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1．要旨 

 慢性骨髄性白血病(Chronic myeloid leukemia: CML)は、多能性造血幹細胞レ

ベルの未熟血球に 9 番と 22 番染色体の長碗間相互転座が生じ、BCR-ABL 融合遺

伝子の形成によって単クローン性の腫瘍性造血が認められる骨髄増殖性疾患で

ある。 

チロシンキナーゼ阻害薬(Tyrosine kinase inhibitor: TKI)の開発により CML

の予後は劇的に改善された一方、TKI 治療に抵抗性を示す症例も依然存在する。

これまで CML に対する TKI 治療の効果予測因子として確立されたものはなく、

治療後の微小残存病変（minimal residual disease: MRD）の評価法は既に標準

化されているが、治癒を目標とする視点からは改善の余地がある。 

 今回私は、第 2 世代 TKI であるニロチニブの治療効果に影響しうる因子を検

討し、また MRDを高感度で定量的に検出する新規方法を考案した。 
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2．序文 

 CML の発症は、多能性造血幹細胞レベルの未熟血球で 9 番と 22 番染色体長碗

間の相互転座 t(9;22)(q34.1;q11.2)が起こり、Philadelphia(Ph)染色体と呼ば

れる 22番染色体由来の小さな染色体を生じることが発端となる。9 q34.1 には

ABL （Abelson murine leukemia viral oncogene homolog）遺伝子、22q11.2に

は BCR（Breakpoint cluster region）遺伝子が局在しており、相互転座の結果

Ph染色体上に BCR-ABL融合遺伝子が形成される(図 1)。この融合遺伝子産物の 

N末端側を構成する BCR蛋白質は、coiled-coil領域を介しオリゴマーを形成す

ることが知られている。一方、C 末端側の ABL 蛋白質はチロシンキナーゼとして

機能し、その酵素活性は自身の SH2/SH3 ドメインにより構造的に制御され、約

80 のアミノ酸残基からなる CAP ドメインによりその制御は安定化される[1-5]。

BCR-ABL融合蛋白質は BCR蛋白質の coiled-coil領域を介して 4量体を形成する

ことで、ABL 蛋白質の構造的な制御が解除されキナーゼ活性は恒常的となり

[6-8](図 2)、その結果細胞間相互作用とリン酸化カスケードを介して JAK-STAT

経路や MAP キナーゼ経路、PI3K-AKT 経路など様々な細胞内シグナル伝達経路に

異常なシグナルが波及し、過剰な細胞増殖が惹起される。 
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図 1 フィラデルフィア染色体と BCR-ABL 融合遺伝子の形成 

多能性造血幹細胞レベルの未熟血球に9番と22番染色体長碗間の相互

転座 t(9;22)(q34.1;q11.2)が起こり、Philadelphia(Ph)染色体と呼ば

れる 22 番染色体由来の小さな染色体を生じる。9 q34.1 には ABL 

（Abelson murine leukemia viral oncogene homolog）遺伝子、22q11.2

には BCR（Breakpoint cluster region）遺伝子が局在しており、相互

転座の結果 Ph染色体上に BCR-ABL 融合遺伝子が形成される。 

 

 

 

フィラデルフィア染色体 
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図 2 BCR-ABL融合蛋白質の構造 

チロシンキナーゼである ABL蛋白質の活性は通常キナーゼドメイン 

と CAPドメイン、並びに SH2・SH3 ドメインとの分子内相互作用によ 

って厳密に制御されている。BCR-ABL融合蛋白質は、BCR 蛋白質の N 

末端に位置する coiled-coil領域を介して 4量体を形成するためそ 

の制御が外れて、チロシンキナーゼの恒常的な活性化が起こる。 

 

 

 

Biochemistry. 47(21)：5795-5803.2008より抜粋・改変 

coiled coil 領域 
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一般にチロシンキナーゼは、ATP 結合部位に結合した ATP のγ位のリン酸基

を基質蛋白質に転移する。第 1 世代 TKI のイマチニブは ABL キナーゼの ATP 結

合部位に ATP と競合して結合することで基質のリン酸化に続くシグナル伝達を

阻害する [9](図 3)。ABLキナーゼ活性依存的に増殖している CML の腫瘍細胞集

団(Ph クローン)はその増殖シグナルを遮断される結果、アポトーシスによる細

胞死へと選択的に誘導される。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 イマチニブの作用機序 

イマチニブは ABL キナーゼの ATP 結合部位に ATP と競合して結合する 

ことで基質のリン酸化に続くシグナル伝達を阻害し、抗腫瘍効果を発

揮する。 
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イマチニブは、今世紀初めの導入以来長期間にわたる臨床データが蓄積され、

現在でも標準治療薬として使用されている。一方、治療の当初あるいは途中か

らイマチニブに抵抗性を示す症例が 15～20%存在し、このようなイマチニブ抵抗

例や副作用で継続使用できない不耐容例には第 2 世代 TKI であるニロチニブま

たはダサチニブ、ボスチニブが投与される[10]。ニロチニブはイマチニブと同

様、BCR-ABL融合蛋白質に ATPと競合的に結合することでキナーゼ活性を阻害す

るが、イマチニブより ABL キナーゼに対し高い親和性と選択性を有し、イマチ

ニブ感受性の細胞株に対しては約 20～30 倍の阻害活性を示す[11-12]。日本人

を含む国際共同第 Ⅲ相臨床試験(ENESTND)では、慢性期 CML 患者を対象として

ニロチニブ 300mg および 400mg 1 日 2 回投与(BID)群とイマチニブ 400mg 1 日 1

回投与(QID)の 3 群間で、24 ヶ月時点での細胞遺伝学的完全寛解(Complete 

Cytogenetic Response：CCyR)到達率、分子遺伝学的大寛解(Major Molecular 

Responce: MMR)到達率および分子遺伝学的完全寛解(Complete Molecular 

Response: CMR)を比較検討している。結果は、ニロチニブ 300mg BID 群、ニロ

チニブ 400mg BID群、イマチニブ 400mg QID 群の順に CCyR到達率が 87%、85%、

77%、MMR 到達率が 71%、67%、44%、CMR 到達率が 25%、19%、9%であり、イマチ

ニブに対しニロチニブの効果が有意に優れていた(p<0.0001) [13]。一方ダサチ

ニブは、ATP結合部位への結合様式がイマチニブとは異なり[14]、イマチニブ感
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受性の細胞株に対する増殖阻害活性はイマチニブより約 325 倍高かった[12]。

未治療慢性期 CML 患者に対しダサチニブ 100mg QID とイマチニブ 400mg QID の

有効性と安全性を比較した国際共同第Ⅲ相試験(DASISION)では、24 ヶ月時点の

CCyR 到達率および MMR 到達率、CMR 到達率は、ダサチニブ群、イマチニブ群で

それぞれ CCyR 到達率 86%、82%、MMR 到達率 64%、46%、CMR 到達率 17%、8%であ

り、イマチニブよりもダサチニブの方がより良好な治療効果を有している結果

となった[15]。しかし現在までニロチニブとダサチニブの有効性を直接比較検

討した報告はなく、それぞれの特徴 [16](表 1)や患者の合併症・生活様式など

を考慮して使い分けを行う。 
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表 1 各 TKIの特徴 

(血液専門医テキストより改変) 
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TKIにより劇的に CML患者の予後は改善された[13、15、17]ものの、依然一部

に TKI 抵抗例が認められており、その原因として以下のような機序が示唆され

ている[12、18-19](表 2)。しかし、これらだけでは説明がつかない症例もあり、

TKI抵抗性の原因が全て解明されたわけではない。 

 

表 2 TKI抵抗性を生じる要因 

 薬物体内動態や細胞内濃度の個人差 

 BCR-ABL遺伝子の増幅、あるいは BCR-ABL mRNAの過剰発現 

 Ablキナーゼドメインのアミノ酸変異に伴う ATP結合部位近傍の構造変化 

 付加的染色体異常あるいは他の遺伝子異常の合併 

 抗がん剤耐性獲得の共通メカニズムである ABC トランスポーターによる排

泄更新 

 骨髄ニッチとの相互作用による CML幹細胞のアポトーシス回避 

 服薬コンプライアンスの問題 
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CML幹細胞は Ph染色体陽性の CD34+CD38-細胞分画に存在することが知られて

おり、正常造血同様のヒエラルキーの中でその頂点に位置し自己複製能と増殖

能を有する (図 4)一方、TKI治療に抵抗性を示す[20-27]。近年、診断時の CML

幹細胞はイマチニブとダサチニブを含む TKIによる治療効果と相関し、CML幹細

胞が多い症例(CD34+CD38-細胞分画における BCR-ABL 融合シグナル陽性率＞

79％)ほど CCyR および MMR の到達率が低くなるというデータが報告され[28]、

TKI治療の効果予測因子となる可能性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 白血病幹細胞の成り立ち 

造血幹細胞および前駆細胞に BCR-ABL融合遺伝子による遺伝子異常が加

わることで CMLを発症する。 

 

遺伝子異常(BCR-ABL融合遺伝子) 
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 治療初期より TKI 抵抗性を示す原因のひとつとして、BIMの遺伝子多型が TKI

反応性に影響を及ぼすことも報告されている[29]。BIM 遺伝子は BCL211 とも言

われ、その遺伝子産物、BIM蛋白質は BCL2ファミリーに属する BH3-only protein

の 1 つである。BCL2 ファミリーはアポトーシス制御において重要な役割を担っ

ており、アポトーシス誘導性と抵抗性という異なる機能を有する遺伝子を含む

が、BIM はアポトーシス誘導遺伝子に属する。BIM遺伝子は 2番染色体上に存在

し、第 2 イントロン内に 2903 bp を欠失した遺伝子多型が存在する(図 5)。こ

の多型は人種差があり、アジア系の約 10%に存在するが、アングロサクソン系に

はない[29]。これまで TKI を治療薬に用いる他の悪性腫瘍、とりわけ上皮成長

因子受容体(Epidermal Growth Factor Receptor:EGFR)遺伝子変異を有した肺が

んに対する治療効果と BIM の遺伝子多型に関する研究は多くなされており、遺

伝子多型を有する症例の方が無増悪生存期間が短縮することが報告されている

[29-30]。CML において BIM の遺伝子多型の有無と予後との相関を検討した報告

は少ないものの、TKI による Ph クローンのアポトーシス誘導には BIM 蛋白質の

発現上昇が必要であることが知られている[31-33]。また BIM 蛋白質には mRNA

のスプライシングによりいくつかのアイソフォームが存在し、通常アポトーシ

スに必要な BH3蛋白質をコードするエクソン 4を含んだ BIM-EL、L、Sの 3つが

大半を占めているが、欠失多型の症例ではエクソン 4を含まない BIM-γが主流
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となっているため、TKI により ABLキナーゼ活性が抑制されても Phクローンは

アポトーシス抵抗性となるとされている[29]。 

 

 

 

 

 

図 5 BIM遺伝子の染色体上の位置 

BIM 遺伝子は 2 番染色体上に存在し、遺伝子多型では第 2 イントロン内

の 2903 bp を欠失している。 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

図 6 BIM蛋白質のアイソフォーム 

    BIM蛋白質にはいくつかのアイソフォームが存在するが、遺伝子多型の 

症例では Exon4 を含まない BIM-γが主体となっている。 

Exon1 Exon2A Exon2B Exon2C Exon4 Exon5 
BIM-EL 

Exon1 Exon2A Exon2C Exon4 Exon5 
BIM-L 

Exon1 Exon2A Exon2C

C 

Exon3 
BIM-γ 

Exon1 Exon2A Exon4 Exon5 
BIM-S 



 15 

TKI治療の効果は血液学的効果(Hematologic Response：HR）、細胞遺伝学的効

果(Cytogenetic Response：CyR)、分子遺伝学的効果(Molecular Response：MR)

の 3段階の基準で評価する(表 3)。CyR は分裂期骨髄細胞を用いた染色体検査以

外に末梢血有核細胞を対象とする蛍光 in situ ハイブリダイゼーション法

（fluorescence in situ hybridization：FISH）による BCR-ABL 融合シグナル

陽性率(Ph 陽性率)(%)でも判定できる。MR は末梢血有核細胞から抽出した RNA

を用いた定量的逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（RQ-PCR）法により判定する。

BCR-ABL mRNAとABL mRNAのコピー数の比率を計測し、国際標準法(International 

Scale: IS)に従って補正後 BCR-ABLIS として表記する方法に統一されつつある。

現行の治療ガイドラインでは、治療開始後 3 カ月までに BCR/ABLIS≦10％または

Partial CyR、、6カ月までに BCR-ABLIS ＜ 1％または CCyR、12 カ月までに MMR、

それ以後は BCR/ABLIS≦0.1％を維持することが達成すべき基準となっている

[34]。 
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治療効果の判定基準（表 3） 

 

<血液学的効果(HR) > 

以下のすべての項目に該当した場合 

 血小板数＜450,000/μL 

 白血球数＜10,000/μL 

 白血球分画に幼弱顆粒球がみられず、かつ好塩基球比率＜5％ 

 触知可能な脾腫なし 

 

 

<細胞遺伝学的効果(CyR)> 

  

骨髄中の Ph 染色体陽性率(%) 

または 

末梢血中の BCR-ABL陽性率(%) 

Major(MCyR) 

  Complete(CCyR) 

  Partial(PCyR) 

 

 

 

     0 〜35％ 

         0％ 

    1 〜35％ 

Minor CyR 
 

   36 〜65％ 

Minimal CyR  
 

66 ～95％ 

No response 
 

＞95％ 

 

 

<分子遺伝学的効果(MR)> 

Major MR BCR-ABLIS＊ ≦ 0.1％ 

MR4.0 

 

BCR-ABLIS＊ ≦ 0.01％     または 

ABL遺伝子 cDNA ＞ 10,000 コピー中未検出 

MR4.5 

(Complete MR:CMR) 

BCR-ABL IS＊ ≦ 0.0032％  または  

ABL遺伝子 cDNA ＞ 32,000 コピー中未検出 
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近年、BCR-ABL 遺伝子が検出感度以下となる分子遺伝学的完全寛解(CMR)に関

する研究が多く行われており、MMR 到達群の中でも CMR到達群の方が無再発生存

率(relapse-free survival: RFS)において優れており、また、より早期に MMR

に到達した群の方が CMRを達成する率が高いことが報告された[35-36]。このこ

とから血液中に残った微小残存病変（Minimal Residual Disease：MRD）を測定

することは必要不可欠であり、TKI 治療における最終目標となる無治療寛解を目

指す上でも、より高感度な MRD の測定法が必要とされる。現在 MRD の評価方法

として用いられている RQ-PCR法は治療効果を判定する上で非常に有用であるも

のの、その材料として RNA を用いることから、安定性の面で結果に影響を及ぼ

す可能性がある。また検査は複数の操作手順から構成されており、最良の結果

を得るためにはそれぞれの手順を至適条件で行う必要がある。機関別の測定デ

ータの差異をなくすべく、国際標準法(IS)が定められているが、2015 年 4 月ま

でこの検査は保険適応外であったことや検査の施行に要する血液量が多いこと、

また偽陽性の可能性が少なからず存在することが難点であった。 

 

以上のことから、今回私は未治療慢性期 CML 患者を対象として、ニロチニブ

による治療効果に影響を及ぼしうる因子の検討およびより感度が高く、安定な

データを得られる MRDの評価方法を考案した。 
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3．目的 

診断時 CML 幹細胞量および BIM 遺伝子多型が初発慢性期 CML 患者におけるニ

ロチニブによる治療効果に及ぼす影響の解析および、RQ-PCR 法による従来の測

定方法よりも高感度な MRDの評価方法の開発を目的とした。 

 

3-1 未治療慢性期 CML患者を対象としたニロチニブによる治療効果に影響を及

ぼす因子の解析 

 

3-1-1 ニロチニブによる治療効果に CML 幹細胞の及ぼす影響の解析 

 診断時 CML 幹細胞量は、治療前の白血球数や赤血球数などの血液検査データ

ならびに TKI による治療効果との間に相関があると報告されている[28]。そこ

で診断時の患者骨髄液を用いて CML幹細胞の定量化を行い、CML幹細胞数が診断

時血液所見およびニロチニブによる治療効果に及ぼす影響について検討した。

同様に、CML幹細胞の算出に要する CD34+細胞数および CD34+CD38-細胞における

Ph 陽性率と、診断時血液所見およびニロチニブによる治療効果との相関を解析

した。 
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3-1-2 BIM 遺伝子多型の解析 

 対象患者における BIM 遺伝子多型の有無および遺伝子多型がニロチニブによ

る治療効果に及ぼす影響について検討した。 

 

3-2 MRD の新たな評価方法の開発 

TKI 等により治療中の 4 例の慢性期 CML 患者を対象に、RQ-PCR 法よりも高感

度な MRDの評価方法を考案し、その有用性を検討した。 
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4．方法 

4—1 臨床試験の付随研究における解析  

4—1-1 対象患者  

CML診断時の幹細胞定量と BIM遺伝子多型の解析は、下総血液研究会の多施設

共同研究として実施されている「初発の慢性期慢性骨髄性白血病(CML-CP)患者

を対象とし、早期の CMR 到達を目標としたニロチニブの至適投与法を検討する

多施設共同第Ⅱ相臨床試験（N-road 試験）」の付随研究として行った(研究代表

者：成田赤十字病院 脇田 久 医師)。また本研究において開示すべき利益相

反はなかった。本臨床試験の対象（適格基準）は、登録 6ヶ月以内に診断され、

TKI ならびにインターフェロンα治療歴のない 16 歳以上の慢性期 CML 患者であ

り、スクリーニング検査と病歴聴取により重篤な合併症と肝腎等の機能障害を

有する患者は除外された。登録症例数はニロチニブ投与開始後24ヶ月までのCMR

期待到達率を 30%、両側αエラー0.05、βエラー 0.1 と設定する。帰無仮説の

到達率 10%を基に検定を行うと評価必要症例数は 40 例となる。本試験の不適格

例を約 20%と見込み、50例と設定した。 

本臨床試験の主要評価項目はニロチニブ投与開始後の CMR 到達率(～24 ヶ月)

であり、副次的評価項目として CMR 到達率(～12、18 ヶ月)、MMR 到達率(～12、

18、24ヶ月)、CCyR 到達率(～6、12ヶ月)、予後予測因子の探索であった。付随
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研究用の検体は、各登録施設において診断時に採取した骨髄液 5ml を所定のヘ

パリン加チューブに移し、当研究室まで常温にて 24時間以内に搬送された。 

ニロチニブの投与方法は、300mg BID を 24 ヶ月継続し、治療効果不十分と判

断された場合には 400mg BID へ増量とした。この投与方法はニロチニブとイマ

チニブとの有用性を比較した臨床試験[13]において、300mg BID投与による治療

効果は 400mg BID 投与とほぼ同等であったという結果に基づくものであり、ま

た 300mg BIDで治療効果不十分となった症例に 2nd 治療として 400mg BID として

投与したところ CCyR および MMR 到達率の改善が認められたことを根拠とした

[37]。 

分子遺伝学的効果の評価は治療開始後 3 ヶ月毎に行い、RQ-PCR 法で測定した

末梢血 BCR-ABL mRNA コピー数の結果を国際標準法に従って補正した数値を用い

て評価した。 

幹細胞定量を含む本臨床試験は東京大学医科学研究所治験審査委員会(承認

番号：24-13)ならびに参加各施設 IRB での承認後に開始し、候補症例への説明

と同意取得を文書にて行った。BIM遺伝子多型解析は、東京大学医科学研究所ヒ

トゲノム倫理審査委員会(承認番号：26-4-0920)ならびに参加各施設 IRBでの承

認を経て、登録症例に対して文書による再同意を取得後に実施した。 
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4-1-2 CML 幹細胞の定量 

 CML幹細胞定量は、CD34+細胞絶対数に CD34+細胞分画における CD38-細胞の比

率と FISH法にて判明した Ph陽性率を掛け合わせることで算定した(図 7-8)。 

CML幹細胞数(/μl 骨髄液) 

＝ CD34+細胞数(/μl)×CD38-細胞比率×Ph陽性率 (%) 

CD34+細胞の定量には BD Stem Cell Enumeration Kit(BD biosciences、San Jose、

CA、USA)を使用した。骨髄液 100μlを BD Trucount tube(BD biosciences)に分

取し、FITC標識-抗ヒト CD45モノクローナル抗体及び PE標識-抗ヒト CD34モノ

クローナル抗体で二重染色した後 BD FACS Canto™ Ⅱ(BD Biosciences)にて

CD34+細胞数を算出した。残りの骨髄液から Lymphoprep™ (コスモ・バイオ(株)、

東京、日本)を用いて単核球を分離した後、Indirect CD34 MicroBead Kit 

(Miltenyi Biotec、Bergisch Gladbach、Germany)を用いて CD34+および CD34-

細胞分画をそれぞれ回収し、使用するまで-80℃にて凍結保存した。 

フローサイトメトリーによる幹細胞分画 のソーティングには、BD FACS Aria™ 

(BD Biosciences)を使用した。細胞標識に用いた抗ヒトモノクローナル抗体(い

ずれもマウス IgG1)は以下の通りである。PE 標識-抗 CD34 抗体(clone 581; 

BioLegend、San Diego、CA、USA)、APC 標識-抗ヒト CD38 抗体(clone HIT2; 

BioLegend)。CD34+生細胞中の CD38+/-各細胞分画をそれぞれ回収し、CD34+細胞
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に占める CD38-細胞の比率を算出した。  

分取した CD38+/-細胞は遠心分離による上清除去後にリン酸緩衝生理食塩水

(phosphate-buffered saline: PBS)で懸濁し、SHANDON CYTOSPIN3(Thermo Fisher 

Scientific、横浜、日本)を用いてスライド固定細胞数が 103～105になるように

サイトスピン標本を作製した。サイトスピン標本は（株）LSI メディエンス(東

京、日本)に送付して FISH法による BCR-ABL融合シグナルの検出を依頼し、CD34+ 

CD38±細胞における Ph陽性率を測定した。 
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図 7 CML幹細胞定量のアルゴリズム 

CML 幹細胞数は、CD34+細胞絶対数に CD34+細胞分画における CD38-細胞

の比率と FISH法にて判明した Ph陽性率を掛け合わせることで算定した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 8 CML幹細胞定量の実際の解析例 

   A:CD34+細胞の定量時の FACS解析。B:CD34+細胞における CD38-陰性細胞

の割合の計測。C:各 CD38±分画における Ph陽性率の測定。 

A

. 

B

. 

C

. 
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4-1-3 BIM 遺伝子多型の解析 

診断時の患者骨髄液から回収し凍結保存していた CD34-細胞より抽出した DNA

を使用した。100ng の DNA を鋳型に、TaKaRa LA Taq(タカラバイオ(株)、大津、

日本)用いて、後述のプライマーを使用し PCR を行った。PCRは、初期変性 96℃ 

30秒の後、変性 94℃ 15秒、アニーリング及び伸長 68℃ 8分の条件で 35サイ

クル繰り返し、最終伸長は 68℃ 16分行った。増幅産物は電気泳動にかけて遺

伝子多型の有無を確認した。 

 

4-2 DNA-PCR による MRD 定量法の開発 

4-2-1 対象患者 

東京大学医科学研究所附属病院にて治療経過中の慢性期 CML 患者 4 名を対象

とした。本研究計画はヒトゲノム倫理審査委員会(承認番号：24-27-0717)の承

認を得た後、対象症例への説明と同意取得を文書にて行った。試料については、

RQ-PCR 法による MRD 測定の検査目的で外来受診時あるいは入院中に採取した末

梢血の残余検体から抽出し 4℃に保存していた DNAを解析に供した。 
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4-2-2 切断点の同定 

患者特異的な PCR プライマーを設計するにあたり、まず Phクローンが主体を

占める時期の DNAを用いて BCR-ABL融合遺伝子の切断点を同定した。CMLの場合、

BCR遺伝子側の切断点のほとんど全てが M-bcrと呼称される exon 12～15を含む

5.8 kbの領域に集中しており、特に intron 13と 14がその大半を占める（図 9）。

ABL 遺伝子側の切断点は exon 2 の上流約 200kb の領域に分散しており、大多数

の症例において BCR-ABL融合遺伝子から転写される mRNAの融合パターンは、BCR 

exon 13(B2)または exon 14(B3)と ABL exon 2 (A2)が融合する B2A2、B3A2のい

ずれかとなっている。そこで、以下の①または②の方法を用いて切断点の同定

を試みた。 

方法① キメラ RNAのパターンが B2A2場合 HindIII、B3A2の場合 BamHI+BglII

で制限酵素処理後、セルフライゲーションさせた。生じた環状 DNA を鋳型とし

て、B2A2 の場合 exon 13、B3A2 の場合 exon 14 のそれぞれ 5’側に設定したプ

ライマーセットを用いて inverse PCRを行った(図 10)。PCR産物の電気泳動後、

転座アレルに相当するバンドから FastGene Gel/PCR Extraction Kit(日本ジェ

ネティクス(株)、東京)によって抽出した DNA をシーケンスすることによって切

断点を決定した。 
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方法② Ross DMらの報告[38]に従って、BCR exon 13と 14にそれぞれ forward 

primer、ABL の 5’上流から intron 3 の範囲に計 20 種類の reverse primer(図

11、表 4)を設定した。BCR 側の切断点（B2A2/B3A2）に応じて選択した forward 

primer と 20 種類の reverse primer およびコントロールとして精製蒸留水を用

い、計 21の組み合わせで LA (:long and accurate)-PCRを行った。増幅産物の

電気泳動後、いずれかのレーンで確認できたバンドから FastGene Gel/PCR 

Extraction Kit(日本ジェネティクス(株)、東京)によって抽出した DNA をシー

クエンスすることによって切断点を決定した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 9 M-bcrの遺伝子構造 

CMLの場合 BCR遺伝子側の切断点のほとんどは M-bcrと呼称される exon 

12～15を含む 5.8 kbの領域に集中している。 
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図 10 正常および転座アレルの inverse PCR 

キメラ RNA パターンが B2A2 の場合 HindIII、B3A2 の場合 BamHI+BglII

で制限酵素処理した後、セルフライゲーションさせた。生じた環状 DNA

を鋳型として、B2A2 の場合 exon 13、B3A2 の場合 exon 14 のそれぞれ

5’側に設定したプライマーセットを用いて inverse PCR を行った 

 

正常アレル 

転座アレル 
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図 11 プライマーの位置の概略 

BCR exon 13 と 14 にそれぞれ forward primer、ABL の 5’上流から

intron 3 の範囲に計 20種類の reverse primerを設定した。 

 

 

表 4 切断点決定用のプライマー一覧 
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4-2-3 患者特異的なプライマー作成 

シークエンスにより同定された切断点を跨ぐ約 100bp の領域を増幅するよう

なプライマーセットを設計した。Primer3(http://bioinfo.ut.ee/primer3- 

0.4.0/)を設計ツールとして用い、得られたプライマーセットの特異性の確認に

は e-PCR(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/ercr/)をマッピングツールとし

て用いた。レファレンス配列として BCR 遺伝子 intron 12 の 100bp 領域を設定

し、これを増幅するプライマーセットも同様に設計した。 

 

4-2-4 定量的リアルタイム PCR の条件 

定量的リアルタイム PCRは、SYBR Green PCR Master Mix(Applied Biosystems、

Foster City、CA、USA)を用いて行なった。PCR産物増幅中の SYBR Green の蛍光

は、ABI PRISM 7000 Sequence Detection System(Applied Biosystems)を用い

て可視化し測定した。 

定量的リアルタイム PCR の反応条件は、初期変性 95℃ 3 分の後、変性 95℃

10 秒、アニーリング (Pt1:58℃、Pt2:58℃、Pt3:57℃、BCR:60℃) 10 秒、伸

長 95℃ 30秒を 45 サイクル行なった。 

内部標準遺伝子には BCRを用いて、BCR-ABL の発現量は、 

BCR-ABL/BCR(%) = [1/2 ^{Cq値(BCR-ABL)-Cq値(BCR) }]*100 

の計算式により算出した(図 12)。 

http://bioinfo.ut.ee/


 31 

 

 

 

 

 

 

 

 

A.BCR 遺伝子におけるリアルタイム PCR の増幅曲線 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B.BCR-ABL 遺伝子におけるリアルタイム PCR の増幅曲線 

 

図 12 実際のリアルタイム PCRの 1例。A:BCR 遺伝子。B:BCR-ABL 遺伝子 

BCR-ABL/BCR(%) ＝ 1/2 ^(28.77-23.58) *100 

                      ≒ 2.74 % 

 

Cq 値：23.58 

Cq 値：28.77 
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4-3 DNA の抽出 

全ての DNA は患者骨髄液及び末梢血あるいは細胞株より、DNeasy Blood & 

Tissue Kit(Qiagen、Hilden、Germany)を用いて抽出した。 

 

4-4 電気泳動 

 分離用単体として 0.04Mトリス酢酸と 0.001M EDTAを溶解したトリス酢酸溶

液に 1％アガロースゲルを添加したものを、バッファーとして分離用単体に用い

たものと同じトリス酢酸溶液を、分子量マーカーとして 1kb DNA Ladder 

RTU(GeneDirex)を使用し、PCRにて得られた増幅産物の電気泳動を行った。泳動

後 1μg/mlの臭化エチジウムで染色した後 UV照射装置にてバンドの確認を行っ

た。 

 

4-5 統計処理 

すべての統計処理は EZR ソフトウェアをもとに Mann-Whitney U 検定を用いて

解析を行い、P 値が 0.05 未満のものを有意と判定した。また相関係数(:R)には

Spearmanの順位相関相関係数を用いた。 

 

 



 33 

4-6 プライマー塩基配列 

BIM-F: 5-CATAAATACCACAGAGGCCCACAG-3 

BIM-R: 5-GCCTGAAGGTGCTGAGAAAGCATG-3 

Pt.1-F:5’-ACCACGGGACACCTCTGAC-3’ 

Pt.1-R:5’-GCGCAATCAGAGAAGAAAATC-3’ 

Pt.2-F:5’-TCCCAGGGTTTCCTGTCATA-3’ 

    Pt.2-R:5’-GGAAAAGGGGCTTATTTCTGG-3’ 

  Pt.3-F:5’-CCCAAACCAAACCTATTATTCA-3’ 

Pt.3-R:5’-CAATTGTGGAGTTCATGAGATTAAA-3’ 

 Pt.4-F:5’-TTCACGCCAGACCACAATTA-3’ 

  Pt.4-R:5’-TTTTCAACTACAAATGGAACATTCA-3’ 

    BCR-F:5’-TCCCAGGGTTTCCTGTCATA-3’ 

BCR-R:5’-GGAAAAGGGGCTTATTTCTGG-3’ 
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5．結果 

5-1 新規 CML 患者における CML 幹細胞に関する解析 

 解析は 2012 年 8 月から 2015 年 3 月までに登録された 50 例を対象に行った。

そのうち診断時 CML 幹細胞の定量を行えたものは 43例であり、施行不可の原因

として同意撤回が 2 例、骨髄採取不可が 1 例、骨髄採取後から検体搬送の際の

不具合によるものが 2 例、回収された細胞が少なく評価不能であったものが 2

例であった。平成 27 年 3月の時点でニロチニブ投与開始より 3ヶ月経過したも

のが 39例、6ヶ月経過したものが 37例、12 ヶ月経過したものが 30 例、18ヶ月

経過したものが 22 例、24ヶ月経過したものが 7例であった。 

 

5-1-1 CD34+細胞と血液所見との相関 

相関の解析にあたり、CD34+細胞数、Ph陽性率及び CML幹細胞数を多い群と少

ない群の 2 群に分け比較する際、それぞれ平均値及び中央値を用いて分類した

(図 13、15、17)。CD34+細胞数を平均値(5952/μL)を用いて 2 群に分けた場合

(higher: H、lower: L)、白血球数(81.3 vs 23.4 /mL、p=0.026)に有意差を認

めた(p<0.05)。一方中央値を用いて 2 群に分けた場合には有意差を認めた項目

はなかった(表 5)。また CD34+細胞数と白血球数は正の相関を認めた(r=0.384、

p=0.012) (図 14)。 
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図 13 CD34+細胞における分布 

CD34+細胞数は個々の患者により大きなばらつき(7～48930/μl)が見ら

れたものの、その分布はおよそ平均値(5952/μl)を境に少ない群と多い

群に偏りが見られた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 14 CD34+細胞数と白血球数との相関 

CD34+細胞数と白血球数は正の相関が認められた(r=0.384、p=0.012)。 
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表 5 CD34+細胞数と血液所見における相違 
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5-1-2 幹細胞分画の Ph 陽性率と血液所見との相関 

FISH 法による Ph 陽性率は、CD34+CD38-細胞の分画が 97.3％(2-100%)であっ

たのに対し、CD34+CD38+細胞の分画は 98.8% (28.2-100%)であった。CD34+CD38-

細胞の分画の Ph 陽性率を平均値(82.0%)で分類した場合、有意差を認めたもの

は、赤血球数 409 vs 475 x104/μL、 p=0.005)、 Hb (11.9 vs 14.5 g/dL、 p=0.001) 、

Hct (38.8 vs 46.2%、p=0.007) 、%前骨髄球(1% vs 2%、p=0.011)、 %骨髄球 (8% 

vs 4%、p=0.046) および%後骨髄球 (5.5 vs 3.0%、p=0.048)であった。一方、

中央値(97.3%)で分けた場合、白血球数(50.3 vs 20.3 /mL、p=0.044)、赤血球

数 (394 vs 460 x104/μL、p=0.002)、 Hb (11.7 vs 14.2 g/dL、p=0.001) 、Hct 

(37.2 vs 44.5%、p=0.006)、さらに%桿状好中球(11.5 vs 4%、p=0.018)、 %分

葉好中球 (44.0 vs 56.0%、p=0.032) および%前骨髄球 (1.0 vs 1.5%、p=0.011)

で有意差が認められた(表 6)。Ph 陽性率と相関を認めたものは、正の相関が桿

状好中球(r=0.3471、p=0.023)であり、負の相関を認めたものは赤血球数

(r=-0.531、p=0.0002)、Hb (r=-0.599、p=2.29×10-5) (図 16)、Ht (r=-0.527、

p=0.003)、%分葉好中球 (r=-0.309、p=0.044)および%前骨髄球(r=-0.56、

p=0.019)であった。 
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図 15 Ph陽性率における分布 

多くの症例が Ph 陽性率は 90％以上とであった一方、一部には著しく

陽性率の低い症例も認められた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 16 Ph陽性率と Hbの相関 

Ph 陽性率と Hb との間では比較的強い負の相関関係を認めた 

(r=-0.599、p=2.29×10-5)。 
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表 6  Ph陽性率と血液所見における相違 
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5-1-3 CML 幹細胞と血液所見との相関 

CML幹細胞数を平均値(562/μL)で 2群に分けた場合、白血球数(94.5 vs  

22.9 /mL、p=0.009)で有意差が認められた。中央値(256/μL)で分けた場合には

白血球数(94.5 vs 22.9 /mL、p=0.009)、赤血球数 (407 vs 472 x104/μL、p=0.046)、 

Hb (11.7 vs 14.2g/dL、p=0.004) 、Hct (38.8 vs 44.5%、p=0.017)、%桿状好

中球分画(11.5 vs 4.0％、 p=0.028)、%リンパ球分画(8.0 vs 14.0 ％、

p=0.014)、 %前骨髄球(1 vs 1.5%、p=0.011)および%後骨髄球 (7.3 vs 5.0%、

p=0.047)で有意差を認めた(表7)。白血球数はCML幹細胞数と正の相関(r=0.435、

p=0.003)を認め、赤血球数(r=-0.312, p=0.042)、Hb(r=-0.33、p=0.031)および%

前骨髄球(r=-0.485、 p=0.049)と負の相関を認めた(図 18)。 
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図 17 CML幹細胞数における分布 

CML幹細胞数は個々の患者間で大きなばらつき(2～4028/μl)が見られた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 18 CML幹細胞数と白血球及び Hbの相関 

CML 幹細胞数と相関関係を認めた項目のうち、白血球数 (r=0.435、

p=0.003)や Hb(r=-0.33, p=0.031)と相関を認めた。 
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表 7  CML幹細胞数と血液所見における相違 
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5—1-4 治療効果との相関 

 CD34+細胞数、幹細胞分画の Ph 陽性率および CML 幹細胞数をそれぞれ平均値

および中央値で 2 群に分けた場合、いずれの治療チェックポイントでも

BCR-ABLISの値に有意差は認められなかった(表 8)。 

ニロチニブ投与により MMRを達成した全体の症例数はそれぞれ、治療開始 

3ヶ月後で 23%(9/39例)、6ヶ月後で 68%(25/37例)、12ヶ月後で 67%(20/30例)、

18ヶ月後で 86%(19/22 例)、24ヶ月後で 100%(7/7 例)あった。CML 幹細胞数を中

央値で分けた場合の比較(H vs L)では、治療開始 3 ヶ月後に MMR を達成した割

合は 14%(3/21例) vs 33%(6/18例)、6ヶ月後が 53%(10/19例)vs 39%(7/18 例)、

12ヶ月後が 0%(0/17例)vs 8%(1/13例)、18ヶ月後が 7%(1/15例) vs 0%(0/7例)、

24ヶ月後ではどちらの群でも見られなかった。MMR累積達成率は、3ヶ月時点で

14%(3/21例) vs 33%(6/18 例)、6ヶ月時点で 63%(12/19例) vs 72%(13/18 例)、

12 ヶ月時点で 71%(12/17 例) vs 62%(8/13 例)、18 ヶ月時点で 87%(13/15 例 vs 

86%(6/7例))、24ヶ月時点で 100%(5/5例) vs 100%(2/2例)であり、両群で有意

差は認められなかった (図 19-20)。 

MR4.0を達成した全体の症例数はそれぞれ、3ヶ月時点で 10%(4/39 例)、6ヶ月

時点で 49%(18/37 例)、12 ヶ月時点で 60%(18/30 例)、18 ヶ月時点で 77%(17/22

例)、24ヶ月時点で 100%(7/7例)であった。中央値で分けた場合の比較(H vs L)
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では、MR4.0の達成に要した期間において、3 ヶ月時点が 5%(1/21例) vs 17%(3/18

例)、6ヶ月時点が 42%(8/19例) vs 39%(7/18 例)、12ヶ月時点が 17%(3/17 例) vs 

8%(1/13例)、18ヶ月時点が 13%(2/15例) vs 0%(0/7 例)、24ヶ月時点ではどち

らの群でも見られなかった。また累積到達率は 3 ヶ月時点で 5%(1/21 例) vs 

17%(3/18 例)、6 ヶ月時点で 42%(8/19 例) vs 56%(10/18 例)、12 ヶ月時点で

59%(10/17例) vs 62%(8/13 例)、18ヶ月時点で 73%(11/15例) vs 86%(6/7 例)、

24 ヶ月時点で 100%(5/5 例) vs 100%(2/2 例)であり、有意差は認められなかっ

た(図 21-22)。 

CMR の全体での達成率はそれぞれ、3 ヶ月時点で 8%(3/39 例)、6 ヶ月時点で

27%(10/37例)、12ヶ月時点で 33%(10/30例)30例中 10例、18ヶ月時点 45%(10/22

例)、24 ヶ月時点で 71%(5/7 例)であった。中央値で分けた場合(H vs L)、CMR

の達成に要した期間においては、3ヶ月時点で 5%(1/21例) vs 11%(2/18 例)、6

ヶ月時点で 16%(3/19例) vs 28%(5/18例)、12ヶ月時点で 6%(1/17例) vs 8%(1/13

例)、18ヶ月時点で 13%(2/15例) vs  0%(0/7例)、24ヶ月時点で 40%(2/5例) vs 

0%(0/2 例)であった。累積到達率にいたっては 3 ヶ月時点で 5%(1/21 例) vs 

11%(2/18例)、6ヶ月時点で16%(3/19例) vs 39%(7/18例)、12ヶ月時点で24%(4/17

例) vs 46%(6/13例)、18ヶ月時点で 40%(6/15 例) vs  57%(4/7例)、24ヶ月時

点で 80%(4/5例) vs 50%(1/2例)であり、明らかな有意差は認められなかった(図
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23-24)。 

MMR、MR4.0、CMR それぞれを達成した症例に限って検討した場合、達成期間に

おいては、CML 幹細胞の少ない群の方が 3 ヶ月時点で MMR および MR4.0達成した

割合は多く、またより早期に CMR に到達する可能性が示唆されたが明らかな有

意差は認められなかった(図 25)。 

 CML幹細胞数を平均値で 2群に分けて解析した結果、いずれのチェックポイン

トにおける MMR、MR4.0、CMR 各到達率も多い群と少ない群で有意差は認められな

かった。 
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表 8  CD34陽性細胞数、Ph陽性率および CML幹細胞数におけるニロチニブに 

よる治療効果の比較 

CD34陽性細胞数 

  
平均値 

P値 
中央値 

P値 
N=33 N＝10 N=21 N＝22 

診断時 64 77.66 0.059 64.44 68.85 0.838 
3 ヶ月 0.3122 0.7016 0.531 0.486 0.2781 0.565 
6 ヶ月 0.0092 0.0131 0.603 0.0218 0.0075 0.488 
12 ヶ月 0.0046 0.0087 0.575 0.0054 0.0067 0.816 
18 ヶ月 0.0033 0.0046 1 0.0032 0.0046 0.416 
24 ヶ月 0.0032 0.0032 1 0.0041 0.0032 0.35 

Ph陽性率 

  
平均値 

P値 
中央値 

P値 
N=9 N＝34 N=21 N＝22 

診断時 64.03 68.83 0.353 64.44 69.37 0.463 
3 ヶ月  0.1647 0.4351 0.207 0.2881 0.401 0.347 
6 ヶ月 0.0131 0.0092 1 0.0089 0.022 0.396 
12 ヶ月 0.005 0.0063 0.937 0.0039 0.0106 0.433 
18 ヶ月 0.0046 0.0033 0.869 0.0033 0.0049 0.469 
24 ヶ月 0.0032 0.0032 0.469 0.0032 0.0032 0.826 

CML幹細胞数 

  
平均値 

P値 
中央値 

P値 
N=32 N＝11 N＝22 N=21 

診断時 64.97 69.38 0.651 64.05 69.37 0.283 
3 ヶ月  0.3161 0.316 0.913 0.352 0.3122 0.833 
6 ヶ月 0.0173 0.0082 0.972 0.0091 0.173 0.579 
12 ヶ月 0.0067 0.0063 0.969 0.0061 0.0102 0.753 
18 ヶ月 0.0052 0.0102 0.58 0.0038 0.0071 0.701 
24 ヶ月 0.0037 0.0041 0.971 0.0032 0.0041 0.657 
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図 19 MMR達成に要した期間 

MMRの達成に要した期間の比較(H vs L)では、3ヶ月時点で 14%(3/21例) 

vs 33%(6/18 例)、6ヶ月時点で 53%(10/19 例)vs 39%(7/18 例)、12ヶ月

時点で 0%(0/17 例)vs 8%(1/13例)、18ヶ月時点で 7%(1/15 例) vs 0%(0/7

例)、24ヶ月時点ではどちらの群でも見られなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 20 MMR累積到達率 

MMRの累積到達率(H vs L)は、3ヶ月時点で 14%(3/21例) vs 33%(6/18

例)、6 ヶ月時点で 63%(12/19 例) vs 72%(13/18 例)、12 ヶ月時点で

71%(12/17 例) vs 62%(8/13 例)、18 ヶ月時点で 87%(13/15 例) vs  

86%(6/7例)、24ヶ月時点で 100%(5/5 例) vs 100%(2/2例)であった。 
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図 21 MR4.0達成に要した期間 

MR4.0の達成に要した期間 (H vs L)は 5%(1/21例) vs 17%(3/18 例)、6

ヶ月時点で 42%(8/19 例) vs 39%(7/18 例)、12 ヶ月時点で 17%(3/17

例) vs 8%(1/13 例)、18 ヶ月時点で 13%(2/15 例) vs 0%(0/7 例)、24

ヶ月時点ではどちらの群でも見られなかった。 

図 22 MR4.0累積到達率 

MR4.0 の累積到達率(H vs L)は、3 ヶ月時点で 5%(1/21 例) vs 17%(3/18

例)、6 ヶ月時点で 42%(8/19 例) vs 56%(10/18 例)、12 ヶ月時点で

59%(10/17例) vs 62%(8/13例)、18 ヶ月時点で 73%(11/15例) vs 86%(6/7

例)、24ヶ月時点で 100%(5/5例)vs 100%(2/2 例)であった。 
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図 23 CMRの達成に要した期間 

CMR の達成に要した期間(H vs L)は、3 ヶ月時点で 5%(1/21 例) vs 

11%(2/18例)、6ヶ月時点で 16%(3/19 例) vs 28%(5/18例)、12ヶ月時

点で 6%(1/17 例) vs 8%(1/13 例)、18 ヶ月時点で 13%(2/15 例) vs  

0%(0/7例)、24ヶ月時点で 40%(2/5 例) vs 0%(0/2例)であった 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 24  CMR累積到達率 

CMR 累積到達率 (H vs L)は、3 ヶ月時点で 5%(1/21 例) vs 11%(2/18

例)、6 ヶ月時点で 16%(3/19 例) vs 39%(7/18 例)、12 ヶ月時点で

24%(4/17例) vs 46%(6/13例)、18ヶ月時点で 40%(6/15例) vs  57%(4/7

例)、24ヶ月時点で 80%(4/5例) vs 50%(1/2 例)であった 
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図 25 MMR、MR4.0、CMR 到達症例における累積到達率 

CML 幹細胞数の少ない群の方が MMR および MR4.0において 3 ヶ月時点で

達成した割合は多く、またより早期に CMR に到達する可能性がが示唆

されたものの、明らかな有意差は認められなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

0 5 10 15 20

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

MMR

C
u

m
u

la
ti
v
e

 i
n

c
id

e
n

c
e

Ph細胞数中央値 : Competing events

0 : 1 1 : 1

P=0.16 

0 5 10 15 20

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

MR4.0

C
u

m
u

la
ti
v
e

 i
n

c
id

e
n

c
e

Ph細胞数中央値 : Competing events

0 : 1 1 : 1

P=0.505 

0 5 10 15 20

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

CMR

C
u

m
u

la
ti
v
e

 i
n

c
id

e
n

c
e

Ph細胞数中央値 : Competing events

0 : 1 1 : 1

P=0.077 

MMR                          MR4.0                        CMR    



 51 

5-1-5 BIM について 

BIMの遺伝子多型がTKI感受性に影響を及ぼすことが報告されている[29]こと

から、今回 N-road試験登録症例のうち同意が得られた 12例に対し、BIMの遺伝

子多型の有無を検討した。陰性コントロールと陽性コントロールにはそれぞれ

K562細胞株と KCL22 細胞株を用いた[29]。解析した 12例のうち、2例に BIM遺

伝子のヘテロの欠失多型が認められた(図 26)。 

ニロチニブによる治療効果との相関の解析を試みたが、症例数が少なかった

ことからいずれのチェックポイントでも有意差は認められなかった。 

 

 

 

 

 

 

図 26 各患者及び細胞株における遺伝子多型の有無 

解析した 12 例のうち、2 例に BIM遺伝子のヘテロでの欠失が認められた 
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5-2 MRD について 

5—2-1 対象患者 

解析した 4例の治療内容は、Pt.1が第 2 世代 TKI継続、Pt.2が抵抗性のため

各 TKI 使用後ハイドロキシウレアへ変更、Pt.3 が抵抗性のため第 3 世代 TKI か

ら同種造血幹細胞移植、Pt.4が第 2世代 TKI 継続であった。 

 

5-2-2  切断点の同定 

各患者の末梢血より抽出したDNAを用いて方法①または方法②によりBCR-ABL

融合遺伝子の切断点をシークエンス解析にて同定した。その際使用した各々の

プライマーは以下のとおりである(表 9)。シークエンス結果をもとにプライマー

を下線部に設定した(黒：BCR、赤：ABL)(表 10)。 

 

表 9 シークエンシングに使用したプライマー 

 キメラ RNAパターン プライマー 

Pt.1 B3A2(Exon14) F-14 

Pt.2 B2A2(Exon13) F-13 

Pt.3 B3A2(Exon14) F-14 

Pt.4 B3A2(Exon14) F-14 
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表 10 各症例におけるシークエンスの結果 

Pt1 

GAGGAGGGTTGCAGCGGCCGAGCCAGGGTCTCCACCCAGGAAGGACTAATCGGGCAGGGTGTGGGGAAAC

AGGGAGGTTGTTCAGATGACCACGGGACACCTCTGACCCTGGCCGCTGTGGAGTGGGTTTTATCAGCTTC

CATACCCAAACAGAAATACCCTTAAGGATTTTCTTCTCTGATTGCGCTAAATCTATAGGTTTCTTTGATC

CTAGAAATGAATAATAGAATATAAAGAATT 

 

Pt2  

ATCAATAAGGaAGGTGGGCCCCCCCGTTTCCGTGTACAGGGCACCTGCAGGGAGGGCAGGCAGCTAGCCT

GAAGGCTGATCCCCCCTTCCTGTTAGCACTTTTGATGGGACTAGTGGACTCCTGAGCTCAGGCCAGGCAA

TCTGCCTGCCTCAGCCTCCCAATGTTCTAGGGTACAGGCATGAGCTACTGTGCCTGGCCCAGTTAGTGAT

TTTTAAATTGTAGTTCCTTAAATGAGTATT 

 

Pt3 

CCTTGCCTCCCTGTTACCTTTCTTTCTATCTCTTCCTTGCCCCGTGCACTCAACCTTGCATCCCCAAACC

AAACCTATTATTCATGGACCCCAAACTTGTTCCTCTTATGTCCTGTCCCTTTGAAATCTGACATTTTTTT

AATCTCATGAACTCCACAATTGTCTGATTATTAAAGTCCTGCTTACTTGACTGTGACTAAAATTCTACTT

TCAGAAGAGTAGAATGTACCCCTACCAAAT 
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Pt4 

AATTCCACAGAGCGGGCAGGGGCATCGCATGAGGTGCTGGTGTTCACGCCAGACCACAATTAGGTGTTTA

ATTTTTAAAAAGAAAGTTACAACCTTTTTTTTTTATTTTTATTTCTTCTGTAAAATTTCAGTCTTCTGAC

ATTTTCCTAAACTAATTTTATGGCCCAGCATATAACCTGTCTTAGTGAATGTTCCATTTGTAGTTGAAAA

AAGTTTGTGTTGTTGCATGTAGTTTTCTAT 

 

5—2-3 リアルタイム PCR 

 治療経過中に採取・保存された患者 DNA を使用し、それぞれ前述のプライマ

ーを用いてリアルタイム PCR を行い、その経時的変化を解析した。Pt.1 におい

ては設計したプライマーでの至適条件の設定が困難で、電気泳動時の PCR 産物

のバンドが単一でなかったため、Pt.2～4の 3例の解析を行った。またそれらの

結果(DNA法)と RQ-PCR法による従来の方法(mRNA法)による結果と比較検討した

(図 27-29)。グラフは横軸に観察期間、縦軸に BCR-ABL/BCR または ABL(%)の定

量値を対数表示したものとした。 

Pt.2の場合、すでに CyRのレベルで効果不十分であったことから、mRNA法に

よる測定は 1 ポイントのみの施行であった。そのため DNA 法との比較は困難で

あった。Pt.3の場合、全体の経過では DNA 法と mRNA法とでほぼ同様の結果が得

られた。しかし、造血幹細胞移植後の検査では mRNA法では PCRでの増幅が確認
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されなかった一方、DNA 法では MRD を検出することができた。P.4 の場合、DNA

法と mRNA法とでは BCR-ABL遺伝子量の変化は同様の傾向を示し、経時的変化に

相関が認められた(R=1)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 27 Pt.2における BCR-ABL遺伝子量の経時的変化 

グラフは横軸に月日、縦軸に BCR-ABL/BCR(%)を対数表示したものとし

た。Pt.2の場合、すでに CyRのレベルで効果不十分であったことから、

mRNA法での定量は 1ポイントのみの施行であった。 
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図 28 Pt.3における BCR-ABL発現量の経時的変化 

14ヶ月時の検査は mRNA法による測定は行われなかったが、およそ DNA

法とで同様の結果となった。19ヶ月時の検査では mRNA法では PCRでの

増幅が確認されなかったが、DNA法では検出可能であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 29 Pt.4における BCR-ABL発現量の経時的変化 

    Pt.4の場合、DNA法および mRNA法とで同様の経時的変化を示した。 
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6 考察 

診断時の CML 幹細胞は診断時の白血球数や貧血等の血液所見および TKI によ

る治療効果と相関することが報告されている [28]。そこで今回私は CML幹細胞

を中心として、ニロチニブを用いた初発慢性期 CML 患者に対する治療効果に影

響を及ぼしうる因子の解析および血液所見との相関を検討した。その際、各因

子を 2 分するにあたり平均値及び中央値を用いた理由として、いずれの因子の

分布も一様ではなく、概して 2 峰性となっており(図 13、15、17)、平均値を用

いることで、それぞれの群の特徴を表すことができると考えたからである。 

CD34+細胞と血液所見との相関において、2 群に分けた際平均値(5952/μl)を

用いた場合のみ有意差が認められた理由として、CD34+細胞数は個々の患者によ

り大きなばらつき(7～48930/μl)が見られたものの、その分布はおよそ平均値

を境に少ない群と多い群に偏っており(図 13)、中央値(2360/μl)で分けた場合

よりも各々の群の特徴を有効に表すことができたからと考えられた。 

 Ph 陽性率においては Hb と比較的強い相関関係が認められ、Ph 陽性率が高い

症例ほどより重度の貧血となる傾向が見られた。このことは Ph陽性率が低い症

例は正常な骨髄幹細胞が多く残存していることを意味し、そのため貧血は認め

られないか、もしくは軽微となったと考えられた。2群に分けて解析した結果で

は、有意差が認められた項目は平均値(82%)で分けた場合、白血球数、赤血球数、
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Hb、Hct および各成熟段階の白血球分画であり、中央値(97.3%)で分けた場合に

はそこへ白血球数が加わったが、平均値及び中央値で分類したそれぞれの結果

に大きな相違は見られなかった。その理由として、CD34+細胞数同様、分布には

ばらつきが見られたものの(2～100％)、多くの症例が 90％を超えており、平均

値と中央値どちらで分類しても各群の特徴としてはそれぞれ大きな違いがなか

ったと考えられた。 

 また CML 幹細胞数は症例間で大きな差が見られたが、BCR-ABLIS(%)や socal 

score等との相関は認められず、予後や病態との関係は現在までのところ不明で

あり、今後の解析を待つ必要が考えられた。また CML幹細胞数を平均値(562/μ

l)で分けた場合、血液所見において有意差が認められた項目は白血球数のみで

あったが、中央値(251/μl)で分けた場合、赤血球数や Hb、Hct、各成熟段階の

白血球分画で有意差が認められた。これは平均値で分けた場合は Ph陽性率での

結果と同様の傾向を示しており、一方中央値で分けた場合は CD34+細胞数での結

果に相似していた。このような違いが生じた原因として、今回の結果では大半

の症例が Ph 陽性率が 90％を超えており、概ねほぼ一律とみなすことができる。

そうなるとCML幹細胞数はその算出の方法上 CD34+細胞数の影響を大きく受ける

ため、CML幹細胞数における結果は CD34+細胞数における結果と同様の傾向を示

したことが考えられた。しかし、CML幹細胞数を中央値で分けた場合、細胞数の
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少ない群に Ph陽性率の低い症例が集まっているため、Ph陽性率の影響が大きく

なり、Ph陽性率における結果に相似したものと考えられた。 

12ヶ月時点での MMR到達率、CMR到達率は 67%(20/30例)、33%(10/30 例)であ

り、24 ヶ月時点ではそれぞれ 100%(7/7 例)、 71%(5/7 例)であった。この結果

は、ニロチニブおよびイマチニブを用いた第Ⅲ相比較試験での治療成績[13]よ

り良好なものであったが、実際のニロチニブ投与量は服薬コンプライアンスや

治療反応性および副反応に応じた投与量の増減等により同等とは考えにくく、

また本臨床試験においては全観察期間が終了していないことから一概には比較

できず今後更なる解析が必要と考えられた。 

CML幹細胞数とニロチニブによる治療効果に相関は認められず、これはイマチ

ニブおよびダサチニブを使用した過去の報告[28]とは異なる結果であった。こ

の理由として、ひとつにはニロチニブは CML 幹細胞数に影響されない、一定の

有効性を有する可能性が考えられた。また別の理由として、イマチニブおよび

ダサチニブを用いた研究では CD34+CD38-細胞における Ph 陽性率(%)と治療効果

との相関を解析しており、そのため CML 幹細胞数(/μl)を用いた本研究とは異

なった結果となった可能性が考えられた。 

一方、CML幹細胞数を中央値で 2群に分けた場合、3ヶ月時点での MMR、MR4.0、

CMRの達成に要した期間は多い群と少ない群でそれぞれ MMRが 14%(3/21例)およ
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び 33％(6/18例)、MR4.0が 5%(1/21例)および 17%(3/18例)、CMRが 5%(1/21例)

および 11%(2/18 例)であり、累積到達率には両群の間で明らかな有意差は認め

られなかったものの、CMRを達成した症例においては CML幹細胞の少ない症例の

方がより早期に達成する可能性が示唆され、CML幹細胞の多い症例にいたっては

より注意深く治療効果を見ていく必要も考えられた。 

 BIM の遺伝子多型は東洋人に特異的であり、その割合はおよそ 10％とされて

いる[29]が、本研究においても解析された症例数は 12例と少ないもののそのう

ちの 17%(2/12 例)に認められ、大きな違いは見られなかった。治療効果との相

関においては同症例数の少なさが原因により明らかにすることができなかった

ため、今後症例数の増加を待って再度解析する必要があると考えられた。 

 MRDの評価方法で用いる内部標準遺伝子は、BCR-ABL遺伝子と発現レベルや安

定性が類似しており、プライマーがクロスしないこと等が条件とされ、ABL、BCR、

β-glucironidase(GUSB)の 3 遺伝子が推奨されている[37]。IRIS 試験では BCR

が用いられており[40]、今回は BCRを採用した。 

今回解析可能であった 3 症例のうち Pt.2 においては mRNA法による結果が 1 点

であったことから DNA 法との経時的変化の比較はできなかった。Pt.3 および

Pt.4 においては DNA 法と mRNA 法による結果ではほぼ同様の傾向が認められ、

DNA 法は正確性を備えたものであると考えられた。また Pt.3 の場合、mRNA法で
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は検出できなかった時点があったことに対し、DNA法では検出が可能であったこ

とから、感度においても優れていると考えられた。 

BCR、ABL 両遺伝子は血球の分化段階や分化系列によらず造血系においては

広範に発現することが知られているが、その発現制御には不明な点が多く、分

化段階や分化系列等によって個々の細胞における発現レベルは均一ではないと

思われる。従って、mRNA法による結果は残存する Phクローンの量を必ずしも反

映しない。また、転写活性が抑制されている状態では CML 細胞が残存していて

も、それを検出することは困難と考えられる。Pt.3においては mRNA 法で検出で

きなかった時点は造血幹細胞移植後間もない状況であったことがその原因とし

て考えられた。 

Pt.2 および Pt.4 において DNA 法と mRNA 法との測定値に差が認められたが、

その理由として患者毎に設計したプライマーによる増幅効率の違いが考えられ、

感度に与える影響について今後検討していく必要があると考えられた。 

以上のことから、今回考案した DNA法は検討および改善の余地があるものの、

転写活性に関わらず、血中に CML 細胞が残存していれば安定してその存在を検

出することが可能であり、造血幹細胞移植後の再発の評価や、CMR 到達後におい

て TKIの中止のモニターとして有用となる可能性が示唆された。 

また mRNA法では複数の操作手順を経て測定されるため、偽陽性となるリスク
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が少なからず残る一方、DNA法においては患者特異的なプライマーを用いるため

その可能性は低くなるメリットがある。DNA 法は、BCR-ABL遺伝子の切断点を患

者毎に同定する必要があり、その点において開始時は mRNA法より時間を要する

デメリットはあるものの、一度切断点を同定し必要なプライマーが設計されれ

ば、治療開始後の測定に至っては簡便であると考えられた。小児急性リンパ性

白血病においては DNA 法を用いた MRD の測定結果に基づくリスク別の治療法の

決定は欧米ではすでに標準となっており[41-42]、今後症例数を増やした更なる

解析により、CMLにおいても DNA 法を用いたより高感度な MRDの評価法の臨床へ

の導入が期待される。 
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7 結論と今後の展望 

 これまで CML 幹細胞は診断時の白血球数や貧血と相関することが報告されて

おり、本研究においても同様の結果が示された。一方、TKIによる治療効果にお

いては CML 幹細胞数による有意差は認められなかったものの、より細胞数の少

ない症例の方が早期に MMRを達成する可能性が考えられた。 

 BIMの遺伝子多型によるTKI抵抗性の研究は他の悪性腫瘍においては研究が進

められているが、CML に関する報告は少ない。今回治療効果との相関は示すこと

ができなかったが、今後の症例数の増加を待って再度解析し、TKI における抵抗

性が示唆された場合には、治療方針を決定する上で重要な因子となる可能性が

あると考えられた。 

 今回考案した CML における MRD の評価方法は、その正確性及び感度の面から

有用であると考えられた。また無治療寛解時や移植後のモニターおよび TKI 治

療患者における治療中止の判断としての有用性が示唆された。 

また本研究は、ゲノム情報にもとづくオーダーメイド医療の一環として位置

づけられ、従来法とは異なった特徴を有する MRD の評価方法の有用性を示すこ

とによって、CML 治療への貢献が期待された。 
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