラスターとなっていた。

2段階のクラスタリングによって M3(図 5)と M5(図 6)はそれぞれ 5つ、6つのクラス

ターに分かれた。一般に、コンセンサスクラスタリングの CDF プロットは直線が水

平であればあるほどクラスターが安定であり、コンセンサスマトリックスはそれぞれ

のマトリックスが明確に分かれているほどクラスターが安定とされている。M3、M5

とは対照的にM4は大部分が ETV6−RUNX1陽性の症例であったが、ETV6−RUNX1陰

性の DS-ALLも 2例認められた。DNAメチル化において ETV6–RUNX1-likeのサブタ

イプは ETV6–RUNX1と同様のDNAメチル化プロファイルを有することが報告されて

いる[22]ため、ETV6−RUNX1陰性の DS-ALL 2例は ETV6–RUNX1-likeのサブタイプで

あることが示唆された。発現プロファイルの結果と同様に、DNA メチル化解析でも

DS-ALL はそのサブタイプに応じて non-DS-ALL と同様の DNA メチル化プロファイ

ルを有することが明らかとなった。 
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図 4 BCP-ALL 723サンプルの DNAメチル化によるコンセンサスクラスタリング 
(a) コンセンサスクラスタリングによって BCP-ALL 全体は 5 つのクラスターに分か
れた。メチル化クラスター、コホート、DS-ALL、サブタイプは図のように色付けされ
ている。発現と同様に、DS-ALLと non-DS-ALLはそのサブタイプに応じて同じクラ
スターにクラスタリングされている。(b) コンセンサスクラスタリングの CDFプロッ
ト (c)コンセンサスマトリックス 
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図 5 M3クラスター 181サンプルに対するコンセンサスクラスタリング 
(a) クラスター、コホート、DS-ALL、サブタイプは図のように色付けされている。 
(b) コンセンサスクラスタリングの CDFプロット (C)コンセンサスマトリックス 
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図 6 M5クラスター 140サンプルに対するコンセンサスクラスタリング 
(a) クラスター、コホート、DS-ALL、サブタイプは図のように色付けされている。 
(b) コンセンサスクラスタリングの CDFプロット (C)コンセンサスマトリックス 
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一方で、DS患者はその母親や同胞と比較して RUNX1や KDM2Bが高メチル化であ

ることが報告されている[32]。DNA メチル化のクラスタリングでは DS-ALL と non-

DS-ALL の差異が認められなかったため、DS-ALL と non-DS-ALL においてそれぞれ

の遺伝子のメチル化をスーパーバイズに比較したところ、DS-ALL において RUNX1

の P1 プロモーター領域が高メチル化となっており、これは non-DS-ALL には認めら

れなかった(図 7)。それぞれのサブタイプごとで RUNX1プロモーターのメチル化を比

較したところ、Ph-likeや PAX5-alteredなど検体数が少ないサブタイプもあるが、ETV6-

RUNX1を除く全てのサブタイプで DS-ALLの方が高メチル化となっていた(図 8)。次

に、DS-ALL において最も有意に高メチル化であった RUNX1 プロモーターのプロー

ブ(cg22698744)における DS-ALL、non-DS-ALL、胎児骨髄(CD19 陰性 B 細胞、CD19

陽性 B 細胞)の公開データ[33]、成人骨髄(CD19 陽性 B 細胞)の公開データ[34]、DS-

ALL患者の寛解期骨髄中の CD19陽性細胞の DNAメチル化を比較した。DS-ALL患

者の寛解期骨髄中の CD19陽性 B細胞の DNAメチル化は胎児骨髄、成人骨髄の CD19

陽性 B 細胞よりも高メチル化となっていたため、RUNX1 プロモーターの高メチル化

は DS患者において特徴的なものだと予想された(図 9)。ALLを発症していない DS患

者でも同様の検討を行った結果、DS患者全例で RUNX1プロモーターの高メチル化を

確認した(図 10)。図 10で先頭の三番目の塩基であるシトシン(21番染色体のポジショ

ン 36263808)はバイサルファイト処理によってシトシンのままかチミンへと変換され

るが、その比はシトシンのメチル化に依存する。そのため、図 10 の各患者において
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シトシンのピークとチミンのピークの比を比較したところ、DS 患者では有意にシト

シンのピークが大きくなっていた(図 11)。このように、過去の報告[32]とも一致する

ように、RUNX1 プロモーターは DS 患者において高メチル化であった。P1 プロモー

ターを使用して転写される RUNX1 のアイソフォームは造血細胞に主に発現しており

[35]、RUNX1 は B 細胞の分化に不可欠な遺伝子であるため、RUNX1 プロモーターの

高メチル化は DS 患者における B 前駆細胞性 ALL の高い発症率と関連していると予

想された。 
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図 7 DS-ALLと non-DS-ALLで有意にメチル化に差を認めたプローブ 
DS-ALLと non-DS-ALLでメチル化アレイのそれぞれのプローブで β値の差を横軸と
し、それぞれのプローブにおいて有意さの検定を行った q値の対数をとったものを縦
軸とした。β値の差が 0.2より大きいか-0.2未満で q値が 10-10未満のものを有意とし、

赤色で示している。これら有意なプローブの中で RUNX1 のプロモーターは青色で示
しており、DS-ALL では高メチル化となっている。q 値はウィルコクソンの順位和検
定で求め、Benjamini-Hochberg法で補正した。 
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図 8 サブタイプごとの RUNX1プロモーターのメチル化 
それぞれのサンプルにおける β値を縦軸とし、それぞれのサブタイプを横軸としてい
る。グラフ上の各点は、DS-ALL(a)と non-DS-ALL(b)において最も差が有意であった
プローブ(cg22698744)を用いた β値を示している。non-DS-ALLと比較すると、DS-ALL
は全体的に高メチル化となっている。 

a

b

(7
9�
í
58
1
;�

di
c(

9;
20

)

3$
;�

-a
lte

re
d

%
í2

WK
HU

H
eH

%&
5�
$%
/�

3K
�OL
NH

,*
+
�&
(%
3$

,*
+
�&
(%
3'

ȕ್

0.
0

0.
2

0.
4

0.
6

0.
8

1.
0

(7
9�
í
58
1
;�

di
c(

9;
20

)

3$
;�

-a
lte

re
d

%
í2

WK
HU

H
eH

%&
5�
$%
/�

3K
�OL
NH

(7
9�
�5
8
1
;�
�OL
NH

H
yp

od
ip

lo
id

7&
)�
�3
%;
�

0
//

-r
ea

rr
an

ge
d

N
ea

r t
rip

lo
id

=1
)�
��

-r
ea

rr
an

ge
d

iA
M

P2
1

,*
+
�'
8
;�

ȕ್

0.
2

0.
4

0.
6

0.
8

1.
0



 
 

43 

 

図 9 正常骨髄との RUNX1プロモーターのメチル化の比較 
DS-ALL と non-DS-ALL においてメチル化の差が最も有意であったプローブ
(cg22698744)を用い DS-ALL、non-DS-ALL、胎児骨髄中 CD19+細胞(n=16)、CD34+CD19-

細胞(n=6)、成人骨髄中 CD19+細胞(n=3)、DS-ALL患者の寛解期骨髄中 CD19+細胞(n=2)
における RUNX1 プロモーターのメチル化を比較した。それぞれの点は各サンプルに
おける β値を示している。正常骨髄において、成人骨髄中 CD19+細胞と DS-ALL患者
の寛解期骨髄中 CD19+細胞は胎児骨髄中の CD19+細胞、CD34+CD19-細胞よりも高メ

チル化となっている。q値はウィルコクソンの順位和検定で求め、Benjamini-Hochberg
法で補正した。 
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図 10 ALLを発症していない DS患者における RUNX1プロモーターのメチル化 
18人の DS患者の末梢血から CD19+細胞を抽出し、バイサルファイト処理後に Sanger
法で RUNX1プロモーターのメチル化を確認した。複製 DNA、対照に用いた小児と比
較すると、DS患者は高メチル化となっている。 
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図 11 DS患者、健常小児における RUNX1プロモーターのメチルか荒れると非メチル
化アレルの比 

バイサルファイト処理後のメチル化アレル(C)、非メチル化アレル(T)の比を DS 患者
と一般小児で比較した。DS 患者では健常小児と比較して有意にメチル化アレルの割
合が大きい。検定はウィルコクソンの順位和検定で行った。 
 

変異及びコピー数解析 

発現、メチル化及びゲノム異常の関係を明らかとするため、発現解析および、また

は DNA メチル化解析を行った 43 例の DS-ALL に変異解析(表 12)及びコピー数解析

(表 13、表 14)を追加した(図 12)。加えて、発現解析で比較するために用いた non-DS-

ALL 118例(発現コホート)の変異解析の結果(表 15、表 16)も使用した。CRLF2融合遺

伝子を有していた DS-ALL の 9 例中 6 例に JAK2 の変異を認めた。JAK2 変異と

CRLF2 融合遺伝子を有していた症例は全症例が発現解析で Ph-like であった。一般

的に JAK2変異と CRLF2融合遺伝子を有する症例は non-DS-ALLにおいても Ph-like

であるため[6,7]、メチル化コホートで JAK2変異と CRLF2融合遺伝子を有する症例

も Ph-likeとした。しかし、クラスターE5の JAK2変異と CRLF2融合遺伝子を有す
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る non-DS-ALL 1例は Ph-likeであるはずだが、前述の遺伝子セットを用いた解析で

は Ph-likeと同定できていなかった。そのため、前述の解析では同定しきれていない

Ph-like の症例が存在すると判断し、すでに同定した Ph-like の症例において有意に

高発現であった遺伝子セット(表 9)を用い、症例全体(発現コホート)を階層的クラス

タリングで再クラスタリングした(図 13)。その結果、新たに DS-ALL 2例と non-DS-

ALL 1例が Ph-likeと同様の発現プロファイルを有していることが同定できたため、

これらの症例も Ph-likeとした。JAK2変異を有する症例が Ph-likeであったこととは

対照的に、non-DS-ALLの複数のサブタイプにおいて RAS経路の遺伝子に変異を認

めたため、RAS 経路の遺伝子は小児 B 前駆細胞性 ALL において一般的なドライバ

ーであると考えられた。 
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表 12 DS-ALLに検出された変異 

 
 
 
 
 
 

Sample ID Chr Start End Ref Obs Gene ExonicFunc AAChange Allelic Frequency
DS_03 9 5089702 5089702 G A JAK2 nonsynonymous SNV NM_004972:c.G2600A:p.R867Q 0.319
DS_08 13 28602329 28602329 G A FLT3 nonsynonymous SNV NM_004119:c.C2039T:p.A680V 0.215
DS_05 9 5078360 5078360 A G JAK2 nonsynonymous SNV NM_004972:c.A2047G:p.R683G 0.434
DS_07 9 5078360 5078360 A G JAK2 nonsynonymous SNV NM_004972:c.A2047G:p.R683G 0.427
DS_09 9 5078360 5078360 A G JAK2 nonsynonymous SNV NM_004972:c.A2047G:p.R683G 0.431
DS_11 9 5078360 5078360 A G JAK2 nonsynonymous SNV NM_004972:c.A2047G:p.R683G 0.472
DS_17 12 112926888 112926888 G T PTPN11 nonsynonymous SNV NM_002834:exon13:c.G1508T:p.G503V 0.296
DS_24 12 25398284 25398284 C A KRAS nonsynonymous SNV NM_004985:exon2:c.G35T:p.G12V 0.473
DS_30 12 25398284 25398284 C T KRAS nonsynonymous SNV NM_004985:exon2:c.G35A:p.G12D 0.496
DS_35 13 28592641 28592641 T A FLT3 nonsynonymous SNV NM_004119:exon20:c.A2504T:p.D835V 0.282
DS_38 12 112915523 112915523 A G PTPN11 nonsynonymous SNV NM_002834:exon8:c.A922G:p.N308D 0.129
DS_36 9 5078360 5078360 A G JAK2 nonsynonymous SNV NM_004972:exon16:c.A2047G:p.R683G 0.432
DS_37 9 5089719 5089719 G A JAK2 nonsynonymous SNV NM_004972:exon20:c.G2617A:p.D873N 0.312
DS_43 13 28592640 28592640 A T FLT3 nonsynonymous SNV NM_004119:exon20:c.T2505A:p.D835E 0.222
DS_30 7 50450288 50450288 G A IKZF1 nonsynonymous SNV NM_006060:exon5:c.G472A:p.G158S 0.989
DS_15 13 28592642 28592642 C A FLT3 nonsynonymous SNV NM_004119:exon20:c.G2503T:p.D835Y 0.369
DS_15 12 111886029 111886029 C T SH2B3 nonsynonymous SNV NM_001291424:exon7:c.C1045T:p.R349W 0.343
DS_19 1 115258744 115258744 C T NRAS nonsynonymous SNV NM_002524:exon2:c.G38A:p.G13D 0.500
DS_21 12 112888210 112888210 G A PTPN11 nonsynonymous SNV NM_002834:exon3:c.G226A:p.E76K 0.329
DS_20 1 115258747 115258747 C T NRAS nonsynonymous SNV NM_002524:exon2:c.G35A:p.G12D 0.333
DS_26 9 5078360 5078360 A G JAK2 nonsynonymous SNV NM_004972:exon16:c.A2047G:p.R683G 0.287
DS_33 9 5078360 5078360 A G JAK2 nonsynonymous SNV NM_004972:exon16:c.A2047G:p.R683G 0.287
DS_39 9 5078360 5078360 A G JAK2 nonsynonymous SNV NM_004972:exon16:c.A2047G:p.R683G 0.494
DS_42 9 5078360 5078360 A G JAK2 nonsynonymous SNV NM_004972:exon16:c.A2047G:p.R683G 0.100
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表 13 SNPアレイで検出したコピー数異常 

 
 

Sample ID CD200/BTLA EBF1 CDKN2A/B IKZF1 PAX5 ETV6 BTG1 RB1 VPREB1 PAR1
DS_01 Focal deletion Focal deletion Focal deletion Focal deletion Focal deletion Focal deletion Focal deletion Deletion
DS_02 Deletion
DS_03 Focal deletion
DS_04
DS_05 Focal deletion Focal deletion Focal deletion
DS_06 Deletion Deletion Focal deletion
DS_07 Focal deletion
DS_08 Focal deletion Focal deletion Focal deletion
DS_09 Focal deletion Focal deletion
DS_10 Focal deletion
DS_11 Focal deletion
DS_12 Deletion Deletion Loss
DS_13 Focal deletion Focal deletion Deletion Focal deletion Focal deletion
DS_14 Focal deletion Focal deletion
DS_15 Focal deletion
DS_16 Focal deletion
DS_17 Deletion Focal deletion
DS_21 Focal deletion Focal deletion Deletion
DS_22
DS_24
DS_25 Focal deletion Focal deletion Focal deletion Focal deletion
DS_26 Focal deletion
DS_27 Focal deletion Focal deletion Focal deletion
DS_28 Deletion Focal deletion Deletion Focal deletion Focal deletion
DS_29 Focal deletion
DS_32 Focal deletion Focal deletion
DS_33 Focal deletion Focal deletion Focal deletion
DS_34
DS_35
DS_38 Focal deletion Focal deletion Focal deletion Focal deletion
DS_39 Focal deletion Focal deletion Focal deletion Focal deletion
DS_40 Focal deletion Deletion Focal deletion Focal deletion Focal deletion
DS_41 Deletion Focal deletion
DS_42 Focal deletion Focal deletion Deletion Deletion Focal deletion Focal deletion Focal deletion
DS_43 Focal deletion Focal deletion
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表 14 MLPAで検出したコピー数異常 

 

 

Sample ID EBF1 CDKN2A/B IKZF1 PAX5 ETV6 BTG1 RB1 PAR1
DS_13 Deletion Deletion Deletion
DS_14 Deletion
DS_15 Deletion
DS_16 Deletion
DS_19 Deletion Deletion Deletion
DS_20 Deletion Deletion Deletion
DS_21 Deletion Deletion
DS_22
DS_24 Deletion
DS_25
DS_26 Deletion Deletion Deletion
DS_27
DS_28 Deletion Deletion Deletion
DS_29 Deletion Deletion Deletion
DS_30 Deletion Deletion
DS_31
DS_32 Deletion
DS_33 Deletion Deletion
DS_34
DS_35
DS_36 Deletion Deletion
DS_37 Deletion Deletion Deletion
DS_38 Deletion Deletion Deletion
DS_39 Deletion Deletion Deletion Deletion
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図 12 遺伝子発現、DNAメチル化とゲノム異常の関係 
(a) 発現クラスターにおけるサンプルで変異、コピー数の異常を比較した。クラスタ
ー、DS-ALL、サブタイプ、遺伝子異常はそれぞれ図のように色づけされている。IKZF1
と PAX5のコピー数異常は DS-ALLのサンプルのみで示されている。E3における DS-
ALLのサンプルは PAX5の増幅を認めている。PAX5異常を有するサンプルは E3また
は E6 に認める。E4 で ETV6-RUNX1 陰性の DS-ALL サンプルは ETV6 を欠失してお
り、ETV6-RUNX1-likeと同定した。JAK2変異と CRLF2融合遺伝子を有するサンプル
は DS-ALLも含めて全て Ph-likeであった。対照的に RAS経路の変異は複数のサブタ
イプで認められた。 
(b) メチル化クラスターにおけるサンプルで変異、コピー数の異常を比較した。IKZF1
と PAX5のコピー数異常は DS-ALLのサンプルのみで示されている。Ph-likeはM3及
びM5にクラスタリングされている。
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表 15 non-DS-ALLにおいて全エクソームシーケンスで検出した変異 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Sample ID Chr Start End Ref Obs Gene ExonicFunc AAChange.refGene Allelic Frequency P-value(EBCall)
NCCHD_001T 1 115258744 115258744 C T NRAS nonsynonymous SNV NM_002524:exon2:c.G38A:p.G13D 0.316 60
NCCHD_005T 1 115256529 115256529 T A NRAS nonsynonymous SNV NM_002524:exon3:c.A182T:p.Q61L 0.51 60
NCCHD_006T 1 115258747 115258747 C T NRAS nonsynonymous SNV NM_002524:exon2:c.G35A:p.G12D 0.107 60
NCCHD_006T 12 25398284 25398284 C A KRAS nonsynonymous SNV NM_004985:exon2:c.G35T:p.G12V 0.115 6.945
NCCHD_016T 12 25398284 25398284 C T KRAS nonsynonymous SNV NM_004985:exon2:c.G35A:p.G12D 0.357 60
NCCHD_073T 1 115258744 115258744 C T NRAS nonsynonymous SNV NM_002524:exon2:c.G38A:p.G13D 0.404 60
NCCHD_121T 9 5078362 5078362 A T JAK2 nonsynonymous SNV NM_004972:exon16:c.A2049T:p.R683S 0.344 60
NCCHD_121T 12 112888195 112888195 T C PTPN11 nonsynonymous SNV NM_002834:exon3:c.T211C:p.F71L 0.4 60
NCCHD_123T 12 25398284 25398284 C T KRAS nonsynonymous SNV NM_004985:exon2:c.G35A:p.G12D 0.132 9.142
NCCHD_123T 13 28592635 28592637 ATG - FLT3 nonframeshift deletion NM_004119:exon20:c.2508_2510del:p.836_837del 0.086 12.894
NCCHD_125T 1 115258747 115258747 C T NRAS nonsynonymous SNV NM_002524:exon2:c.G35A:p.G12D 0.446 60
NCCHD_126T 12 25380285 25380285 G A KRAS nonsynonymous SNV NM_004985:exon3:c.C173T:p.T58I 0.185 11.687
NCCHD_131T 1 115258744 115258744 C T NRAS nonsynonymous SNV NM_002524:exon2:c.G38A:p.G13D 0.056 5.54
NCCHD_131T 12 112888199 112888199 C T PTPN11 nonsynonymous SNV NM_002834:exon3:c.C215T:p.A72V 0.192 60
NCCHD_132T 12 25398284 25398284 C G KRAS nonsynonymous SNV NM_004985:exon2:c.G35C:p.G12A 0.324 60
NCCHD_135T 9 5089726 5089726 C A JAK2 nonsynonymous SNV NM_004972:exon20:c.C2624A:p.T875N 0.409 60
NCCHD_136T 12 112888189 112888189 G A PTPN11 nonsynonymous SNV NM_002834:exon3:c.G205A:p.E69K 0.044 7.292
NCCHD_136T 12 112888210 112888210 G A PTPN11 nonsynonymous SNV NM_002834:exon3:c.G226A:p.E76K 0.127 11.75
NCCHD_138T 9 5078360 5078360 A G JAK2 nonsynonymous SNV NM_004972:exon16:c.A2047G:p.R683G 0.419 60
NCCHD_142T 12 25398281 25398281 C T KRAS nonsynonymous SNV NM_004985:exon2:c.G38A:p.G13D 0.075 8.138
NCCHD_142T 12 25398284 25398284 C T KRAS nonsynonymous SNV NM_004985:exon2:c.G35A:p.G12D 0.1 8.705
NCCHD_151T 1 115258747 115258747 C A NRAS nonsynonymous SNV NM_002524:exon2:c.G35T:p.G12V 0.358 60
NCCHD_158T 12 112888165 112888165 G T PTPN11 nonsynonymous SNV NM_002834:exon3:c.G181T:p.D61Y 0.325 60
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表 16 non-DS-ALLにおいて RNAseqで検出した変異 

Sample ID Chr Start End Ref Obs Gene AAChange.refGene Allelic Frequency P-value(EBCall)

NCCHD_001T 1 1.15E+08 1.15E+08 C T NRAS NM_002524:exon2:c.G38A:p.G13D 0.527 60

NCCHD_005T 1 1.15E+08 1.15E+08 T A NRAS NM_002524:exon3:c.A182T:p.Q61L 0.433 60

NCCHD_006T 1 1.15E+08 1.15E+08 C T NRAS NM_002524:exon2:c.G35A:p.G12D 0.202 60

NCCHD_006T 12 25398284 25398284 C A KRAS NM_004985:exon2:c.G35T:p.G12V 0.177 13.938

NCCHD_011T 9 5078360 5078360 A G JAK2 NM_004972:exon16:c.A2047G:p.R683G 0.281 13.398

NCCHD_016T 12 25398284 25398284 C T KRAS NM_004985:exon2:c.G35A:p.G12D 0.509 60

NCCHD_020T 1 1.15E+08 1.15E+08 C T NRAS NM_002524:exon2:c.G38A:p.G13D 0.274 60

NCCHD_021T 9 5089702 5089702 G A JAK2 NM_004972:exon20:c.G2600A:p.R867Q 0.389 60

NCCHD_028T 1 1.15E+08 1.15E+08 C T NRAS NM_002524:exon2:c.G34A:p.G12S 0.261 60

NCCHD_031T 12 25378647 25378647 T A KRAS NM_004985:exon4:c.A351T:p.K117N 0.267 60

NCCHD_032T 7 50450288 50450288 G A IKZF1 NM_001291837:exon5:c.G472A:p.G158S 0.383 60

NCCHD_039T 1 1.15E+08 1.15E+08 C T NRAS NM_002524:exon2:c.G35A:p.G12D 0.095 14.778

NCCHD_040T 1 1.15E+08 1.15E+08 C T NRAS NM_002524:exon2:c.G38A:p.G13D 0.205 60

NCCHD_040T 1 1.15E+08 1.15E+08 C T NRAS NM_002524:exon2:c.G35A:p.G12D 0.218 60

NCCHD_073T 1 1.15E+08 1.15E+08 C T NRAS NM_002524:exon2:c.G38A:p.G13D 0.52 60

NCCHD_101T 9 5078360 5078360 A G JAK2 NM_004972:exon16:c.A2047G:p.R683G 0.31 60

NCCHD_106T 1 1.15E+08 1.15E+08 T A NRAS NM_002524:exon3:c.A183T:p.Q61H 0.398 60

NCCHD_110T 12 25398281 25398281 C T KRAS NM_004985:exon2:c.G38A:p.G13D 0.373 60

NCCHD_111T 1 1.15E+08 1.15E+08 G T NRAS NM_002524:exon3:c.C181A:p.Q61K 0.304 60

NCCHD_111T 1 1.15E+08 1.15E+08 C T NRAS NM_002524:exon2:c.G38A:p.G13D 0.09 12.411

NCCHD_112T 13 28592641 28592641 T A FLT3 NM_004119:exon20:c.A2504T:p.D835V 0.453 60

NCCHD_114T 7 1.4E+08 1.4E+08 C G BRAF NM_004333:exon11:c.G1406C:p.G469A 0.225 10.862

NCCHD_116T 12 25398281 25398281 C T KRAS NM_004985:exon2:c.G38A:p.G13D 0.536 60

NCCHD_121T 9 5078362 5078362 A T JAK2 NM_004972:exon16:c.A2049T:p.R683S 0.348 60

NCCHD_121T 12 1.13E+08 1.13E+08 T C PTPN11 NM_002834:exon3:c.T211C:p.F71L 0.347 60

NCCHD_123T 12 25398284 25398284 C T KRAS NM_004985:exon2:c.G35A:p.G12D 0.229 10.733

NCCHD_123T 13 28592635 28592637 ATG - FLT3 NM_004119:exon20:c.2508_2510del:p.836_837del 0.143 60

NCCHD_125T 1 1.15E+08 1.15E+08 C T NRAS NM_002524:exon2:c.G35A:p.G12D 0.549 60

NCCHD_126T 12 25380285 25380285 G A KRAS NM_004985:exon3:c.C173T:p.T58I 0.311 60

NCCHD_127T 1 1.15E+08 1.15E+08 C G NRAS NM_002524:exon2:c.G35C:p.G12A 0.393 60

NCCHD_131T 1 1.15E+08 1.15E+08 C T NRAS NM_002524:exon2:c.G38A:p.G13D 0.137 14.353

NCCHD_131T 12 1.13E+08 1.13E+08 C T PTPN11 NM_002834:exon3:c.C215T:p.A72V 0.212 60

NCCHD_132T 12 25398284 25398284 C G KRAS NM_004985:exon2:c.G35C:p.G12A 0.339 60

NCCHD_135T 9 5089726 5089726 C A JAK2 NM_004972:exon20:c.C2624A:p.T875N 0.333 14.247

NCCHD_136T 12 1.13E+08 1.13E+08 G A PTPN11 NM_002834:exon3:c.G226A:p.E76K 0.212 60

NCCHD_138T 9 5078360 5078360 A G JAK2 NM_004972:exon16:c.A2047G:p.R683G 0.484 15.955

NCCHD_142T 12 25398284 25398284 C T KRAS NM_004985:exon2:c.G35A:p.G12D 0.275 15.955

NCCHD_151T 1 1.15E+08 1.15E+08 C A NRAS NM_002524:exon2:c.G35T:p.G12V 0.343 60

NCCHD_158T 12 1.13E+08 1.13E+08 G T PTPN11 NM_002834:exon3:c.G181T:p.D61Y 0.34 60
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図 13 Ph-likeにおいて有意に高発現であった遺伝子を用いた階層的クラスタリング 

すでに同定された Ph-like において有意に高発現であった遺伝子(q 値<0.0001)を用い

て再度階層的クラスタリングを行った。使用したサンプルは DS-ALL 25 サンプル、

non-DS-ALL 25サンプル、小児 non-DS-ALL 93サンプルの RNAシーケンス公開デー

タである。このクラスタリングで、すでに同定された Ph-like と同様の発現パターン

を呈していた 3 サンプル(DS-ALL 2 サンプルと non-DS-ALL 1 サンプル)も Ph-like と

した。 

 

コピーナンバー解析ではクラスターE3 にクラスタリングされた DS-ALL 1 例に

PAX5のエクソン 2から 5の局所的な増幅(図 14)を認め、これは小児 ALLにおいて

認められることが知られている既知の異常であった[36]。この症例における PAX5の
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エクソン 2から 5の発現レベルは他のエクソンと比較して高発現となっていたため

(図 15)、異常な構造を有する PAX5 蛋白が発現しているか、PAX5 の機能喪失が起き

ていると考えられた。この PAX5増幅を伴う DS-ALLは他の PAX5-alteredの症例と同

様の発現プロファイルを有していたため、この症例のサブタイプを PAX5-alteredとし

た。 

 

 

図 14 PAX5 エクソン 2-5の部分的な増幅 

DS-15の 9番染色体の SNPアレイの結果を示す。全コピー数は図上部では赤い点、図

中央部では青い線で示してある。その下には 9番染色体の全体図を示しており、ヘテ

ロ接合の SNPは緑の線で示している。図下部にはアレル別コピー数を示してあり、赤

及び緑の点で示してある。コピー数解析により、DS-15の 9番染色体に部分的な増幅

を認めた。部分的な増幅部位は PAX5のエクソン 2から 5が含まれていた。 
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図 15 DS-15における PAX5のエクソンごとのノーマライズドリードカウント 

増幅しているエクソンは他のエクソンよりも高発現となっており、異常な構造の

PAX5蛋白が発現している可能性がある。 

 

PAX5欠失を除くと、これまでに DS-ALLにおける PAX5異常は詳細には検討され

ていなかったが、今回の解析で DS-ALLにおいて PAX5は欠失のみならず増幅や融合

遺伝子、変異などの様々な PAX5異常を有することが明らかとなった。小児 B前駆細

胞性 ALL には PAX5 の融合遺伝子，増幅，変異と様々な異常が認められるが、PAX5

欠失を除けば、PAX5 異常の種類に関わらずこれらの発現プロファイルは同様である

ことが示された[37]。今回のコホートでは症例数が少ないために正確性が低いことが

予想されるが、大部分の PAX5-altered は単一のクラスターである E3 にクラスタリン

グされた。これに対して、PAX5 欠失を伴う例は複数のクラスターにクラスタリング

されたため、PAX5 欠失はその他の PAX5 異常とは異なる病原性を有すると考えられ

る。これは、上述のように PAX5 欠失は PAX5 の発現を低下させるだけだが、その他
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の PAX5異常は異常な PAX5蛋白を発現するためかもしれない。 

発現解析で ETV6–RUNX1 のクラスターE4 にクラスタリングされた ETV6–RUNX1

陰性であった DS-ALL 1例(DS-13)はコピー数解析で ETV6の両側欠失を認めた(図 16)

ため、この症例は ETV6–RUNX1-likeであると考えられた[38]。 

 

 

図 16 DS-13における ETV6の欠失 

DS-13の 12番染色体の SNPアレイの結果を示す。全コピー数は図上部では赤い点、

図中央部では青い線で示してある。その下には 9番染色体の全体図を示しており、ヘ

テロ接合の SNPは緑の線で示している。図下部にはアレル別コピー数を示してあり、

赤及び緑の点で示してある。コピー数解析により、DS-13 の 12 番染色体に部分的な

欠失を認めた。欠失部位は ETV6のエクソン 1-3が含まれていた。 

 

DNA メチル化解析で ETV6–RUNX1 のクラスターM4 にクラスタリングされた ETV6–

RUNX1陰性であった DS-ALL 2例(DS-10，DS-13)のうち、DS-10では RNAのクオリ
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ティが低かったために発現プロファイルを同定することができなかった。コピー数解

析で DS-10 に ETV6–RUNX1-like で特徴的に欠失する遺伝子である ETV6 と ARPP21

の欠失[39]を認めたために DS-13も ETV6–RUNX1-likeと同定した(図 17)。 
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図 17 DS-10における ETV6、ARPP21の欠失 

DS-10の 12番染色体(a)、3番染色体(b)の SNPアレイの結果を示す。全コピー数はそ

れぞれの図上部では赤い点、図中央部では青い線で示してある。その下には 9番染色

体の全体図を示しており、ヘテロ接合の SNPは緑の線で示している。図下部にはアレ

ル別コピー数を示してあり、赤及び緑の点で示してある。12番染色体の欠失部位には

ETV6(a)、3番染色体の欠失部位には ARPP21(b)が含まれていた。 
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考察 

今回の解析で明らかにしたこととして、DS-ALL は ML-DS と異なって高度に多様

な遺伝学的特性を有していることである(図 18)。これは GATA1 変異を基礎として発

生し、遺伝学的に単一な性質を有するとされているML-DSとは大きく異なっていた。

発現や DNAメチル化のプロファイルはそのサブタイプに応じて、DS-ALLは non-DS-

ALLと同様であったが、そのサブタイプの頻度は大きく異なっており、DS-ALLでは

ETV6–RUNX1や HeHの頻度が小さく、Ph-likeの頻度が大きかった。今回のコホート

では Ph-like の割合は non-DS-ALL よりも有意(p=0.0056)に大きく、non-DS-ALL では

本来は思春期以降に多いとされるが、10 歳未満の DS-ALL でも頻度が大きくなって

いた。発現と DNA メチル化のクラスターでは分かれ方に一部差異を認めたが、遺伝

子発現は DNA メチル化だけではなく、変異やコピー数変化、融合遺伝子の存在にも

影響を受けるためだと考えられる。以前の報告では、DS-ALLにおいては MLLの再構

成を伴うもの、BCR−ABL1、ETV6–RUNX1、HeHの頻度が小さく、それぞれ 0.7%、8%、

9%であるとされていたが[15]、DS患者においては ALLの発症リスクが一般に小児の

20倍以上[12]であり、non-DS-ALLでのこれらのサブタイプの割合(ETV6-RUNX1 25%、

HeH 25%、BCR-ABL1 2%)を考慮に入れると、これらの発症頻度が小さいサブタイプの

発症リスクも数倍となると予想される。さらに、Ph-likeは DS-ALLでは 40%近くを占

めるが、non-DS-ALLでは 10%程度であるため、DS患者における Ph-like ALLの発症

リスクは数十倍以上と予想される。一般的に Ph-likeは 
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図 18 DS-ALLにおける遺伝的なランドスケープ 

(a) DS-ALL における遺伝的なランドスケープにそれぞれのサンプルの臨床情報を加

えた。NCIリスク、性別、予後、サブタイプ、遺伝子異常は図のように色づけされて

いる。IKZF1plus は IKZF1 の欠失と CDKN2A、CDKN2B、PAX5、PAR1 のいずれかの

欠失を伴うものとしたが、PAR1欠失を認めるものでも ERGの欠失があるものは除外

した。DS-ALLは極めて多様な疾患であり、これまでに DS-ALLにおいて認められて

いた ETV6-RUNX1、HeH、dic(9;20)、BCR-ABL1 に加えて Ph-like、ETV6-RUNX1-like、

PAX5 異常、IGH-CEBPA融合遺伝子、IGH-CEBPD 融合遺伝子を同定した。 

(b) それぞれの DS-ALLサンプルにおける遺伝子変異を上側に示し、サブタイプを下

側に示している。DS-ALLにおいて高頻度に認められることが示された遺伝子の中で

JAK2変異を伴うものは全例が Ph-likeであったが、RAS 経路の遺伝子変異は複数のサ

ブタイプに認められた。 

 

1) ABL-class(ABL1、ABL2、CSF1R、PDGFRB)の再構成を伴うもの、2) JAK/STAT経

路(CRLF2、JAK2、EPOR、IL7R、SH2B3)の異常を伴うもの、3) その他の稀なキナー

ゼ(NTRK3、DGKH、FGFR1)の異常を伴うもの、の 3種類に大別できる。このうち、

JAK/STAT経路の異常を伴うものは non-DS-ALLの Ph-likeでは 50%程度の頻度[6]で

あるが、DS-ALLでは 2例を除いた全例が JAK2変異と CRLF2融合遺伝子を有する

JAK/STAT経路の異常を伴うタイプとなっており、ABL-class、JAK2、EPORなどの

融合遺伝子は認められなかった。これまでに DS-ALLにおいて CRLF2融合遺伝子以

外の融合遺伝子を有する Ph-likeは報告されていない。Ph-likeの中で JAK/STAT経路

の異常を伴うタイプでは、CRLF2融合遺伝子だけを有するものと、CRLF2融合遺伝

子と JAK2変異の組み合わせの両方を有するものがあるが、これまでに JAK2変異だ

けを有している Ph-likeは報告されていない[6]。我々のコホートにおいても、JAK2

変異を有するサンプルの全例に CRLF2融合遺伝子が認められるため、CRLF2融合遺
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伝子は JAK2変異に先行すると予想される。そのため、DS患者において Ph-likeが多

い原因は DS患者において CRLF2融合遺伝子の頻度が大きいことによると考えられ

る。 

今回のコホートでは IKZF1 G158S変異、PAX5の増幅、ETV6–RUNX1-likeなどの最

近同定されたサブタイプも認め、DS-ALL全体の 2/3のサブタイプを同定できたが、

まだ 1/3程度はサブタイプが不明である B-otherであった。B-otherの半数程度に RAS

経路の遺伝子変異を認めた。RAS経路の遺伝子変異は non-DS-ALL、特に HeHにお

いてよく認められることが報告されている[40]。DS-ALLにおいては JAK2、RAS経

路の遺伝子変異が特徴的だという報告があるが[17]、non-DS-ALLにおいても RAS経

路の遺伝子変異が認められることから、DS-ALLにおいて RAS経路の遺伝子変異は

特徴的なものではないと考えられる。DS-ALLにおいて B-otherが多い原因として、

DS-ALLは IGH-CEBPAや IGH-CEBPD融合遺伝子のように、non-DS-ALLでは頻度

が小さい稀なサブタイプの割合が高いことから、まだ同定されていない稀なサブタ

イプを多く含む可能性があると考えられる。 

以前の報告では、DS患者は HMGN1や DYRK1Aといった 21番染色体上の遺伝子

を多く保有するために，ALLを発症しやすい遺伝的素因を有するとされていた。加

えて、本研究で明らかとした RUNX1プロモーターの高メチル化もそのような遺伝的

素因の一つである可能性がある。RUNX1はリンパ球系共通前駆細胞から B前駆細胞

への分化を促進する分化因子であり、RUNX1プロモーターの高メチル化はリンパ球
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系共通前駆細胞における RUNX1の発現を低下させる[41]ためである。DS患者は異

数性に伴う染色体の不安定性を有する[42]ことから、これも ALLの発症に関与して

いる可能性もある。DS-ALLの中で最も commonなサブタイプである JAK2変異と

CRLF2融合遺伝子を有する Ph-likeの発症の契機となるのは CRLF2融合遺伝子の形

成であり、ML-DSの発症の契機となるのは GATA1の変異である。これら両遺伝子は

X染色体上に存在する。よって、余分な 21番染色体は直接白血病の発症を起こすわ

けではなく、X染色体のクロマチン構造を変化させるなど、間接的な要因となって

いる可能性もあると考えられる。これらの遺伝的およびエピジェネティックな要因

が強調し、DS患者において ALLを発症させていると予想される。RUNX1を含む複

数の遺伝子は DSにおける一過性骨髄増殖性疾患や AMLにおいても高メチル化であ

ることが知られている[43]ため、ALL以外の血液悪性腫瘍にも RUNX1プロモーター

の高メチル化が関与している可能性がある。発現解析では DS-ALLと non-DS-ALL

で RUNX1、HMGN1、DYRK1Aなど 21番染色体上の遺伝子の発現レベルに差を認め

なかったが、ALLでは一般的にこれらの遺伝子は低発現であるため、ALLの発症に

は関与しても発症後の病態には関与しないためだと考えられる。我々の当初の予想

としては、DS-ALLにおいて 21番染色体の遺伝子が高発現であることを明らかと

し、それらの遺伝子が ALLの発症を誘導することを示したかったが、残念ながら当

初の予想とは異なり、21番染色体のコピー数と 21番染色体の遺伝子の発現レベルに

は相関が認められなかった。 
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RUNX1プロモーターの高メチル化は ETV6-RUNX1や一部の Ph-likeには認められ

なかった。ETV6-RUNX1融合遺伝子の ALL発症に対する役割はいまだ不明だが、

ETV6-RUNX1融合遺伝子単体では ALLに至らず、必ずしも RUNX1の抑制を伴うも

のではないと考えられている。Ph-likeは BCR-ABL1のように、ABL-classのキナーゼ

や EPOR、JAK2の融合遺伝子が形成され、直接細胞増殖を刺激するキナーゼが高発

現となることで腫瘍化に至ると考えられている。Non-DS-ALLではこれらのサブタ

イプは RUNX1に依存しない発症メカニズムを有しているため、DS-ALLにおいても

RUNX1の抑制とは異なるメカニズムで発症していると考えられる。 

今回のコホートにおいて、DS-ALLの予後は一般的な non-DS-ALLの予後と比較す

ると不良であった(図 19)。これは DS患者が化学療法に対しての感受性が高く、粘膜

障害などの有害事象やそれに伴う治療関連死が多いためであると考えられる。加えて、

DS-ALL においては独特なサブタイプや Ph-like などの高リスクなサブタイプが多い

ことから、ALLの分子生物学的なサブタイプに応じたリスク分類ができていない可能

性があると考えられる。Non-DS-ALLにおいて予後の良好なサブタイプである ETV6-

RUNX1や HeHは、DS-ALLにおいても全例が治癒していた。DS-ALLにおける Ph-like

の予後は non-DS-ALL における Ph-like ほど不良ではなかった(図 20)。これは Ph-like

の中でもサブタイプによって予後が異なるためだと考えられる。すなわち、 
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図 19 今回のコホートにおける DS-ALLの生存解析 

今回のコホートにおける DS-ALL全サンプルのカプランマイヤー曲線を示した。破線

は 95%信頼区間を示している。全生存率(a)、無イベント生存率(b)は過去の報告と同様

であった。 

 

 

図 20 今回のコホートにおける Ph-likeの生存解析 

今回のコホートにおける DS-ALL で Ph-like(a)とそれ以外(b)のサブタイプでカプラン

マイヤー曲線を比較した。Non-DS-ALLでは Ph-likeの予後は悪いが、DS-ALLにおい

てはその他のサブタイプと比較しても予後は同様であった。 

 

Ph-likeの中でも JAK2変異を有する ALLは、ABL-class、EPOR、JAK2の融合遺伝子
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を有する ALLよりも予後が良好であると予想される。これに対して、B-otherの予後

は大きく不良であった(図 21)ため、B-other におけるサンプルのサブタイプの同定を

行い、それに応じたリスク分類を行う必要があると考えられる。小児 ALL の成績が

向上してきたのは、分子生物学的なサブタイプの同定とそれに応じた化学療法の強度

を変更してきたためだと考えられるが、DS-ALLにおける独特なサブタイプは稀なた

めに化学療法の強度をどのようにすべきかいまだ明らかではない。これら稀なサブタ

イプの発症頻度と治療への反応性を確認するために、より多くの DS-ALLを含むコホ

ートでの検証が望ましい。 

 

 

図 21 今回のコホートにおける B-otherの生存解析 

今回のコホートにおける DS-ALL で B-other(a)とそれ以外(b)のサブタイプでカプラン

マイヤー曲線を比較した。B-other はその他のサブタイプと比較して有意に生存率が

低かった。 

 

本研究では当初に明確なスタディデザインの設定ができていなかったことが欠点
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として挙げられる。研究を遂行するにあたっての背景の整理ができておらず、それぞ

れのシーケンスからどのような結果が得られるのかも考慮していなかった。漠然と、

シーケンスによって得られる知見から新規的なことを見出すとして、必要なサンプル

数の設定を行わないでサンプルの収集を開始したため、ターゲットシーケンス、コピ

ー数解析、DNA メチル化解析でそれぞれ 2 種類のプロトコールが混在してしまい、

結果のマージに難渋した。21番染色体のコピー数と 21番染色体上の遺伝子発現の関

係を明らかとするのだったら、遺伝子の発現レベルで有意差がつくと予想される DS-

ALL、non-DS-ALL それぞれの検体数を当初から設定し、サブタイプ別にそれぞれの

サンプルを収集すべきであった。そのようにしておけば、DS-ALL、non-DS-ALLの比

較を行いやすく、プロトコールも統一されて、より解析しやすいデータとなったと予

想される。RUNX1の高メチル化は偶発的に得られた知見であり、DS患者に特徴的で

あって血液腫瘍の発症と関連していることが予想されるが、偶発的に得られた知見で

あるため、この結果をどのように扱うべきか明らかではなかった。今後にこのような

スタディを行う際は、これらのことを念頭においてスタディデザインを設定すべきだ

と考えられた。 

加えて、本研究の限界として、シーケンスを行う前に必要なサンプル数の設定、ど

のようなシーケンスを行うべきか、他の小児 ALL のゲノム解析における報告と比較

するとサンプルサイズが小さいことが挙げられる。そのために，DS-ALL と non-DS-

ALLで比較を行うことが困難なサブタイプがあった。加えて、検体が希少であるため



 
 

68 

に全ゲノムシーケンスが行えなかったことが挙げられる。そのため、今回の知見はよ

り大きなコホートの前向き研究で検証される必要があると考えられる。 

今後の DS-ALL の治療において最も重要なことは、それぞれのサブタイプのリス

ク分類に基づき、それに応じた治療を行うことである。本研究によって、RNAシーケ

ンス、コピー数解析を行うことで DS-ALLの多くのサブタイプを明らかにできること

が示せたため、G-banding、白血病のキメラ遺伝子スクリーニングなど古典的な手法で

サブタイプを明らかとできないものは RNA シーケンス、コピー数変化を追加すべき

である。Ph-likeに関しては JAK2変異が多いため、JAK2 R683Gと CRLF2融合遺伝子

の変異解析を行うことで同定できると考えられる。JAK2 変異を認めた場合は、現在

臨床試験でも投与されている JAK2 インヒビターである ruxolitinib の併用を考慮すべ

きである。これらの解析を行っても同定できないサブタイプに関しては全ゲノム解析

を追加してサブタイプを明らかとすべきである。G-banding、JAK2変異解析、白血病

のキメラ遺伝子スクリーニングなど簡易的な検査で同定できるサブタイプはまずそ

れらの手法で同定し、できないものに RNA シーケンス、コピー数解析などの追加解

析を行うという戦略が望ましい。DS-ALL症例のそれぞれのサブタイプを同定できた

後は、後方視的に予後を解析して暫定的なリスク分類を行い、臨床試験で暫定的なリ

スク分類に基づいて治療を行うべきである。 

RUNX1の高メチル化を含め、21番染色体には DYRK1A、HMGN1など ALLの発症

に関連しそうな遺伝子があるが、これは発症後の発現を調べても ALL との関連を明
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らかとはできなかったため、これらの遺伝子の作用に関しては ALL 発症段階の細胞

における発現を調べる必要がある。これは本研究のようなアプローチでは困難であり、

採取した腫瘍細胞を iPS化し、腫瘍へと再分化させるような処理を行うことで明らか

にできると予想される。もう一つは余分な 21 番染色体が存在することで、他の染色

体、特に X 染色体のクロマチン構造に変化が起きていないかどうかを明らかとすべ

きであり、こちらは DS-ALLの腫瘍細胞に対して Chipシーケンスや Hi-Cシーケンス

を行うことで検証できると考えられる。 
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結論 

本研究で DS-ALL が多くのサブタイプを含む遺伝学的に多様な集団であることを

明らかとした。発現や DNA メチル化のプロファイルは non-DS-ALL と同様であった

が、サブタイプの頻度は大きく異なっていた。DS-ALLでは Ph-likeが最も頻度の大き

いサブタイプであり、全体の 1/3程度を占めていた。RUNX1プロモーターの高メチル

化は DS患者に特徴的なものであり、これは DS患者における ALLの高い発症率と関

連していると予想された。 
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