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バイオマーカーは，生体の特定の疾病の存在や状態の指標となる物質を指し，

核酸，ペプチド，タンパク質，脂質代謝物等，対象は多岐にわたる。なかでも核

酸由来バイオマーカー（マーカー遺伝子）は遺伝子定量手法の発展・普及により

比較的簡便に検出あるいは定量できるため，病態の診断，治療の予後予測，病態

のモニタリングに利用されるなど，臨床の現場へ着実に応用されつつある。この

ような試みは，がん分野において積極的に行われているが，特に血液疾患におけ

る進歩はめざましく，他のがん分野を常に牽引してきた。例えば，慢性骨髄性白

血病（ c h ro nic  mye lo id  l e uk e mi a： C M L）患者の 9 0 %以上に， C M L のマーカー
遺伝子である B C R / A B L キメラ遺伝子が存在することが知られている。B C R / A B L
キメラ遺伝子は C M L 診断の極めて有効な指標であるばかりか，B C R / A B L キメラ
遺伝子の A B L キナーゼドメインにおける点突然変異の有無や種類が薬剤選択の

指標となるため，治療の予後予測が立 てやすい。さらには， B C R/ A B L キメラ遺

伝子量を定量することで，治療の経過を容易にモニタリングできる。  
これまで述べてきたように，マーカー遺伝子は病態の診断・判定の指標として

の利用に留まらず，治療の予後予測，病態のモニタリングなどにも利用されてお

り，今後，新たなマーカー遺伝子の探索・同定，および同定されたマーカー遺伝

子の検出・定量技術は重要な位置を占めると考えられる。事実，近年，網羅的な

遺伝子解析，ゲノム解析を可能とする様々な手法が確立され，それらを用いた解

析により，新たなマーカー遺伝子が次々と発見・報告されている。それに伴い，

病態診断の拠り所として，また，治療の予後予測や病態モニタリングの手段とし

て，マーカー遺伝子の定量の必要性が高まっている。そこで，本研究では造血器

腫瘍関連，特に白血病と骨髄増殖性腫瘍のマーカー遺伝子を定量するための新規

な遺伝子定量技術の確立を目的とした。  
本論文は５章から構成されている。以下に各章の概要について述べる。  
第１章では，造血器腫瘍のマーカー遺伝子と，その検出・定量技術に関する既

往の知見および問題点を，最近の研究動向を踏まえつつ概説し，本研究の研究背

景をまとめるとともに，本研究の意義および目的を明らかにした。  
第２章では，白血病（特に急性白血病）の汎用マーカー遺伝子として臨床検査

へ実用化された Wi l ms  Tu mo r  1  mR N A（W T 1 m RN A）の発現量を，既存手法と
比較し，より迅速，簡便に定量するための新たな定量系を確立した。まず，re ve rse  
t ran scr ip t io n  l o o p - me d iat e d  i s o t he r m al  a mp l i f i ca t io n（ R T- L A M P）法を用い，
WT 1 m RN A の 迅 速 ・ 簡 便 な 定 量 系 を 構 築 し た 。 R T- L A MP 法 は re v e rse  
t ran scr ip t io n  po l yme r ase  c ha i n  re ac t i o n（ R T- P C R）法のように温度変化を必要
とせず，等温条件下で対象遺伝子を増幅可能な新規遺伝子増幅手法である。また，

R T- P C R 法では R N A の逆転写反応とその後の増幅反応を別々に実施する必要が

あるのに対し， R T- L A M P 法は等温反応であるため，逆転写反応と増幅反応が同

時に起こり，比較的短時間で反応が終了するという利点を有する。さらに，遺伝
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子増幅反応の副産物であるピロリン酸マグネシウムの生成量を濁度としてリアル

タイムに測定することで，対象の遺伝子量を定量することも可能である。このよ

うな利点により， R T- L A M P 法を W T 1  m RN A 定量へ応用できれば，迅速・簡便
な白血病の病態モニタリングが可能になると期待される。W T 1 m RN A を特異的

に増幅させるような短鎖 D N A オリゴ（プライマー）のセットを設計し，それら

を用いて R T- L A M P 法による W T 1 m R N A の増幅を試みたところ， 1 0 コピーの
WT 1 m R N A を 3 0 分程度で検出できた。さらに，H e L a 株抽出 R N A に W T 1 m R N A
を 既 知 量 混 入 さ せ た も の を 測 定 用 サ ン プ ル と し て 調 整 し ， こ れ ら サ ン プ ル 中 の

WT 1 m R N A 量を R T- L A M P 法およびリアルタイム R T- P C R 法でそれぞれ定量し
た。その結果，両手法とも真値に近い値を示すことが明らかとなった。これらの

結果により， R T- L A M P 法はリアルタイム R T- P C R 法と同等の定量精度を持ちな
がらもより迅速・簡便に白血病の病態をモニタリングできる手法であることが示

唆された。つづいて，より正確な病態モニタリング実現のため，遺伝子の増幅阻

害 物 質 混 入 下 で も 正 確 な 遺 伝 子 定 量 が 可 能 な 手 法 で あ る A lt e r n at e ly  Bi nd i n g  
que nc h i ng  p ro be  Co mpe t i t ive（ A B C）法を R T- P C R 法と組み合わせ（ A B C R T- P C R
法），W T 1 m R N A の簡便・正確な定量手法の確立を試みた。A B C R T- P C R 法では，
対象となる遺伝子と等しい増幅効率で競合的に増幅される内部標準遺伝子を既知

量，反応系に添加し，反応を行う。反応系にはグアニン塩基との電子移動により

蛍光強度が著しく消光する性質を持った蛍光色素がラベルされたプローブが添加

されており，増幅反応後の蛍光強度が対象遺伝子と内部標準遺伝子の割合を反映

するため，対象遺伝子量を算出できる。本手法最大の特長は内部標準法であるた

めに遺伝子の増幅阻害物質の影響を数学的に打ち消すことのできる点であり，既

存手法と比較して，より正確な定量が可能となる。急性白血病患者２名より経時

的に採取した骨髄サンプルよりトータル R N A を抽出し，これらのサンプル中の

WT 1 m R N A 発現量を A B C R T- P C R 法にて定量したところ，各々の患者の病態に
従って W T1 m RN A 発現量が増減する様子が確認され，A B C R T- P C R 法により白
血病の病態モニタリングが可能であることが示唆された。  
第３章では，骨髄増殖性腫瘍（ m ye lo pr o l i f e rat ive  ne o p l asm：M P N）において

200 5 年に報告されたマーカー遺伝子である J a n us  K in ase  2（ J A K 2）遺伝子の点
突然変異（ J A K2 V 61 7F）のアレルバーデン（（変異 J A K2 遺伝子量／ J A K 2 全遺
伝子量）×1 0 0 %）について，簡便・低 コスト・正確な定量手法の構築を行っ た。
第２章にて触れた A B C 法を P C R 法と組み合わせ（ A B C -P C R 法）， J A K2 アレル
バーデン定量へ応用することにより，既存の手法と比較して，より簡便に低コス

トで，かつ，正確に対象の J A K2 アレルバーデンを定量することが可能である。
A B C- P C R 法では，増幅反応後の蛍光値が対象のアレルバーデンに依って変化す

るため， P C R 法により対象の D N A を増幅し，その後に蛍光強度を測定するのみ
で対象の J A K2 アレルバーデンを定量することが可能である。また，スループッ
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ト が 既 存 手 法 で あ る リ ア ル タ イ ム ア リ ル 特 異 的 P C R（ リ ア ル タ イ ム A l l e le  
Spe c i f i c  P C R：リアルタイム A S -P C R）法の約２倍であるため，ランニングコス
トをおよそ半分に抑えることができる。A B C- P C R 法の定量精度確認のため，U T-7
株（ J A K 2 野生型株）抽出 D N A と H E L 株（ J A K2 変異型株）抽出 D N A を任意の
ア レ ル バ ー デ ン と な る よ う に 混 合 し ， 模 擬 定 量 サ ン プ ル を 調 整 し た 。 こ れ ら の

JA K 2 アレルバーデンを A B C - P C R 法とリアルタイム A S -P C R で定量し，その値
を真値と比較した。その結果，A B C - P C R 法はアレルバーデン 1 0 % ~ 90 %の範囲に
おいてリアルタイム A S - P C R よりも真値をよく反映した値を示し，リアルタイム
A S- P C R はある程度の真値からのずれを許容すればアレルバーデン下限値 1 %ま
で定量可能であるという結果を得た。これにより， A B C - P C R 法は定量下限にお

いては既存手法に劣るが， アレルバー デン 1 0 % ~9 0 %までの範囲では，既存 手法
よりも正確に対象のアレルバーデンを定量可能であることが示唆された。最後に，

M PN 患者と健常者より採取した血液サンプルより D N A を抽出し，それらのサン
プル中の J A K2 アレルバーデンを A B C 法，リアルタイム A S -P C R 法でそれぞれ
定量し，その値を比較した。その結果，アレルバーデン下限値 1 0 %までにおいて
両者の定量結果には相関性があった。これにより， A B C - P C R 法は既存手法と比

較し，アレルバーデン 1 0 % ~ 90 %の範囲では，簡便・低コスト・正確に対象の J A K2
アレルバーデンを定量できる手法であることが示された。  
第４章では，第３章にて確立した A B C - P C R 法による J A K 2 アレルバーデン定

量のための標準サンプルの作製・評価手法を提案した。近年，標準曲線を用いた

相対的な定量（相対定量）ではなく，直接的な定量（絶対定量）によって対象の

遺伝子数を測定する新たな手法（デジタル P C R 法）が確立された。本手法により，
対象の遺伝子数やアレルバーデンを直接定量することが可能であるが，ランニン

グコストの高さとスループット性の低さから，定量系としての実用化は難しい。

そこで，デジタル P C R 法をアレルバーデンの値を保証された標準サンプル作製の
ために運用することを考えた。これによって，コストを最小限に抑えつつ，定量

の正確性を担保できると期待される。まず，A S -P C R を基盤としてデジタル P C R
法により J A K2 アレルバーデンを定量できるような反応条件を検討した。つづい
て，これを用いて野生型 J A K 2 遺伝子量と変異型 J A K 2 遺伝子量をデジタル P C R
法で定量し，その定量値をもとに A B C - P CR のための標準サンプルを作製した。
最後に，作製した標準サンプルを用いて A B C -P C R 法を実施し，アレルバーデン
の真値を忠実に反映した定量結果を得られることを確認した。  
第５章では本論文を総括した。  
以上，本論文では造血器腫瘍，特に白血病と骨髄増殖性腫瘍のマーカー遺伝子

を簡便・低コスト・正確に検出・定量できる手法の確立を行った。本成果は今後

さらに発見がなされてゆくものと予想される種々のマーカー遺伝子の検出・定量

へも応用可能であり，臨床検査医学の分野に大きく寄与できるものと期待される。
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