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【要旨】 

治療抵抗性の急性骨髄性白血病 (AML)は多剤併用化学療法が無効であ

り、その予後は不良である。本研究では、当科において集積した治療抵抗性 AML

の腫瘍サンプルを用いて次世代シークエンサーによる変異解析を行うことによ

り、治療抵抗性 AMLでは治療感受性 AMLに比較して BCOR変異の出現頻度が

有意に高いことを明らかにした。また BCOR をノックアウトしたヒト白血病細

胞株においては抗がん剤感受性が低下することを示した。これらの結果から、

BCOR変異が AMLの治療抵抗性に寄与している可能性があり、新たな治療標的

として有望であると考えられた。 

  



3 

 

【序文】 

急性骨髄性白血病 (acute myeloid leukemia: AML)は造血器悪性腫瘍の一

種で、未熟な造血前駆細胞が腫瘍化することによって発症すると考えられてい

る。骨髄中での白血病細胞のモノクローナルな異常増殖により正常造血が著し

く抑制され、顆粒球減少、貧血、血小板減少に伴う多彩な症状を呈する。顆粒

球減少による感染症、血小板減少による出血傾向、凝固障害による出血、臓器

不全、また白血病細胞の臓器浸潤などの症状が認められ、診断後速やかに適切

な治療がなされない場合には致死的となりうる重篤な疾患である。 

従来、AML の診断は形態学的な特徴に基づいた French-American-British 

(FAB)分類に従ってなされてきた[1]。近年においては染色体分析の発展によって

AMLに特徴的な染色体異常が同定されるに伴い、形態学的特徴に加えて染色体

異常も加味した新しい診断基準が用いられるようになってきている[2]。特に頻

度の高い染色体異常としては、 t(15;17)(q24.1;q21.1)、 t(8;21)(q22;q22)、

inv(16)(p13.1q22)/t(16;16)(p13.1;q22)などが挙げられ、これらの異常を有するAML

は形態学的な特徴を共有するとともに有意な予後規定因子であることも報告さ

れており診断における重要性が高まっている[3][4][5][6]。また、現在ではその他

にも多くの染色体異常と臨床的特徴や予後との相関が報告されており、今後さ

らに細分化された分類がなされていくと考えられる[7][8][9][10][11][12][13]。従

来治癒を目的とした AML に対する治療には多剤併用化学療法が行われている。
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現在主流となっているのはイダルビシン (idarubicin: IDR)もしくはダウノルビ

シン(daunorubicin: DNR)などのアントラサイクリン系抗がん剤とシタラビン

(cytarabine, AraC)による 2剤併用化学療法 (IDR/DNR+AraC)であり、世界的にも

標準治療となっている[14][15]。本邦における大規模臨床試験によると IDR+AraC

による初回寛解導入療法により 78.2%の症例は完全寛解 (complete remission: 

CR)に至り、5 年生存率は 48%と比較的良好な治療成績が報告されている[16]。

特に AMLの中でも一部の予後良好群においては、IDR+AraC による初回寛解導

入療法に引き続き大量 AraC 療法による地固め療法を数コース行うことにより、

化学療法のみで治癒する症例が存在することも明らかとなってきている[17][18]。

一方、寛解導入療法により CR に至ったもののその後再発した症例や、寛解導入

療法により CR に至らなかった症例については、その後の多剤併用化学療法に対

しても抵抗性であることが多い。このような難治性 AMLに対しては造血幹細胞

移植を含めた救援療法が試みられているが、今のところ十分な治療効果は得ら

れておらず[19][20][21][22][23][24]、白血病の診療を進める上で未だに大きな問

題となっている。 

 近年、次世代シークエンサーを用いた解析により新規の白血病関連遺伝

子の発見や、腫瘍のクローン進化に関する新たな知見が相次いで報告されてき

ている。2008 年にヒトの腫瘍に対する初めての全ゲノムシークエンスが AML

の検体を用いて行われ[25]、以降 AMLの新たな原因遺伝子の候補が数多く報告
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されている[26][27][28][29]。2013 年には米国の National Cancer Institute (NCI) 主

導の大規模がんゲノム解析プロジェクトである The Cancer Genome Atlas (TCGA) 

より初発 (de novo) AML 200例における全ゲノム/エクソン解析の結果が報告さ

れ de novo AMLにおける遺伝子異常がほぼ明らかとなった(Figure 1) [30]。これ

らの全ゲノム/エクソンシークエンスにより得られた大量のデータは、上述した

染色体異常に加えて遺伝子異常を加味することによるさらに詳細な予後因子の

抽出、頻度の高い遺伝子異常に対する特異的な新規治療薬の開発など AML治療

の進展に大きく寄与することが期待されているが、現状においては臨床的なブ

レイクスルーには未だ至っていない。その原因の一つとして、全ゲノム/エクソ

ンシークエンスが明らかにしたように AML 自体が分子学的にも極めて多様性

に富んだ疾患であるため、こうした網羅的ゲノム解析から得られる大量の情報

と各症例の詳細な臨床情報を結び付け、そこから意義を見出すことが困難にな

っている点が挙げられる。今後、次世代シークエンサーによるゲノム解析で得

られた大量のデータを実際に臨床へ直結させていくためには、臨床的な観点か

ら対象症例を絞り込んでいくことが重要な手法となりうると考えられた。そこ

で私は AMLの中でも臨床的に最も予後が悪いとされる治療抵抗性 AMLに注目

し、これらの症例に絞って全エクソンシークエンスによる変異解析を行うこと

で AMLの治療抵抗性に寄与する遺伝子変異を同定することを目的とし、本研究

を開始することとした。 
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Figure1. TCGAによる de novo AML200 検体における全ゲノム・エクソン解析 

de novo AMLにおける遺伝子変異の種類、頻度はほぼ明らかとなりつつある。 
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【研究方法】 

 

1. 対象検体の選定 

 本研究は東京大学 ヒトゲノム・遺伝子解析研究倫理審査委員会の承認

を受けて施行された（造血器腫瘍における遺伝子異常の網羅的解析 承認番号: 

2341）。 

東京大学医学部附属病院血液・腫瘍内科において AML (急性前骨髄性白

血病を除く)と診断され、2回の寛解導入療法 (IDR: 12 mg/m
2
 for 2-3 days  AraC:  

100 mg/m
2
 for 5-7 days)によっても CR に至らなかった治療抵抗性 AMLの 6症例

を探索群 (discovery cohort)として選定し、初発時および治療不応期のサンプルよ

り genomic DNA (gDNA)を抽出し全エクソン解析を行った。さらに discovery 

cohort において検出された候補遺伝子をさらに多数例で解析することを目的と

して、のべ 68例の AMLを検証群(validation cohort)として選定し、初発時、治療

不応期、再発時などのサンプルより gDNA を抽出した。また各検体に対応する

正常 gDNAとして頬粘膜もしくは CD3陽性 T細胞より gDNAを抽出して、腫瘍

サンプルに対する正常コントロールとした。 

 

2. 患者検体からの gDNA抽出  

患者検体からの gDNA 抽出は QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN)を用いて

行った。白血病細胞を含む骨髄液を採取直後に Pancoll (PAN BIOTECH)を用いて
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密度勾配遠心分離法により単核球層を分離・回収し-80度のディープフリーザー

に凍結保存した。gDNA 抽出直前に凍結検体の一部を融解し上記のキットを用い

て gDNA を抽出した。使用する細胞数は少なくとも 1×10
5細胞以上を目標とし

た。回収した細胞を 200 Lのリン酸緩衝生理食塩水 (PBS)に再懸濁したのち、

上記のキットによりメーカー推奨のプロトコールに従って gDNA を抽出し、最

終的に 50 Lの溶出バッファーに溶出した。抽出した gDNAは Nanodrop (thermo 

fisher scientific)および Qubit (thermo fisher scientific)を用いて精製度の確認、核酸

濃度の定量を行った。凍結単核球から十分量の gDNA が抽出できなかった症例

においては、骨髄塗抹標本からの gDNA抽出を行った。抽出は QIAamp DNA Mini 

Kit および QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (QIAGEN)を用いてプロトコールを一部

改変して行った。スライドガラスに塗抹されている骨髄標本を剥離し、1.5 mL

のエッペンチューブに回収した。200 Lの Buffer ATL、20 Lの proteinase K を

添加し十分にボルテックスした後、ヒートブロックにて 70度で 3 時間インキュ

ベートした。さらに 200 Lの Buffer ALを添加しボルテックスした後、ヒート

ブロックにて 56度で 10分間インキュベートした。200 Lの 100%エタノールを

加えボルテックスした後、上記のキット付属の QIAamp MinElute Column に添加

した。以降はメーカー推奨のプロトコールに従って gDNA 抽出を行い、最終的

に 30 Lの溶出バッファーにて溶出した。 
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3. 次世代シークエンサーによる解析 

[3-1] 探索群 (discovery cohort)における全エクソン解析 

6 例の治療抵抗性 AML の初発時、治療不応期の gDNA とそれに対応す

る正常 gDNAについて計 18サンプルを用いて全エクソン解析を行った。100 ng

の gDNAと Ion AmpliSeq Exome Kit (Life technologies)を用いてメーカー推奨のプ

ロトコール通りにシークエンス用のライブラリ作製を行った。調整したライブ

ラリは 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies)を用いて定量を行った後 100 pM に

希釈した。完成したライブラリは Ion OneTouch 2 (Life technologies)および Ion 

Proton (Life technologies)を用いてメーカー推奨のプロトコール通りにシークエ

ンスを行った。得られたシークエンスリードは Ion Torrent Server (Life 

technologies)のソフトウェア Torrent Suiteにてヒトリファレンス配列 (hg19)にマ

ッピングを行った。変異解析は Ion Torrent Server より得られた BAM ファイルを

用いて Ion Proton/PGM 専用の変異解析ソフトである Ion Reporter (Life 

technologies)により行った。Workflowは”AmpliSeq Exome tumor-normal pair”を用

いて解析を行った。Ion Reporterにて解析後の TSV ファイルをダウンロードし、

以下の条件に該当する変異は除去した。 

・アミノ酸置換を伴わない変異 

・coverageが 20未満の変異 

・dbSNP138 において minor allele frequency (maf) > 0.01以上の変異 
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・variant allele frequency (VAF) が 0.1未満の変異 

・正常 DNAにおいて VAFが腫瘍サンプルの 1/2 以上の変異 

・Human Genetic Variation Browser (HGVD)の single nucleotide polymorphism 

(SNP)データベースにて集団の 1%以上に認める変異 

最終的に残った変異を各腫瘍サンプルにおける体細胞変異の候補とした。 

 

[3-2] Discovery cohort において検出された変異の確認 

[3-1]で検出された変異について、変異の確認のために同一の gDNA を用

いて Ion PGM を用いたターゲットリシークエンスによる確認を行った。各サン

プルから検出された変異について Ion AmpliSeq Designer (Life technologies)を用

いて multiplex PCR 用のプライマーを設計した。10ng の gDNA と Ion AmpliSeq 

Library Kits 2.0、上記の multiplex 用のプライマーを用いてメーカー推奨のプロト

コール通りにシークエンス用のライブラリ作製を行った。調整したライブラリ

は 2100 Bioanalyzer にて定量後に 100pM に希釈した。完成したライブラリは Ion 

OneTouch 2 および Ion PGM (Life technologies)を用いてメーカー推奨のプロトコ

ール通りにシークエンスを行った。得られたシークエンスリードは Ion Torrent 

Server (Life technologies)のソフトウェア Torrent Suite にてヒトリファレンス配列 

(hg19)にマッピングを行った。変異解析は Ion Torrent Server より得られた BAM

ファイルを用いて Ion Proton/PGM 専用の解析ソフトである Ion Reporter (Life 
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technologies)により行った。Workflowは”AmpliSeq Exome tumor-normal pair”を用

いた。また Ion Reporter 上で下記の条件で変異の絞り込みを行った。 

・Allele Ratio 0.05~1.0 

・Allele Read Count 10~100000 

・Alternative Allele Count 6~100000 

・ Location utr-3, exonic-nc, splicesite-3, exonic, splicesite-5, utr-5, missense, 

nonframeshiftInsertion, nonframeshiftDeletion, nonframeshiftBlockSubstitution, 

nonsense, stoploss, frameshiftInsertion, frameshiftDeletion, 

frameshiftBlockSubstitution 

・UCSC Common SNP Not In 

・Filtered Coverage 10~100000 

得られた変異の内、HGVD の SNP データベースにおいて集団の 1%以上で検

出された変異は除去した。最終的に残った変異を各サンプルにおける体細胞変

異の候補としてリストを作成した。6症例のうち 1例は頬粘膜由来の正常 gDNA

でのシークエンスができなかったため腫瘍サンプルのみで解析を行った。 
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4. ヒト白血病細胞株の培養 

ヒト白血病細胞株である Kasumi-1、THP-1、ME-1 を RPMI1640 培地

(nacalai tesque)に 10%ウシ胎仔血清(FCS; 和光純薬)、100 unit/mL ペニシリン

(Penicillin; Sigma-Aldrich)、 100 g/mL ストレプトマイシン (Streptomycin; 

Sigma-Aldrich)を添加し、37 度、5%CO2 の環境下で培養し各種実験に用いた。

またヒト白血病細胞株である OCI-AML2 を MEMα(和光純薬)に 20%FCS、100 

unit/mL ペニシリン、100 g/mL ストレプトマイシンを添加し、37 度、5%CO2

の環境下で培養し各種実験に用いた。以降、「通常の条件で培養を行った」と記

載した場合はこの培養条件を指すこととする。 

 

5. ヒト白血病細胞株への遺伝子導入 

[5-1]レトロウイルスベクターによる遺伝子過剰発現細胞株の樹立 

レトロウイルスパッケージング細胞株である PLAT-A を 10%FCS、100 

unit/mL ペニシリン、100 g/mL ストレプトマイシンを添加した DMEM (high 

glucose)培地 (nacalai tesque)にて 37 度、5%CO2 の環境下で培養した。導入する

遺伝子の全長 cDNA は正常ヒト骨髄より SuperScript IV Reverse Transcriptase 

(Thermo Fisher Scientific)を用いてメーカー推奨のプロトコール通りに抽出した

cDNAより polymerase chain reaction (PCR)反応にて増幅し作製した。PCR 反応試

薬は KOD FX Neo (TOYOBO)をメーカーのプロトコールに従い使用した。PCR
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のプライマーには 5 末端側に FLAG タグを 1 コピーコードする配列をタグ付け

した。PCR 後の cDNA を制限酵素 BamHI-EcoRI サイトを用いて pMX-neo に

ligation high (TOYOBO)を用いてライゲーションを行った。ライゲーション後の

産物を用いてコンピテントセルである DH-5αの形質転換を行った。形質転換後

の菌液を 1 g/mL Ampicillin in LB plate に播種した。37度で 16時間培養後に得ら

れたシングルコロニーを爪楊枝にて採取し 1 g/mL Ampicillin in LB培地 2 mLに

て 37度で 16時間培養した。プラスミド抽出にはminiprepを PI-50 Automatic DNA 

isolation system (KURABO)を用いて行った。このプラスミドを鋳型として、

BigDye Direct Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)を用いてメーカー推奨の

プロトコール通りに sequencing PCR 反応、カラムによる精製、ABI PRISM 

3100-Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems)による塩基配列の同定を行った。

目的の配列を有することが確認できたプラスミドの抽出に用いた菌液を、再度 1 

g/mL Ampicillin in LB培地 250 mLにて 37度で 16時間培養した。その後 Plasmid 

DNA purification kit (NucleoBond Xtra Midi / Maxi) (TAKARA)を用いてプラスミド

を抽出し、遺伝子過剰発現用のプラスミドとして以降の実験に使用した。変異

体の過剰発現ベクターは、上記のプラスミドを鋳型として KOD-Plus-Mutagenesis 

Kit (TOYOBO)を用いて、メーカー推奨のプロトコール通りに目的とする変異を

発現するベクターを作成した。また上記と同様の手順にてダイレクトシークエ

ンスを行い、変異が正しく導入されていることを確認した。 
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PLAT-A細胞には empty vector、目的とする遺伝子の野生型、目的とする

遺伝子の変異型をそれぞれ PEI法により遺伝子導入し一過性発現させ、約 48時

間後にウイルスを含む培地を回収し、レトロネクチン (30 g / mL in PBS)をコー

ティングした 12 well plateに播種し、ウイルスをプレートの底面に付着させるた

め 2070 G、32度、2時間の遠心を行った。その後プレートを PBS で洗浄後に細

胞株を 1x10
5 

cell/wellの密度で播種した。増殖を観察しながら 48-72時間後に感

染細胞を回収し通常の条件での培養を継続した。感染細胞株が対数増殖期とな

ったタイミングで G418 (nacalai tesque)による薬剤セレクションを開始した。

G418 の濃度は 1.0 mg/mL とした。2-3 週間のセレクションの後、得られた細胞

を安定発現株として以降の実験に使用した。実験に使用したプライマーは下記

の通りである。 
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 Forward GCCGGATCCACCATGGATTACAAGGATGACGACGATAAGGGTGAGAGAACTCTTCACGCTGC

 Reverse GCCGCGGCCGCTTAAATACGTGAGCCAAGATATTTTGTCCCTACTC

 Forward GGAAGTTGGAGGAGGAAAGGGAAAAC

 Reverse TCTCCATTTGGGCCATGTATTCCTG

 GBP4_47_F AGTGCCCACACCAGGTTATC

 GBP4_396_F GAATGACTCGTGGATCTTTGC

 GBP4_902_F GACCCTGAGAGAGGGAATCA

 GBP4_1406_F GCTAGTGCCCAGAAAAGGAG

 GBP4_249_R GCTTTCCTGCAAGACGATTC

 GBP4_760_R TTCCGTTTTCGGAAGAAATG

 GBP4_1254_R GCAGCACAAAGTCTCCCTTC

 GBP4_1746_R GCATTTCTTCTTGTACCTTCAGC

 GBP4_1895_R AGCCCCAGGTAGAGTGACAA

GBP4 cDNAクローニング用プライマー

GBP4 K547R変異導入用プライマー

GBP4 インサート配列確認用プライマー
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 Forward gatccGCCACCATGTACAGTGTGTTTTCAAGAGAAACACACTGTACATGGTGGTTTTTTACGCGTg

 Reverse aattcACGCGTAAAAAACCACCATGTACAGTGTGTTTCTCTTGAAAACACACTGTACATGGTGGCg

 Forward gatccGATGGCTTCAGTGCTATATTTCAAGAGAATATAGCACTGAAGCCATCTTTTTTACGCGTg

 Reverse aattcACGCGTAAAAAAGATGGCTTCAGTGCTATATTCTCTTGAAATATAGCACTGAAGCCATCg

 Forward gatccGCAAAAGCATGTCGCTGAATTCAAGAGATTCAGCGACATGCTTTTGCTTTTTTACGCGTg

 Reverse aattcACGCGTAAAAAAGCAAAAGCATGTCGCTGAATCTCTTGAATTCAGCGACATGCTTTTGCg

BCOR shRNA2

BCOR shRNA3

BCOR shRNA1

[5-2]レトロウイルスベクターによる内因性遺伝子のノックダウン 

内因性遺伝子のノックダウンには short hairpin RNA (shRNA)による遺伝

子ノックダウンシステムを用いた。Clontech RNAi Designer を用いて対象となる

遺伝子を標的とする 3 種類のオリゴヌクレオチドを作成し、レトロウイルスベ

クターである RNAi-Ready pSIREN-RetroQ-ZsGrenn (takara)に制限酵素 BamHI、

EcoRIによる切断の後、ligation high (TOYOBO)を用いてライゲーションを行っ

た。また実験のコントロールとしてルシフェラーゼを標的としたベクターを同

様の手順で作成した。以降は過剰発現ベクターと同様の手順でプラスミドの増

幅と配列の確認、細胞株への感染を行った。感染細胞株は BD FACSAria II (BD 

Biosciences)を用いて ZsGreen陽性細胞をソートし通常の条件で培養した。2回継

代した後に再度 ZsGreen 陽性細胞をソートし、得られた細胞を安定発現株とし

て以降の実験に使用した。実験に使用したプライマーは下記の通りである。 
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[5-3]CRISPR/Cas9 システムによる内因性遺伝子のノックアウト 

CRISPRdirect (https://crispr.dbcls.jp/)を用いて対象となる遺伝子を標的と

するオリゴヌクレオチドを設計した。pSpCas9(BB)-2A-GFP を制限酵素 BBSI に

より切断した後、ligation high を用いてベクターとオリゴヌクレオチドのライゲ

ーションを行った。以降は過剰発現ベクターと同様の手順でプラスミドの増幅

と配列の確認を行った。細胞株への導入には NEPA21 (Nepa Gene)を用いてエレ

クトロポレーション法により行った。エレクトロポレーション後の細胞株は 48

時間培養した後に BD FACSAria IIを用いて GFP 陽性細胞をソートした。単一細

胞由来クローン樹立のために、GFP 陽性細胞を 1細胞/100 Lとなるよう希釈し

96 well プレートに 100 Lずつ播種し通常の条件にて培養を行った。2-3週間培

養を継続した後に増殖が見られた株を回収しダイレクトシークエンス法により

塩基配列の決定を行った。全てのアリルにおいてフレームシフト変異もしくは

ナンセンス変異を認めるクローンをノックアウト細胞株として以降の実験に使

用した。また実験のコントロールには、遺伝子改変がおきなかったクローンを

使用した。実験に使用したオリゴヌクレオチドの配列は下記の通りである。 
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BCOR10F GGCAGGTACCAACAAAGAGAA

 Forward CACCGagctgtgaacgttcccatac BCOR10R CTCTTACTGGCCACATTGCATA

 Reverse AAACgtatgggaacgttcacagctC BCOR11F AAAAAGGTTGCTTAAAGGGATAGAG

BCOR11R TTGCATACAGACAGACATTCTCTT

 Forward GAGGGCCTATTTCCCATGATTCC BCOR12F TCATAAGCTGTGGTTGGTTTTG

 Reverse CTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTG BCOR12R TGTCCCAGGAAACTATCTTTCA

BCOR13F CAGCTGTCAATAGCAGATTACCTT

BCOR1F TCTGCATCCTTTATGAATCACC BCOR13R CCCCTCACCGACTCTGTCTAC

BCOR1R CTGTAAATCAAGAGCGGCCTAC BCOR14F CAAAAGCAGAGACCAGTGACC

BCOR2F CGGAGGGTTAAGGACAGTTTTA BCOR14R CCTGCCACATCTTCGTTGA

BCOR2R AGGAAGGCAAGACTGGAAGAG BCOR15F TGAAGCCGCTCCAGTGAT

BCOR3F CCTGTCTTTAACCCTTTGTGCT BCOR15R CCTCTAGGACAGGGGAGTGAC

BCOR3R CGAGTCGAGGAAAGGGTAGAT BCOR16F AGGAATAAAGTGCCTCTCTCCA

BCOR4F ATACAAAACACCGCCTGGAATA BCOR16R GATGTGGAGGGGGCTGAG

BCOR4R GGGTGGGAAGGTGGACTC BCOR17F CTAAATGATGCTGTCCCTGTCA

BCOR5F CCTATCCTCACATCCAGAACAG BCOR17R TGTGCTTACAGTCACCCTCTGT

BCOR5R GTGGGAGCCATCTTTTTCAT BCOR18F TAGGAGGCTCAGTACCCAAGGT

BCOR6F AGCGGTTCAAGACAGAAAAG BCOR18R CACTCGGCTGCTCTCCTAAA

BCOR6R CATCTGCATTGGCATTGG BCOR19F GCTGAGAAAGAGGAAGACAGGA

BCOR7F CTGAAAAACAAGGCATTGGACT BCOR19R GAGCAGCTCAGCTAGTTTTCAA

BCOR7R TTGGTAGGTCACAAACTCTGGA BCOR20F ACTGGAAGCAGGACTCACTTG

BCOR8F CTGAGGGCATTGCTGTAAGTC BCOR20R GTTCGTGGACAGTTAAGGAGGT

BCOR8R CTCTCTCAGGGCGATGAAATC BCOR21F GGGAGCAGAATGAAAGGACAT

BCOR9F TGCTAAAACTGACACAAACGTG BCOR21R TTTCTAAGTCCTTCTGACTGGAGTA

BCOR9R GAATCGGTCACCCACGTAAC

BCOR CRISPRベクター用オリゴヌクレオチド配列

pSpCas9(BB)-2A-GFPインサート配列確認用プライマー

BCOR ゲノム配列確認用プライマー
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 Forward GAATCGAACCCTGATTCCCCG 

 Reverse CGGCGACGACCCATTCGAAC 

 Forward GAATCGTCTTGCAGGAAAGC 

 Reverse GGCAAAGATCCACGAGTCAT 

 Forward AAGCTGATTCCAGGCAAGAA 

 Reverse CAGGGTCTTGGTCTTTGCAT 

 Forward TTCACAGCTGGATGAACAGC

 Reverse CGTTGTGGTTCAAGGGATTC

 Forward CATAGTGCTTGTGGAACTCCG

 Reverse GGACACAGCTCTCCTGTTGC

 Forward CCCCACCCATGTTAACCACT

 Reverse ACACTCCCCCTAGCTATTTGAGG

BCOR-3

18s rRNA

GBP4-1

GBP4-2

BCOR-1

BCOR-2

6. 定量リアルタイム PCR による遺伝子導入の確認 

NucleoSpin RNA (takara)を用いて total RNAを抽出後、これを鋳型として

ReverTra Ace (TOYOBO)により逆転写反応を行い cDNAを合成した。定量リアル

タイムPCR反応はTHUNDERBIRD SYBR qPCR Mix (TOYOBO)とLightCycler480 

(Roche)を用いたインターカレーター法で行った。全ての定量リアルタイム PCR

反応は実験誤差の補正のため triplicate で行った。全てのウェルについて融解曲

線解析により PCR 合成産物の特異性を確認した。遺伝子発現量の比較は比較 Ct

法を用いて行った。以下に使用したプライマーの配列を示す。 
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7．ウエスタンブロットによる遺伝子導入の確認 

1×10
6個の細胞を用いて細胞からのタンパク質抽出を行った。目的とす

る細胞を Lysis Buffer (1 % NP-40, 15 mM Na2HPO4, 10 mM NaH2PO4-H2O, 150 mM 

NaCl, 2 mM EDTA, 50 mM NaF, 0.1 mM Na3VO4, Protease inhibitor cocktail (Roche))

にて溶解し 4℃で 30 分間インキュベートした。溶解液を 21500 gで 10分間遠心

分離したのち上清をタンパク溶液として回収した。さらに上清の 1/3 量の sample 

buffer (0.1 mM Tris-HCl, 2% SDS, 10 % glycerol, 0.01 % bromophenol blue, 10 % 

2-mercaptoethanol)を加え、95℃で 5分間煮沸しタンパク質の変性を行った。得ら

れたタンパク溶液を用いて SDS-PAGE (Poly-Acrylamide Gel Electrophoresis) を行

った後に、ゲルから Polyvinylidene Difluoride (PVDF)膜へタンパク質の転写を行

った（25V、2時間）。転写後の PVDF膜は 5 %スキムミルクにてブロッキングを

行い、1000 倍希釈した一次抗体で 4℃、16 時間、さらに二次抗体で室温、1 時

間反応させた後、ImmunoStar (Wako)にて目的タンパク質を発光させ LAS4000 

(FUJI Film)にて検出を行った。 

1 次抗体：Anti-BCoR, Rabbit-Poly (Bethyl laboratories), -actin antibody 

(Cell Signaling Technology) 

2次抗体：goat anti-rabbit IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology) 
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8. 抗がん剤感受性試験 

遺伝子導入を行ったヒト白血病細胞株を用いて抗がん剤感受性試験を

行った。細胞数のカウントには血球計算盤を用いた標準トリパンブルー色素除

去法、Countess II (Life technologies)による自動セルカウント、ATP 発光試薬とプ

レートリーダーTriStar2 LB942 (BERTHOLD TECHNOLOGIES)を用いた方法の 3

種類で検討を行った。標準トリパンブルー色素除去法、自動セルカウント法に

おいては、対数増殖期にある細胞株を 24ウェルプレートに 1ウェルあたり 25000

細胞ずつ播種し、各ウェルには 0, 5, 10, 20, 50, 100 nMの濃度でAraCを添加した。

通常の培養条件で 48 時間培養した後、各ウェル毎に生細胞数を計測した。各濃

度における測定値を、濃度 0 nM における測定値で割った数値を各濃度における

増殖率 (relative cell growth)とした。ATP 発光試薬とプレートリーダーを用いた

方法においては、対数増殖期にある細胞株を 5.2x10
4
/mL に希釈し 384 ウェルプ

レートに 24 Lずつ播種した。各ウェルには 0, 10, 50, 100, 500, 1000, 10000 nM

の AraC もしくは IDR を添加した。通常の培養条件で 48 時間培養した後、細胞

の ATP 試薬 (TOYO INK) 25 Lを各ウェルに添加し、室温にて 10 分インキュベ

ート後に TriStar2 LB942 (BERTHOLD TECHNOLOGIES)を用いてメーカー推奨

のプロトコールに通りに発光量の測定を行った。各濃度における測定値を、濃

度 0 nM における測定値で割った数値を各濃度における増殖率(relative cell 

growth)とした。 
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9. 検証群(validation cohort)におけるターゲットリシークエンス(治療不応期) 

Discovery cohort にて検出された体細胞変異についてさらに多数例で解

析するために 45例の AML検体を用いてターゲットリシークエンスを行った。 

対象サンプルは、2 回の寛解導入療法で治療抵抗性と判断された AML症例の治

療不応期の検体 18 サンプル、寛解導入療法により CR に至るも、その後再発し

た症例の治療不応期の検体 27 サンプルを用いた。計 50 遺伝子の全 coding 

sequence (CDS)領域をターゲットとして、Ion AmpliSeq Designer にて multiplex 

PCR用のプライマーを設計した。10 ngの gDNAと Ion AmpliSeq Library Kits 2.0、

上記のプライマーを用いてメーカー推奨のプロトコール通りにシークエンス用

のライブラリ作製を行った。シークエンスは[3-2]と同様の手順で行った。得ら

れたシークエンスリードは Ion Torrent Server (Life technologies)のソフトウェア

Torrent Suiteにてヒトリファレンス配列 (hg19)にマッピングを行った。変異解析

は Torrent Suiteのプラグイン variantCallerを用いて行った。variantCaller より得ら

れた変異の一覧である VCFファイルを Ion Reporter にて情報付与 (annotation)を

行った (Workflow: Annotate variants single sample v4.4)。また Ion Reporter 上で下

記の条件で変異の絞り込みを行った。 

・Allele Ratio: 0.05~1.0 

・Allele Read Count: 10~100000 

・Alternative Allele Count: 6~100000 
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・Location: utr-3, exonic-nc, splicesite-3, exonic, splicesite-5, utr-5 

・ variant effect: missense, nonframeshiftInsertion, nonframeshiftDeletion, 

nonframeshiftBlockSubstitution, nonsense, stoploss, frameshiftInsertion, 

frameshiftDeletion, frameshiftBlockSubstitution 

・UCSC Common SNP: Not In 

・Filtered Coverage:50~100000 

得られた変異の内、VAF が 0.1 未満の変異、HGVD の SNP データベースにおい

て集団の 1%以上で検出された変異は除去した。最終的に残った変異を各サンプ

ルにおける体細胞変異の候補としてリストを作成した。 

 

10. 検証群 (validation cohort)におけるターゲットリシークエンス(初発時) 

[8]で検出された変異についてさらに初発時のサンプルを用いてターゲ

ットリシークエンスを行った。サンプルは治療抵抗性 AML の初発時の検体 15

サンプル、CR に至った AMLの初発時の検体 35 サンプル、計 50 サンプルを用

いた。[8]で検出された治療抵抗性に寄与する可能性の高い 1 つの遺伝子につい

て、Ion AmpliSeq Designerにて全CDS領域に対するmultiplex primerを設計した。

以降は[8]と同様の手順で行った。 
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11. ダイレクトシークエンス法による変異の確認 

 上記の[8]および[9]にて検出された体細胞変異は、さらにダイレクトシー

クエンス法にて変異の検証を行った。腫瘍由来の gDNA、正常由来の gDNA を

ともに鋳型として使用した。gDNA 5 ng を鋳型として GoTaq Master Mix 

(Promega)を用いて PCR (polymerase chain reaction)反応を行った。PCR 条件は、熱

変性 98 度 2 分、熱変性 96 度 30 秒+アニーリング 58 度 30 秒+伸長反応 72 度 1

分を 40サイクル、最後に伸長反応を 72度で行った。得られた PCR溶液を illustra 

Exo ProStar (GE Healthcare Life Sciences)を用いて精製した後、BigDye Direct Cycle 

Sequencing Kit (Applied Biosystems)を用いてメーカー推奨のプロトコール通りに

sequencing PCR 反応、カラムによる精製、ABI PRISM 3100-Avant Genetic Analyzer 

(Applied Biosystems)によるキャピラリーシークエンスを行った。得られた塩基配

列データは CLC Sequence Viewer 7 (CLC bio)および Chromas lite を用いて解析し

た。 

 

 

 

 

 

 



25 

 

12. 細胞増殖能の評価 

遺伝子導入を行った細胞株を用いて細胞増殖率の変化について解析を行った。

各細胞を 5×10
4個/mLの濃度に調整し 24wellプレートに 500 Lずつ播種し通常

の条件にて培養を行った。培養開始から 1 日目、2 日目、3 日目、4 日目、5 日

目にそれぞれ細胞数を測定した。細胞数の測定には血球計算盤を用いた標準ト

リパンブルー色素除去法を用いた。 

 

13. アポトーシス解析 

遺伝子導入を行ったヒト白血病細胞株を用いて抗がん剤投与後のアポ

トーシス細胞の割合の変化について解析を行った。annexin V-APC apoptosis 

detection kit (eBioscience)および 7-AAD Viability Staining Solution (BioLegend)をメ

ーカー推奨のプロトコールに従って使用した。アポトーシス細胞の割合は BD 

FACSAria II を用いて計算した。 
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14. 統計解析 

 患者由来のサンプルにおける各群間の体細胞変異の出現頻度の比較に

は chi-square test を用いた。細胞株を用いた実験においては、独立した実験を 3

回以上行ったものについては平均値±標準偏差の形式で記載し、統計学的有意

差は unpaired t-test を用いて評価した。生存期間の解析は統計解析ソフトウェア

EZR を用いて log-rank test により比較した。 
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【結果】 

1. Discovery cohort における全エクソン解析 

 今回全エクソン解析を行った 6症例を表に示す(Table1)。6症例の初発時、

治療不応期、正常コントロールそれぞれのサンプルを用いて施行した全エクソ

ン解析 (計 18サンプル)において、各サンプルは平均 96.8リードの深度でシーク

エンスされ、各サンプルにおけるターゲット領域(全エクソン領域)のカバー率は

平均 94.2%であった。腫瘍サンプルからは合計で 696個の体細胞変異が検出され

た。さらにこれら 696 個の変異に対して Ion PGM を用いた deep sequenceによる

変異の確認を行った。各サンプルは平均 4857.0 リードの深度でシークエンスさ

れた。各サンプルにおけるターゲット領域(全エクソン領域)のカバー率は平均

93.1%であった。Figure 1 で示したように AMLにおいて最も高頻度に認められる

変異は DNMT3A, FLT3, NPM1であるが、今回はこれらの変異は検出されなかっ

た。FLT3の変異は大部分が internal tandem duplication であり数 bp-100bp程度の

挿入であり、NPM1は数塩基の欠失もしくは挿入である。これらの変異は、挿入・

欠失の検出感度が低いとも言われている Ion Proton/PGMを用いた今回の検出系

においては見逃されている可能性も考えられる。また DNTM3A は 1 塩基の置換

が多く認められるが、AML全体における出現頻度は 20-25%程度であり、治療抵

抗性 AML という特殊な一群を解析していることも考慮すると今回検出されな

かったとしても既報と比較して大きな矛盾ではないと考えられる。最終的に計
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patientID sex age subtype chromosome induction
W1 M 71 AML M2 46, XY, add(15)(p11.2) 2+5
W2 M 67 AML M2 46, XY, t(8;21) 3+7
W3 M 37 AML M2 normal 3+7
W4 M 50 AML M2 normal 3+7
W5 F 65 AML M5b normal 3+7
W6 F 65 AML M2 normal 2+5

50 個の体細胞変異が検出され、2 症例以上で重複する変異は認めなかった 

(Figure 2, 3) (Table 2, 3)。初発時と比較し治療不応期において VAF が大きく増加

している変異は認めなかったが、1 症例において、治療前に検出されていない

guanylate binding protein 4 (GBP4)の K547R 変異が治療後に新たに検出された。今

回変異が検出されたこの 50遺伝子の中に治療抵抗性に寄与する遺伝子があると

考えられ、これらの遺伝子の変異についてさらに多数例で解析することとした。 

 

 

 

 

 

 

 

Table 1. 全エクソン解析を行った 6症例(discovery cohort) 

2+5: IDR 2days + AraC 5days   3+7: IDR 3days + AraC 7days 
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Figure 2. Discovery cohort における全エクソン解析およびターゲットリシークエ

ンス 

6 症例から計 50 個の遺伝子変異が検出された。各症例間で重複する変異は検

出されなかった。 
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Figure 3. (A)-(F) 各症例における治療前後の VAFの推移を示した。横軸は治療

前、縦軸は治療後の VAFを示している。初発時と比較し治療不応期に VAFが大

きく増加している変異は認めなかった。 (F) 治療前には検出されなかった

GBP4変異が治療後に新たに検出された。 
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patient
ID

gene type VAF function protein

W1 LRSAM1 SNV 0.61 missense p.Arg716His
W1 GPR158 SNV 0.53 missense p.Asn991Asp
W1 MUC5B SNV 0.51 missense p.Ala4404Gly
W1 VASH1 SNV 0.50 missense p.Arg364Gly
W1 DOCK3 SNV 0.49 missense p.Met988Thr
W1 JMJD7 SNV 0.46 missense p.Gln883Leu
W1 POM121 SNV 0.45 missense p.Tyr756His
W1 PIK3C3 SNV 0.45 missense p.Gln423Glu
W1 WDR66 INDEL 0.40 missense p.Gly62Gl
W1 WDR66 SNV 0.37 missense p.Glu61Lys
W2 LOC101926905 SNV 0.44 |missense |p.Ser150Pro
W2 ABCF2 SNV 0.43 missense p.Arg178Gln
W2 PTPRN SNV 0.42 missense p.Gln423His
W2 ASXL2 INDEL 0.41 nonsense p.Arg741Ser
W2 LRP1B SNV 0.41 missense p.Lys3099Ile
W2 FSTL5 SNV 0.41 missense p.Arg175Pro
W2 KCNH3 SNV 0.41 missense p.Gly780Ala
W2 STARD13 SNV 0.41 missense p.Asn494Ser
W2 DLGAP3 SNV 0.40 missense p.Val681Met
W2 EHF SNV 0.40 missense p.Lys210Arg
W2 KIT SNV 0.39 missense p.Asp816Val
W2 MMP20 SNV 0.39 missense p.Ser65Asn
W2 MXD1 SNV 0.38 missense p.His71Tyr
W2 CD22 SNV 0.38 missense p.Trp658Ser
W2 DMGDH SNV 0.37 missense p.Gly387Glu
W2 TTC40 SNV 0.37 missense p.Val1049Ile
W2 KCNH2 SNV 0.35 missense p.Val409Met
W3 PCDH17 SNV 0.51 missense p.Arg223His
W3 CDK13 INDEL 0.50 frameshiftDeletion p.Tyr1329fs
W3 FNBP1L SNV 0.49 missense p.Ala452Pro
W3 KIF13A SNV 0.47 nonsense p.Arg530Ter
W3 FRMPD1 SNV 0.47 missense p.Arg133His
W3 U2AF1 SNV 0.47 missense p.Ser34Phe
W3 ALPPL2 SNV 0.46 missense p.His451Pro
W3 DSCAM SNV 0.46 missense p.Arg483His
W3 CNGA3 SNV 0.44 missense p.Arg646Cys
W3 ASXL1 INDEL 0.36 frameshiftDeletion p.Gln757fs
W3 KRTAP19-3 SNV 0.31 missense p.Arg68Cys
W3 SMAD9 SNV 0.10 missense p.Arg84His
W4 WDR3 SNV 0.42 missense p.Ser13Asn
W4 CCDC77 SNV 0.40 missense p.Arg428Gln
W4 ALS2 SNV 0.40 missense p.Lys1281Asn
W5 PZP INDEL 0.15 nonsense p.Glu1415Ter
W5 BCOR SNV 0.16 nonsense p.Gln156Ter
W6 ZMIZ1 SNV 0.19 missense p.Ala299Asp
W6 PTPN11 SNV 0.17 missense p.Gly60Cys
W6 TCTN2 SNV 0.17 missense p.Tyr425Cys
W6 SUGP2 SNV 0.16 missense p.Arg431Ser
W6 SAE1 SNV 0.16 missense p.Asn103Lys
W6 GBP4 SNV 0.07 missense p.Lys547Arg

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 2. 6症例(discovery cohort)から検出された遺伝子変異の一覧 

SNV: single nucleotide variant, INDEL: insertion and deletion, VAF: variant allele 

frequency 
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Table 3. 6症例(discovery cohort)から体細胞変異が検出された遺伝子の一覧 

6 症例の内で 2 症例以上に重複する遺伝子は認めなかった。これらの 50 遺伝

子を治療抵抗性に寄与する遺伝子の候補として、さらに多数症例で変異の検索

を行った。 
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2. GBP4 変異体過剰発現細胞株における抗がん剤感受性試験 

1 で行った解析により、GBP4 の遺伝子変異が治療抵抗性に寄与してい

る可能性があると考えられた。Guanylate binding protein (GBP)はインターフェロ

ンγにより発現が誘導されるタンパク質としてGBP1-5の 5種類のアイソフォー

ムが知られている。いくつかの報告により発癌や治療抵抗性との関連も指摘さ

れているが[31][32][33]、GBP4 と腫瘍との関連についてはこれまでに報告はない。

GBP4変異と AMLの治療抵抗性との関連を調べるために、GBP4 K547R 変異体

を過剰発現するレトロウイルスベクターを作成しヒト白血病細胞株へ導入し、

抗がん剤に対する感受性の変化を調べた。ヒト白血病細胞株である kasumi-1, 

ME-1に対してGBP4野生型およびK547R変異体を過剰発現させ抗がん剤に対す

る感受性の変化を評価した。GBP4 野生型および変異体の発現確認は定量リアル

タイム PCR にて行った (Figure 4)。細胞数の計測は血球計算盤 (Figure 5)、自動

セルカウンター (Figure 6)、ATP 発光試薬による計測 (Figure 7, 8)をそれぞれ用

いた。いずれの細胞株、薬剤においても抗がん剤感受性の変化は認めず、GBP4 

K547R 変異体と抗がん剤感受性の関連は不明であった。 
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Figure 4. 定量リアルタイム PCR による GBP4 野生型および変異体の発現確認 

(A) kasumi-1  (B) ME-1 

WT: wild type, MT: mutant 
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Figure 5. 血球計算盤を用いた抗がん剤感受性試験 

(A) kasumi-1 (n=3)  平均値±標準偏差  (B) ME-1 (n=2) 平均値 

GBP4の野生型(WT)および変異体(MT)を過剰発現させた細胞株にAraCを投与し

48時間後に細胞数を計測した。どちらの細胞株においても GBP4(K547R)の過剰

発現による明らかな抗がん剤感受性の変化は認めなかった。  
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Figure 6. 自動セルカウンターを用いた抗がん剤感受性試験 

A) kasumi-1 (n=1) B) ME-1 (n=1) 

GBP4の野生型(WT)および変異体(MT)を過剰発現させた細胞株にAraCを投与し

48時間後に細胞数を計測した。どちらの細胞株においても GBP4(K547R)の過剰

発現による抗がん剤感受性の変化は認めなかった。 
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Figure 7. ATP 発光試薬を用いた抗がん剤感受性試験 

A) AraC (n=1) B) IDR (n=1) 

GBP4 の野生型(WT)および変異体(MT)を過剰発現させた kasumi-1 に AraC, IDR

を投与し 48時間後にプレートリーダーを用いて発光強度を測定した。どちらの

抗がん剤においても GBP4(K547R)の過剰発現による抗がん剤感受性の変化は認

めなかった。 
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Figure 8. ATP 発光試薬を用いた抗がん剤感受性試験 

A)AraC (n=1) B) IDR (n=1) 

GBP4の野生型(WT)および変異体(MT)を過剰発現させたME-1にAraC, IDRを投

与し 48 時間後に発光強度を計測した。どちらの抗がん剤においても

GBP4(K547R)の過剰発現による抗がん剤感受性の変化は認めなかった。 
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3. Validation cohort (治療不応期)におけるターゲットリシークエンス 

治療抵抗性 AML18 例、再発 AML27 例の治療不応期のサンプルを使用

し候補である 50遺伝子(Table 3)の全 CDS領域のターゲットリシークエンスを行

った(Table 4)。その結果、複数症例で重複する遺伝子として BCL6 corepressor 

(BCOR)が抽出された (Table5)。BCOR は X 染色体上に位置する遺伝子であり、

転写因子である BCL6 のコリプレッサーとして発見された。BCOR 変異は AML

の特定のサブタイプにおいて出現頻度が高いことが報告されており、造血器腫

瘍との関連が示唆されている[34]。今回の解析においては、治療抵抗性 AML18

例中 4 例、再発 AML27 例中 0 例において BCOR の変異が検出され、統計学的

に有意に治療抵抗性AMLにおいてBCOR変異の出現頻度が高いことが示された 

(p=0.01 by chi-square test)。これまでの報告によると、de novo AMLにおける BCOR

変異の出現頻度はおおむね 1~4%程度であることが示されており[30][34]、この

ことからもBCOR変異が治療抵抗性に寄与している可能性が高いと考えられた。

BCOR変異の出現パターンは、過去に報告されている通り、ナンセンス変異、フ

レームシフト変異など不完全な BCOR タンパクが生成される truncate 型の変異

であった (Table 6)。 
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patient
ID

locus gene type genotype p-value coverage VAF function protein

R01 chr21:44524430 U2AF1 INDEL T/TA 0.0103992 107 0.140186916 nonsense p.Ser43Ter
R03 chr6:17852239 KIF13A INDEL C/CT 3.00E-04 63 0.174603175 frameshift p.Val177fs
R03 chr2:141135762 LRP1B SNV T/C 2.47E-29 263 0.19391635 missense p.Asp3542Gly
R04 chr9:37719159 FRMPD1 SNV A/G 0 1994 0.47893681 missense p.Ser168Gly
R04 chr4:162402264 FSTL5 SNV C/A 0 769 0.477243173 missense p.Ala506Ser
R05 chrX:39931966 BCOR SNV A/G 0 833 0.44057623 missense p.Val878Ala
R05 chrX:39934133 BCOR SNV G/A 2.90E-58 1108 0.134476534 nonsense p.Gln156Ter
R05 chr12:9304239 PZP INDEL T/TAA 2.48E-27 507 0.132149901 nonsense p.Glu1415Ter
R06 chr2:233274335 ALPPL2 SNV A/C 0 1776 0.461711712 missense p.His451Pro
R06 chr20:31022784 ASXL1 INDEL CAGCCA/C 0 1226 0.374388254 frameshift p.Gln757fs
R06 chrX:39923604 BCOR SNV G/A 9.53E-111 1525 0.155409836 nonsense p.Arg1163Ter
R06 chr7:40134021 CDK13 INDEL CACTT/C 0 1265 0.464031621 frameshift p.Tyr1329fs
R06 chr2:99013569 CNGA3 SNV C/T 1.46E-120 302 0.433774834 missense p.Arg646Cys
R06 chr21:41711105 DSCAM SNV C/T 0 1960 0.460714286 missense p.Arg483His
R06 chr1:94012478 FNBP1L SNV G/C 0 812 0.458128079 missense p.Ala452Pro
R06 chr12:49951610 KCNH3 INDEL A/AC 0.0465586 77 0.12987013 frameshift p.Glu1043fs
R06 chr6:17826300 KIF13A SNV G/A 8.69E-91 266 0.398496241 nonsense p.Arg530Ter
R06 chr21:31864074 KRTAP19-3 SNV G/A 0 1514 0.440554822 missense p.Arg68Cys
R06 chr2:220154949 PTPRN INDEL C/CG 0.0080724 200 0.105 stoploss p.Ter980Ser
R06 chr21:44524456 U2AF1 SNV G/A 2.44E-182 431 0.445475638 missense p.Ser34Phe
R07 chr4:55599321 KIT SNV A/T 0 881 0.421112372 missense p.Asp816Val
R07 chr2:141208209 LRP1B INDEL A/AT 0.0019143 152 0.151315789 frameshift p.Cys3329fs
R07 chr2:70164511 MXD1 INDEL TC/T 0 584 0.970890411 frameshift p.Asp156fs
R08 chr12:550946 CCDC77 INDEL GT/GTT 2.70E-168 217 0.723502304 frameshift p.Asn444fs
R08 chr1:89651139 GBP4 INDEL A/AT 0.0639735 87 0.126436782 frameshift p.Met574fs
R08 chr12:9345311 PZP SNV A/C 0 926 0.543196544 missense p.Cys427Gly
R08 chr4:83788032 SEC31A SNV G/C 1.22E-277 544 0.509191176 missense p.Gln376Glu
R08 chr19:19135936 SUGP2 INDEL T/TA 0.0647143 129 0.108527132 frameshift p.Leu407fs
R09 chr2:202580556 ALS2 SNV C/A 2.70E-201 603 0.384742952 missense p.Lys1281Asn
R10 chr10:25886739 GPR158 INDEL T/TA 0.004256 99 0.111111111 frameshift p.Arg730fs
R10 chr4:55599320 KIT SNV G/T 2.75E-219 588 0.411564626 missense p.Asp816Tyr
R10 chr12:112919915 PTPN11 INDEL T/TA 1.92E-05 81 0.259259259 frameshift p.Glu379fs
R10 chr4:83772636 SEC31A INDEL G/GA 3.13E-42 85 0.494117647 frameshift p.Ala759fs
R11 chrX:39923735 BCOR INDEL TG/T 2.432204009E-314374 0.887700535 frameshift p.Gln1119fs
R11 chr13:33704066 STARD13 SNV T/C 1.50E-18 187 0.187165775 missense p.Lys250Glu
R12 chr20:31022470 ASXL1 SNV G/C 9.38E-06 71 0.154929577 missense p.Gly652Ala
R12 chr20:31024233 ASXL1 SNV T/C 0 1800 0.520555556 missense p.Cys1240Arg
R13 chrX:39913197 BCOR INDEL C/CA 0.034914 222 0.103603604 nonsense p.Glu1640Ter
R13 chr3:51347703 DOCK3 SNV T/C 3.65E-298 640 0.475 missense p.Met988Thr
R13 chr10:25887526 GPR158 SNV A/G 8.38E-283 554 0.505415162 missense p.Asn991Asp
R13 chr15:42139542 JMJD7 SNV A/T 1.51E-18 81 0.296296296 missense p.Gln883Leu
R13 chr9:130265153 LRSAM1 SNV G/A 2.51E-175 303 0.551155116 missense p.Arg716His
R13 chr18:39593502 PIK3C3 SNV C/G 3.39E-141 300 0.483333333 missense p.Gln423Glu
R13 chr14:77245353 VASH1 SNV C/G 4.18E-278 529 0.516068053 missense p.Arg364Gly
R14 chr7:150921035 ABCF2 SNV C/T 1.84E-189 501 0.417165669 missense p.Arg178Gln
R14 chr19:35832806 CD22 SNV G/C 0 1957 0.408277976 missense p.Trp658Ser
R14 chr1:35334650 DLGAP3 SNV C/T 4.34E-238 805 0.356521739 missense p.Val681Met
R14 chr5:78338139 DMGDH SNV C/T 1.55E-60 178 0.387640449 missense p.Gly387Glu
R14 chr11:34678473 EHF SNV A/G 3.56E-251 906 0.342163355 missense p.Lys210Arg
R14 chr4:162697112 FSTL5 SNV C/G 1.71E-69 208 0.389423077 missense p.Arg175Pro
R14 chr7:150644116 KCNH2 INDEL AG/AG 3.62E-116 119 1 frameshift p.Met1060fs
R14 chr7:150649845 KCNH2 SNV C/T 2.33E-279 1166 0.314751286 missense p.Val409Met
R14 chr12:49949605 KCNH3 SNV G/C 7.03E-127 328 0.420731707 missense p.Gly780Ala
R14 chr4:55599321 KIT SNV A/T 2.32E-203 622 0.379421222 missense p.Asp816Val
R14 chr5:140431503 LOC101926905 SNV T/C 0 1996 0.416332665 missense p.Ser150Pro
R14 chr2:141243041 LRP1B SNV T/A 8.04E-201 531 0.427480916 missense p.Lys3099Ile
R14 chr11:102487723 MMP20 SNV C/T 0 1061 0.381715363 missense p.Ser65Asn
R14 chr2:70162490 MXD1 SNV C/T 1.22E-137 477 0.35639413 missense p.His71Tyr
R14 chr2:220164874 PTPRN SNV C/A 4.15E-131 358 0.413407821 missense p.Gln423His
R14 chr13:33703333 STARD13 SNV T/C 4.19E-133 434 0.361751152 missense p.Asn494Ser
R15 chr2:220167468 PTPRN SNV G/A 0 1608 0.368159204 missense p.Leu157Phe
R16 chr12:112888162 PTPN11 SNV G/T 2.40E-20 261 0.157088123 missense p.Gly60Cys
R16 chr19:47653557 SAE1 SNV C/A 1.44E-08 123 0.138211382 missense p.Asn103Lys
R16 chr12:124179806 TCTN2 SNV A/G 9.10E-15 160 0.16875 missense p.Tyr425Cys
R16 chr10:81052052 ZMIZ1 SNV C/A 6.08E-22 326 0.144171779 missense p.Ala299Asp
R17 chr18:39593407 PIK3C3 INDEL A/AT 1.45E-06 68 0.279411765 frameshift p.Leu392fs
R17 chr12:112888197 PTPN11 SNV T/A 1.00E-16 294 0.129251701 missense p.Phe71Leu
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patient
ID

locus gene type genotype p-value coverage VAF function protein

S01 chr12:124184270 TCTN2 INDEL CA/A 0 693 0.974025974 frameshift p.Leu509fs
S01 chr2:141208226 LRP1B INDEL CG/CGA 1.36E-05 93 0.23655914 frameshift p.Arg3323fs
S03 chr12:124171560 TCTN2 SNV G/T 0 1097 0.452142206 missense p.Gly248Cys
S03 chr9:37692717 FRMPD1 SNV C/T 4.9E-323 758 0.451187335 missense p.Arg27Cys
S05 chr1:89651095 GBP4 INDEL CT/CT 8.97E-66 64 1 frameshift p.Glu589fs
S05 chr10:81053252 ZMIZ1 SNV T/C 6.70E-39 78 0.512820513 missense p.Ser358Pro
S05 chr2:141135836 LRP1B INDEL C/CA 6.75E-48 111 0.81981982 frameshift p.Leu3517fs
S05 chrX:39933012 BCOR INDEL G/G 0 607 1 frameshift p.Asn529fs
S07 chr19:35832489 CD22 SNV C/T 0 1984 0.465221774 missense p.Ala584Val
S08 chr19:35826980 CD22 SNV C/G 0 1498 0.869158879 missense p.Gln152Glu
S10 chr11:102479668 MMP20 SNV C/T 0 981 0.455657492 missense p.Gly271Arg
S16 chr19:35823522 CD22 SNV A/T 1.38E-08 81 0.172839506 missense p.Glu36Val
S17 chr6:17790138 KIF13A SNV C/T 0 1422 0.495077356 missense p.Asp1076Asn
S18 chr12:112915524 PTPN11 SNV A/G 1.83E-59 145 0.427586207 missense p.Asn308Ser
S18 chr12:521046 CCDC77 SNV C/T 0 1866 0.488210075 missense p.Leu58Phe
S18 chr2:141356283 LRP1B SNV C/T 6.98E-32 87 0.402298851 missense p.Asp2371Asn
S20 chr4:162380470 FSTL5 SNV G/A 4.43E-106 208 0.509615385 missense p.Ala537Val
S20 chr9:130216837 LRSAM1 SNV A/G 0 1949 0.453052848 missense p.Ser11Gly
S24 chr5:78351696 DMGDH INDEL G/GT 0.0053703 53 0.20754717 frameshift p.Asn104fs
S27 chr12:9310428 PZP SNV C/G 6.85E-114 237 0.481012658 missense p.Glu1102Gln
S27 chr13:58209042 PCDH17 SNV A/C 0 1591 0.42991829 missense p.Ser788Arg
S27 chr7:150644943 KCNH2 INDEL AG/AG 1.10E-63 57 1 frameshift p.Ser906fs
S30 chr2:141232775 LRP1B SNV C/T 5.94E-108 197 0.517766497 missense p.Arg3186His
S30 chr20:31022468 ASXL1 INDEL CA/CA 4.95E-117 103 1 frameshift p.Gly652fs
S33 chr1:89651095 GBP4 INDEL C/CT 1.40E-13 91 0.318681319 frameshift p.Glu589fs
S34 chr12:547635 CCDC77 SNV T/C 2.38E-138 270 0.507407407 missense p.Val319Ala
S34 chr21:44524456 U2AF1 SNV G/A 3.30E-83 246 0.382113821 missense p.Ser34Phe
S34 chr4:55564683 KIT SNV G/A 0 1872 0.448183761 missense p.Glu191Lys
S34 chr6:17799607 KIF13A SNV T/C 7.57E-263 672 0.425595238 missense p.Thr894Ala
S35 chrX:15827430 ZRSR2 INDEL A/AT 2.11E-25 81 0.555555556 frameshift p.Gly184fs
S37 chr9:130236155 LRSAM1 SNV G/A 0 1992 0.488955823 missense p.Arg232Gln
S40 chr10:134648829 TTC40 SNV G/T 0 1994 0.503510532 missense p.Asp2241Glu
S40 chr15:42139569 JMJD7 INDEL AG/A 0.0105682 77 0.155844156 frameshift p.Ile894fs
S40 chr4:162376236 FSTL5 SNV G/T 1.96E-27 94 0.340425532 missense p.His587Gln
S43 chr13:58207151 PCDH17 INDEL TC/TC 6.98E-241 199 1 frameshift p.Asp158fs

 

Table 4. 治療不応期のサンプル(validation cohort)を用いた50遺伝子のターゲット

リシークエンスで検出された変異一覧 

R01-R19: 治療抵抗性 AML 

S01-S49: 初回寛解導入療法により CR に至った AML 

＊記載のない症例は変異が検出されなかった。 
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Table 5. 治療不応期のサンプル(validation cohort)における BCOR 変異の有無 

de novo AML において治療不応期のサンプルでは治療感受性のサンプルと比

較し BCOR変異の出現頻度が有意に上昇している (p=0.01 by chi-square test)。 

 

 

 

 

Table 6. 治療不応期のサンプル(validation cohort)から検出された BCOR変異 

 変異のパターンは全てフレームシフト変異、ナンセンス変異であった。これ

はこれまでに造血器腫瘍において報告されている結果と矛盾しない。このこと

から BCOR変異が治療抵抗性に寄与する可能性が考えられた。 

 

case gene type VAF function protein coding
R05 BCOR SNV 0.13 nonsense p.Gln156Ter c.466C>T
R06 BCOR SNV 0.16 nonsense p.Arg1163Ter c.3487C>T
R11 BCOR INDEL 0.89 frameshiftDeletion p.Gln1119fs c.3355_3355delC
R13 BCOR INDEL 0.10 nonsense p.Glu1640Ter c.4917_4918insT
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4. Validation cohort (初発時)におけるターゲットリシークエンス 

上記の 3 の結果をもとに、初発時における truncate 型 BCOR 変異の出現

頻度を明らかにすることとした。治療抵抗性 AML15例、初回寛解導入療法によ

り CR に至った AML35 例の初発時のサンプルを使用し BCOR の全 CDS 領域の

ターゲットリシークエンスを行った。その結果、治療抵抗性 AML15 例中 3 例、

初回寛解導入療法により CR に至った AML35例中 1例に BCOR 変異を認め、初

発時の検体においても治療抵抗性AMLにおいて統計学的に有意にBCOR変異の

出現頻度が高いことが示された (p=0.041 by chi-square test) (Table 7)。治療不応期

サンプルの結果と合わせて validation cohort の症例における BCOR変異の有無の

一覧を下記に示す(Table 8)。 
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Table 7. 初発時のサンプル(validation cohort)における BCOR 変異の有無 

de novo AMLにおいて初発時のサンプルにおいても、truncate型の BCOR変異

の出現頻度が有意に上昇している (p=0.041 by chi-square test)。 
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patientID sex age subtype os_days
chromosomal
abnormality

Induction
初発時
BCOR

治療不応期
BCOR

R01 M 55 M4 228 NK 3+7 WT WT
R02 M 57 M4 157 NK 3+7 WT WT
R03 M 19 Biphonotypic 194 NK 3+7 WT WT
R04 F 75 M1 274 NK 2+5 WT WT
R05 F 56 M5b 272 NK 3+7 Gln156Ter Gln156Ter
R06 M 29 M2 636 NK 3+7 Arg1163Ter Arg1163Ter
R07 M 32 M2 200 45, X, -Y, t(8;21) 3+7 NA WT
R08 M 66 M5b 428 47, XY, +8, del(20)(q13) 2+5 NA WT
R09 M 42 MRC 1957 NK 3+7 WT WT
R10 F 31 M2 757 46, XY, t(8;21), del(9) 3+7 NA WT
R11 M 63 M2 165 add(9) 3+7 Gln1119fs Gln1119fs
R12 F 64 M0 123 -6 2+5 NA WT
R13 M 71 M2 153 46, XY, add(15)(p11.2) 2+5 WT Glu1640Ter
R14 M 66 M2 370 t(8;21) 2+5 WT WT
R15 F 73 MRC 95 complex 2+5 WT WT
R16 F 68 M4 202 NK 2+5 WT WT
R17 M 53 MRC 181 45, XY, add(5)(q13), add(11)(q21), -15, add(15)(p11.2), -17, +mar3+7 WT WT
R18 M 54 M0 498 47, XY, +8 3+7 WT NA
R19 F 49 M4 442 NK 3+7 WT WT
S01 M 52 M6b 1547 t(9;13) 3+7 NA WT
S02 M 47 MRC 2109 trisomy8 3+7 NA WT
S03 M 62 M1 304 NK 3+7 WT WT
S04 M 41 M2 744 - 3+7 WT WT
S05 F 43 M2 771 t(2;8) 3+7 WT WT
S06 F 53 M2 753 t(8;21) 3+7 NA WT
S07 F 57 M5b 226 NK 3+7 NA WT
S08 F 21 M1 2328 del(12)(p11) 3+7 NA WT
S09 M 40 M6b 270 NK 3+7 NA WT
S10 M 50 M2 318 NK 3+7 WT WT
S11 F 45 M2 635 NK 3+7 WT NA
S12 F 64 M4Eo 2011 inv(16) 3+7 WT NA
S13 F 43 M5b 356 add(10)(p11), del(11)(q21) 3+7 NA WT
S14 M 53 M2 1887 NK 3+7 WT NA
S15 F 65 M4Eo 1194 NK 2+5 WT WT
S16 M 46 M4 266 t(6;9) 3+7 WT NA
S17 F 31 M4 2700 - 3+7 WT NA
S18 F 49 M0 496 NK 3+7 WT WT
S19 M 30 M1 2728 trisomy21 3+7 WT NA
S20 F 51 M2 911 - 3+7 WT WT
S21 F 51 M2 2529 NK 3+7 WT NA
S22 F 63 M4 890 NK 3+7 WT NA
S23 F 66 M2 2457 NK 2+5 WT NA
S24 F 42 M4 463 NK 3+7 WT WT
S25 M 75 M2 2015 - 2+5 WT NA
S26 F 69 M4 445 monosomy7 2+5 Ser1604fs NA
S27 F 46 M5a 271 complex 3+7 NA WT
S28 M 61 M2 461 NK 3+7 NA WT
S29 F 57 M1 287 NK 3+7 WT NA
S30 F 22 M1 355 NK 3+7 NA WT
S31 M 65 M5b 2000 NK 3+7 WT NA
S32 M 33 M7 723 monosomy6,der(16) 3+7 NA WT
S33 M 70 M4 474 - 2+5 NA WT
S34 M 59 M2 321 del(20q) 3+7 WT WT
S35 M 72 M4Eo 402 trisomy21 2+5 WT WT
S36 M 41 M2 1310 NK 3+7 WT WT
S37 M 48 M4 237 t(11;19) 3+7 WT WT
S38 F 56 M4 1155 NK 3+7 WT NA
S39 F 68 M5a 255 MLL 2+5 NA WT
S40 M 68 M6b 658 complex 2+5 NA WT
S41 F 37 M1 1003 NK 3+7 WT NA
S42 M 58 M2 947 NK 3+7 WT NA
S43 M 75 MRC 293 t(10;16) 2+5 WT WT
S44 M 53 M4Eo 612 inv(16),+8 3+7 WT NA
S45 F 45 M2 593 NK 3+7 WT NA
S46 M 64 M1 540 t(1;11) 3+7 WT NA
S47 F 65 M4 334 trisomy8 2+5 WT NA
S48 F 42 M5b 291 NK 3+7 WT NA
S49 F 50 M4 137 inv(16) 3+7 WT NA
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Table 8. 初発時、治療抵抗時における BCOR変異の有無 

R01-R19: 治療抵抗性 AML 

S01-S49:  初回寛解導入療法により CR に至った AML 

NK: normal karyotype, WT: wild type, NA: not available 

2+5: IDR 2days + AraC 5days, 3+7: IDR 2days + AraC 7days 
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次に BCOR変異陽性の治療抵抗性AMLについて治療前後のVAFの推移

について解析を行った (Table 9)。治療抵抗性 AMLの内 1例は、初発時の凍結検

体が得られず、初発時の骨髄塗抹標本から DNAを抽出しサンガーシークエンス

にて BCOR の変異を検出したため正確な VAF は計測できなかった (Figure 9)。

BCORは X染色体上に存在する遺伝子であり、性別により VAFの解釈に注意が

必要である。 (一般的にはヘテロな変異の場合には VAF は実際にその変異を有

する腫瘍細胞の割合よりも低く見積もられるが、男性において X 染色体上の遺

伝子に変異が存在する場合、VAF はその変異を有する腫瘍細胞の割合と概ね一

致すると推定される)。今回の結果においては、R13 においては治療前に検出で

きなかった BCOR 変異が治療後に新規に同定されており、BCOR 変異を有する

クローンが治療抵抗性であることが示唆された。また R11 においては、上述の

理由で治療前の VAF は計測不能であったが、治療不応期には骨髄中の大部分の

血液細胞が BCOR 変異を有していると想定され、やはり BCOR 変異を有するク

ローンは治療抵抗性であると考えられた。また今回解析した症例において、初

発時の BCOR変異の有無により 2群に分けて全生存期間 (overall survival: OS)の

比較を行ったところ、BCOR 変異なしの群と比較して、変異ありの群において

OS が短縮する可能性が示唆された (p=0.095 by log-rank test) (Figure 10)。以上の

解析により、BCOR変異が治療抵抗性に寄与している可能性が示された。 
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Table 9. AMLの治療前後における BCOR変異の VAFと白血病細胞数の推移 

diag: 初発時、ref: 治療不応期、Blast: 骨髄塗抹標本における骨髄中の白血病細

胞の割合(%) 

R13 では、初発時には検出できていない BCOR 変異クローンが治療不応期には

比較的ドミナントなクローンとなりつつあることが示された。R06 では、BCOR

変異クローンは初発時からドミナントなクローンであり、治療不応期にも白血

病細胞の中の大部分を占めると推定される。R11 は初発時の VAF は計測できて

いないが、治療不応期には BCOR 変異クローンはドミナントクローンとなって

いる。R05 では BCOR 変異クローンは初発時にはドミナントであるが治療不応

期にはサブクローンとなっていることが推定されるが、化学療法後にも残存し

ており、BCOR変異クローンは治療抵抗性であることが推定される。 
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Figure 9. 塗抹標本から gDNAを抽出したサンプル(R11)でのBCORのサンガーシ

ークエンス 

治療不応期のサンプルと同様に BCOR Gln1119fs (3355delC)変異が検出された。

このサンプルは次世代シークエンサーによる解析ができておらず正確な VAF は

不明である。サンガーシークエンスの波形からは BCOR 変異クローンは比較的

ドミナントなクローンであることが推定される。 
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Figure 10. 初発時 BCOR変異の有無による全生存期間 (overall survival: OS)の比

較。 

BCOR変異なしの群と比較して BCOR変異ありの群においてOSが短縮している

可能性が示された (p=0.095 by log-rank test)。 
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5. BCOR ノックダウン細胞株における抗がん剤感受性試験 

次に私はBCOR変異が抗がん剤感受性に与える影響を検討することとし

た。BCOR変異はその出現パターンから機能喪失型の変異と想定されたため、ヒ

ト白血病細胞株の THP-1、OCI-AML2 に対して BCOR に対する shRNAベクター

を導入し BCOR ノックダウン細胞株を樹立し、抗がん剤に対する感受性の変化

を評価した。BCOR に対する shRNA ベクター3 種類、コントロールとしてルシ

フェラーゼに対する shRNAベクターを用いた。ノックダウン効率の確認にはリ

アルタイム定量 PCRを用いた。THP-1においては、30-80%程度、OCI-AML2 に

おいては shBCOR1 ではノックダウンが確認できなかったが、shBCOR2, 3 では

30-40%程度のノックダウン効率が得られた (Figure 11)。生細胞数の測定は ATP

発光試薬とプレートリーダーを用いて行った。いずれの細胞株、薬剤において

も BCOR ノックダウンによる抗がん剤感受性の変化は認めなかった (Figure 12, 

13)。 

BCOR 変異は機能喪失型の変異と想定されるが、男性においてはもとも

と 1 コピーしかない BCOR の機能が完全に失われている状態であると考えられ

ている。また女性においてもBCOR変異はX染色体上の 2コピーの遺伝子の内、

不活化されていない方のアリルに変異が出現することが報告されており、こち

らも機能が完全に失われている状態であると考えられる。上記のノックダウン
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効率を考慮すると、BCOR変異の機能解析にはノックダウンよりもノックアウト

の方がより適していると考えられた。  
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Figure 11. BCOR に対する shRNAベクターのノックダウン効率 

各細胞株に BCOR に対する 3種の shRNAベクターを導入した後、cDNAを抽出

し定量リアルタイム PCR を行った。 

(A) THP-1  (B) OCI-AML2 
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Figure 12. ATP 発光試薬を用いた抗がん剤感受性試験 

A) AraC (n=1) B) IDR (n=1) 

BCORに対する shRNAベクター1-3を導入した THP-1に抗がん剤を投与し 48時

間後に生細胞数を計測した。いずれの抗がん剤においても BCOR のノックダウ

ンによる感受性の変化は認めなかった。 
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Figure 13. ATP 発光試薬を用いた抗がん剤感受性試験 

A) AraC (n=1) B) IDR (n=1) 

BCOR に対する shRNA ベクター1-3 を導入した OCI-AML2 に抗がん剤を投与し

48時間後に生細胞数を計測した。いずれの抗がん剤においても BCOR のノック

ダウンによる感受性の変化は認めなかった。 
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14. BCOR ノックアウト細胞株における抗がん剤感受性試験 

BCORノックアウトが抗がん剤感受性に与える影響を検討するためにヒ

ト白血病細胞株である THP-1を用いて CRISPR/Cas9システムにより BCORノッ

クアウト細胞株を樹立した。ノックアウトの確認にはリアルタイム定量 PCR お

よびウエスタンブロットを用いた。リアルタイム定量 PCR により BCOR 遺伝子

発現量の低下が確認され(Figure 14)、またウエスタンブロットにより BCOR タン

パクの発現消失が確認された(Figure15)。まず、BCOR ノックアウトが白血病細

胞の増殖速度に与える影響を調べるために、BCOR ノックアウト細胞株とコン

トロールの細胞株を用いて増殖能の評価を行ったところ、BCOR ノックアウト

細胞株においてはコントロールと比較して有意に細胞増殖率が低下しているこ

とが示された(Figure 16)。続いて、抗がん剤感受性試験をノックダウン細胞株と

同様の実験系にて行った。BCOR ノックアウト細胞株は、コントロールと比較

して IDR、AraC に対する抗がん剤感受性が統計学的に有意に低下していること

が示された(Figure17)。さらに抗がん剤投与後のアポトーシス解析を行ったとこ

ろ、やはり同様に BCOR ノックアウト細胞株はコントロールと比較して IDR 投

与後のアポトーシス細胞の割合が統計学的に有意に低下していることが示され

た(Figure18)。 
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Figure 14. 定量 PCR による BCOR ノックアウトの確認 

CRISPR/Cas9 システムにより BCOR をノックアウトしたヒト白血病細胞株

(THP-1)を作成し RNA 抽出・cDNA合成の後に定量 PCR を行った。 
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Figure 15. ウエスタンブロットによる BCOR ノックアウトの確認 

CRISPR/Cas9 システムにより BCOR をノックアウトしたヒト白血病細胞株

THP-1 から抽出したタンパク質を用いて抗 BCOR 抗体によるウエスタンブロッ

トを行った。 

KO: knockout, WT: wild type 
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Figure 16. BCOR ノックアウト細胞株における細胞増殖曲線 

BCOR ノックアウト細胞株を 5x10
4
cell/mLの濃度に調整し、培養開始から 5日目

まで 1日ごとに細胞数を測定した (n=3)。グラフの数値は平均値±標準偏差を示

している。BCOR ノックアウト細胞株においては細胞増殖率が有意に低下して

いることが示された。 
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Figure 17. BCOR ノックアウト細胞株を用いた抗がん剤感受性試験 

A) IDR (n=3) 平均値±標準偏差 B) AraC (n=3) 平均値±標準偏差 

BCORをノックアウトした THP-1に抗がん剤を投与した後に ATP発光試薬を用

いて生細胞数を計測した。いずれの抗がん剤においても BCOR ノックアウト細

胞株では抗がん剤感受性が低下している。 
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Figure 18. BCOR ノックアウト細胞株を用いたアポトーシス解析 

BCOR をノックアウトした THP-1 に IDR を投与した後に FACSAria II によるア

ポトーシス解析を行った (n=3)。グラフの数値は平均値、エラーバーは標準偏差

を示している。BCOR ノックアウト細胞株においては抗がん剤投与後のアポト

ーシス細胞の割合が低下していることが示された。 
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【考察】 

本研究において私は BCOR が AML における治療抵抗性に寄与する遺伝

子である可能性を見出した。BCOR は X 染色体上 (Xp11.4)に位置する遺伝子で

あり、2000年に Nagaseらによりクローニングされ[35]、また同時期に Huynh ら

により BCL6 のコリプレッサーとして発見されている[36]。Huynh らは、BCOR

は少なくとも 2 つのバリアントをコードしており、完全長の BCOR タンパクの

みが BCL6 のコリプレッサーとして機能でき、また 2 つのバリアントはともに

ヒストン脱アセチル化酵素と関連していることを報告している。BCORの異常と

疾患との関連については、Pierron らは骨肉腫において 594 例中 24 例に

BCOR-CCNB3 融合遺伝子が検出されたと報告しており[37]、また Ishikawa らは

BCOR-RARA融合遺伝子が AML症例で検出されたと報告している[38]。また Ng

らは先天性疾患であるOculofaciocardiodental (OFCD) syndromeにおいて高頻度に

BCORのフレームシフト変異、ナンセンス変異が見られ、ゼブラフィッシュにお

ける BCORの ortholog をノックダウンすると OFCD syndromeと同様に眼球、骨

格、中枢神経系に異常をきたし、胎生期において BCOR が重要な役割を果たし

ていることを報告している[39]。造血器悪性腫瘍においては、Grossmann らがは

じめてAMLの特定のサブセットにおいてBCOR変異が高頻度にみられることを

報告しており[34]、さらに再生不良性貧血、骨髄異形成症候群、二次性の AML

など各種造血器疾患における BCOR 変異が次々と報告されている[40][41][42]。
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このように BCOR は筋骨格系、中枢神経系のみならず造血器においても重要な

機能を担っていることが示唆されているが、BCOR の正常造血における役割、

また造血器悪性腫瘍の発生にどのように寄与しているかについてはいまだほと

んど解明されていない。上記の通り BCOR は BCL6 のコリプレッサーとして発

見されているが、BCL6 は造血器腫瘍、特に非ホジキンリンパ腫において発現の

亢進が病態形成に寄与していると考えられており[43][44][45]、BCOR 変異が

BCL6 を介して造血に対しても何らかの影響を及ぼしている可能性が考えられ

るが、BCOR 変異型と BCOR 野生型は BCL6 との相互作用における差異が見ら

れなかったとも報告されており[39]、BCOR変異を高頻度に認める各種疾患の病

態形成における BCOR 変異の意義については BCL6 以外の転写調節因子との関

連によることも想定されている。近年、造血器腫瘍を含む種々のがんとエピジ

ェネティクスとの関連が注目されているが、BCOR についてもエピジェネティ

クスに関わる因子であることが報告されている。BCOR がポリコーム抑制複合

体 1 (PRC1)の構成分子である Ring1b や Bmi1 とともに non-canonical PRC1 と呼

ばれる BCOR 複合体を形成することが報告されており[46][47]、PRC1 や PRC2

と異なる機序によりエピジェネティクスを制御していることも想定されている。

一方で BCOR 複合体は PRC1、PRC2 のターゲット領域へのリクルートに必須で

あることも報告されており[48]、BCOR はポリコーム抑制複合体によるヒストン
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修飾において、これまでに想定されていた以上に重要な役割を担っていること

がわかってきている。 

私は本研究において BCOR 変異が AML の治療抵抗性に寄与する可能性

があることを見出したが、BCOR と抗がん剤感受性との関連についてはこれま

での知見だけでは十分には説明できず、今後詳細な機序の解明が望まれる。造

血器腫瘍におけるこれまでの報告によると BCOR 変異はほぼ全てが、ナンセン

ス変異、フレームシフト変異であり、ここからは機能喪失型の変異であること

が想定される。さらに BCOR は X 染色体上にあることから、機能喪失によるハ

プロ不全というよりは、完全な機能喪失に近いと考えられる。今回は BCOR の

機能喪失が抗がん剤感受性に与える影響を調べるために、CRISPR/Cas9 システ

ムを用いて BCOR ノックアウト細胞株を作成し解析を行った。BCOR ノックア

ウト細胞株は BCOR 野生型と比較して細胞増殖速度が低下すること、また抗が

ん剤感受性が低下することが示された。さらに抗がん剤感受性の変化は、細胞

周期の S期に特異的な抗腫瘍効果を示す AraCよりも G2/M期において特に強い

抗腫瘍効果を示す IDR で大きくなっている[49]。Jacobs らはポリコーム群タンパ

ク質(PcG)の構成成分である Bmi-1 が細胞周期を制御していること[50]、Zheng

らは Bmi-1のノックダウンにより p21や p27を介したG0/G1 arrestが引き起こさ

れること[51]、Aoto らは PcG を介したクロマチンの再構築が細胞周期における

G1期から S 期への進行に必要であるということ[52]、Wuらは PRC2 の構成要素
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である EZH2のノックダウンにより G1および G2/Mチェックポイント機構が阻

害されアポトーシスが誘導されること[53]、Posfai らはマウスにおいて Ring1b

の機能喪失により S-phase arrest が引き起こされることを報告している[54]。今回

の結果と合わせて推察すると、BCOR の機能喪失により BCOR 複合体の機能低

下をきたし、さらに PRC1, 2を介した細胞周期の制御、DNA損傷チェックポイ

ント機構が破綻することにより抗がん剤感受性が低下しているという可能性が

考えられる。さらに G0/G1 arrest および S phase arrest が同時に引き起こされるこ

とにより、G2/M 期において強い抗がん作用を示す IDR の感受性が大きく低下し

ていることも想定される。 

今後、BCOR の機能喪失がどのような分子メカニズムを通して AML に

おける抗がん剤耐性に寄与しているかを明らかにすることで、BCOR を標的と

した新規治療法への足掛かりとなることが期待される。本研究で得られた知見

をもとに治療抵抗性 AMLの診断・治療の研究が大きく進展することを期待した

い。 
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【結論】 

 本研究では、6 症例の治療抵抗性 AML の検体を用いて全エクソン解析

を行い、AML の治療抵抗性に寄与する可能性のある 50 の遺伝子を抽出した。

さらに多数の AML 検体を用いて、BCOR の truncate 型変異の出現頻度が治療抵

抗性 AMLにおいて治療感受性 AMLに比較して有意に上昇していることを明ら

かとした。さらに BCOR ノックアウト細胞株においては細胞増殖速度が低下し、

抗がん剤感受性が低下することを示した。今後 BCOR 変異の詳細な機能解析を

行うことにより、治療抵抗性 AMLの新規治療薬につながる可能性がある。 
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