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緒緒  言言  

 
若年性骨髄単球性白血病（Juvenile myelomonocytic leukemia：JMML）は、主に 5 歳未満の小児に発生する

予後不良な血液悪性腫瘍である。本邦では、年間約 20 例が発症する非常に稀な小児がんの一病型である。JMML
は、通常の化学療法で十分な治療効果が得られる患者は極めて少なく、同種造血細胞移植が唯一の根治療法であ

る。一方で、移植関連合併症や再発のために患者の 5 年生存率は約 50％前後にとどまり、造血細胞移植の代わり

となる分子標的治療薬などの新規治療法の開発が望まれている。  
JMML の約 9 割は、細胞の分化や細胞増殖のシグナル伝達に関与する RAS 関連遺伝子（PTPN11、NRAS、

KRAS、NF1、CBL）に遺伝子変異を認める（図 1）。一部の JMML 患者では、RAS 経路の遺伝子変異に続いて、

SETBP1 や JAK3 遺伝子にセカンドヒット変異を認めることが知られ、これらの変異を認める患者は化学療法に

抵抗性で、再発率も高いため、特に予後不良であることが知られている［1～3］。また、極めて稀なアリル頻度の

変異を高感度に定量することが可能な droplet digital PCR（ddPCR）法を用いて、微小なアリル頻度の SETBP1
変異と JAK3 変異をもつ患者を同定し、生存解析を行った［4］。結果、JMML128 例のうち SETBP1 変異 9 例

と JAK3 変異 15 例の 24 個のホットスポット変異を同定した。1％未満の微小なアリル頻度の変異のみを有する

5 例は、変異を認めない症例と比較して、有意に無移植生存率が低下していた。 
JMML におけるセカンドヒット変異以外の重要な予後因子として、ゲノムワイドな DNA メチル化解析により

高メチル化群が、予後不良因子であることが報告されている［5～7］。DNA 高メチル化群は、低メチル化群より

も有意に全生存率が低く、既報の予後因子（高月齢、血小板数低下、PTPN11 変異、セカンドヒット変異、HbF
高値、AML 型の発現プロファイル）と強く相関していた。 
ゲノムは、様々な構造状態を取ることで空間的に近い距離にあるゲノム同士が相互に影響し、遺伝子発現の On

と Off のスイッチを切り替えて、細胞の機能・分化・恒常性の維持を制御する。ゲノム上における DNA 高メチ

ル化や抑制型ヒストン修飾の増加は、クロマチン凝集に関連し、遺伝子発現を抑制する方向に作用する。次世代

シーケンサー（NGS）による解析技術の進歩により、遺伝子発現調節の基本単位である Topology associating 
domain（TAD）を同定し、3 次元的なクロマチン構造解析法（Hi-C 法）を用いて解析することが可能である。

本研究では、Hi-C 法を用いて、JMML の病態に関連する TADs 領域の同定し、遺伝子発現データと重ね合わせ、

クロマチン構造の制御機構をより詳細に理解することを目的とした。 
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図 1．JMML におけるセカンドヒット変異と腫瘍進展 

大部分の JMML でRAS 関連遺伝子変異が認められ、うち一部の症例で SETBP1
や JAK3 遺伝子変異の体細胞変異の獲得を認め、特に予後不良である。 
 

方方  法法  

 
ゲノム上のどの領域同士が空間的に近接関係にあるかを網羅的に評価するために、JMML 患者の骨髄単核球

細胞を用いて、Hi-C 解析を実施し、3 次元的クロマチン構造を解析する［8］。その際、Arima-Hi-C Kit のプロ

トコールに沿って、死細胞除去した骨髄単核球保存細胞から得られたクロマチンは、ゲノムの配列と構造を保持

するため、ホルムアルデヒドを用いて架橋する（図 2）。クロスリンクされたクロマチンは、制限酵素カクテルを

用いて消化され、5'-オーバーハングが埋められ、DNA 末端がビオチン化ヌクレオチドで標識される。DNA の空

間的に近接した消化末端を DNA リガーゼでライゲーションし、ゲノムの配列と構造を捕捉する。ライゲーショ

ンされた DNA を精製し、純粋な近接ライゲーション DNA が得られる。近位にライゲーションした DNA を断

片化し、ビオチン化断片を濃縮する。濃縮された断片は、NGS 解析用のライブラリー調製キットを用いて、カス

タムライブラリーを作成する。 
 

 
図 2．Hi-C 解析による TADs の同定 

ゲノム内の物理的な距離に基づいて染色体内の相互作用をマッピングし、同定された 
TADs は、どのように遺伝子発現調節やクロマチン修飾パターンに及ぼす影響を評価

する。 
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結結果果おおよよびび考考察察  

 
11．．同同定定さされれたた TTAADDss 領領域域  

Hi-C 解析データを、Juicer［9］を用いて呼び出された染色体内、短距離、長距離のコンタクトの平均総数を

プロットした結果、染色体内コンタクトの数は全コンタクト数の大部分を占め、短距離接触よりも長距離接触に

偏りを認めた（図 3）。 
JMML 患者と健常人の全体では、2,400 個の TADs を同定した。うち両者で共通する TADs は、1,485 個で、

JMML 患者のみに存在する特異的な TADs 領域は 399 個で、健常人のみに存在する TADs は 516 個で検出され

た。 

  
図 3．JMML と健常サンプルにおける contact の分布 

JMML と健常サンプルのコンタクト分布では、特定の染色体領域やゲノ

ム座間のコンタクトの差異を評価した。 
  

22．．JJMMMMLL にに特特徴徴的的なな TTAADDss 領領域域ととそそのの遺遺伝伝子子発発現現ととのの相相互互作作用用  
前述した JMML で特異的に存在した 399 個の TADs 領域に含まれる遺伝子を抽出した。次に、我々が以前に

本邦における多数例での JMML サンプルを用いた RNA-seq 解析から得られた JMML で、その遺伝子発現レベ

ルが有意に亢進もしくは低下を示す遺伝子リストの一覧を作製し、TADs 領域に含まれた遺伝子群と統合解析を

実行した（図 4）。Hi-C 解析では、染色体上の特定の領域が他の領域とより頻繁に相互作用するコンパートメン

ト A と呼ばれる領域が存在し、その領域では遺伝子が活発に転写されるためにオープンクロマチン領域となり、

遺伝子発現に重要な役割を果たす。現在、Hi-C 解析から得られた TADs 領域内の遺伝子発現が特に亢進した領

域を検証している。 
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図 4．TADs 領域と遺伝子発現の相互作用 

遺伝子発現の空間的な配列、TAD 内の遺伝子の相互作用として、遺伝子発現に及ぼす影響、TAD 内の遺伝子と

その周辺の調節要因の相互作用の遺伝子発現の調節メカニズムに関する情報を提供する。 
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