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Ⅰ．はじめに

　従来、造血器腫瘍の病型分類は形態学的検査
を中心におこなわれていた。分子生物学的解析
技術の進歩に伴い、近年ではフローサイトメト
リー（flow cytometry, FCM）による細胞系統・
分化レベルの同定や染色体・遺伝子異常などの
結果を総合して病型分類がおこなわれるように
なってきた1）。造血器腫瘍の臨床において、遺
伝子検査は確定診断のみならず、予後分類や治
療法の選択に必須となっている。また、測定可
能残存病変（measurable residual disease, MRD）
による治療効果判定など、その役割は多岐に渡

っている。
　現在、polymerase chain reaction（PCR）法を
応用した種々の遺伝子解析法が開発されてお
り、本稿では実臨床の場で有用である遺伝子検
査の項目と検出法について紹介する。

Ⅱ．免疫関連遺伝子再構成

　悪性リンパ腫をはじめとするリンパ系腫瘍の
診断は、病理組織学的検査やフローサイトメト
リーを中心に行われるが、反応性病変との鑑別
が困難なケースがある。また、針生検や内視鏡
下生検などの微量検体においては、細胞が少な
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いため正確な診断に苦慮することがある。免疫
関連遺伝子再構成検査は、B細胞およびT細胞
のクロナリティを証明する検査であり、確定診
断および極少数の腫瘍細胞の検出に有力な情報
を提供する。
　免疫グロブリン重鎖（immunoglobulin heavy 

chain, IGH）遺伝子はすべての有核細胞に存在
するが、正常の分化過程ではB細胞のみ遺伝子
の組み替え（遺伝子再構成）が生じる。IGH遺
伝子はV/D/Jの3つの領域から構成されており、
B細胞は分化の際にD領域とJ領域からそれぞれ
1つのセグメントを選択して結合する（不完全
型）。分化が進むと、さらにV領域から1つのセ
グメントが選択され結合する（完全型）。また、
セグメントの結合部位には、遺伝子配列のバリ
エーションを増やすために、ランダムな塩基配
列を付加することにより生じた配列（N領域）
が存在する。その結果、無数の遺伝子配列が生
み出されることになる。この配列は個々のB細
胞クローン毎に異なるが、腫瘍細胞では同じ配
列となる（Fig. 1A）。
　PCR法でIGH遺伝子の一部を増幅した後、モノ
クローナルバンドが検出されればクロナリティが
証明される。B細胞のクロナリティ解析にはIGH

遺伝子と免疫グロブリン軽鎖（immunoglobulin 

light chain, IGL）遺伝子を、T細胞のクロナリテ
ィ解析にはT細胞レセプター（T-cell receptor, 

TCR）のβ鎖（TCRB）遺伝子とγ鎖（TCRG）
遺伝子を用いるが、特に幼若T細胞性腫瘍ある
いはγδ型T細胞性腫瘍を疑う場合にはδ鎖
（TCRD）遺伝子を対象とする。
　PCR法を用いた方法は1990年台初頭に開発さ
れているが、初期の検出法ではプライマーの数
が限定されており、様々な腫瘍細胞由来の配列
に対する相補性が確保できない為、偽陰性率が
高いという欠点があった。また、モノクローナ
ルなPCR産物とポリクローナルなPCR産物を正
確に鑑別できず、偽陽性率が高いことも問題で
あった。2003年に従来のPCR法の欠点を軽減し
た方法としてBIOMED-2プロトコール2）が、
2012年にEuroClonality/BIOMED-2ガイドライ
ン3）が公開され、現在ではクロナリティ解析の
標準法となっている。本プロトコールの特徴は
3つあり、1つめはV領域の複数箇所にプライマ
ーを設計し、somatic hypermutation（体細胞超

突然変異）の影響によるプライマーのミスアニ
ールを軽減している。2つめはファミリー特異
的プライマーを使用し、腫瘍細胞由来の配列と
プライマーの相同性を高め、プライマーのミス
アニールを軽減している。3つめはマルチプレ
ックスPCRにより、チューブの本数を減らし、
効率化と低コスト化を実現している（Fig. 1B）。
サンプルから抽出したDNAを用いてマルチプ
レックスPCRを行い、PCR産物をポリアクリル
アミドゲル電気泳動し、エチジウムブロマイド
などの染色剤を用いて染色をおこなう。想定さ
れる範囲内に明瞭なバンドが検出された場合に
陽性と判定する（Fig. 1C）。検出感度の目安は
およそ1%であるが、腫瘍細胞由来の配列とプ
ライマーとの相補性および背景に存在するポリ

Fig. 1 IGH遺伝子再構成の検出
 A）IGH遺伝子再構成のメカニズム
 B）PCRに用いるプライマーの位置
 C） ポリアクリルアミド電気泳動による検出
 IGH ,  immunoglobulin heavy chain; FR, 

framework
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クローナルなB細胞の影響により検出感度は一
様ではない。また、腫瘍細胞由来の配列とプラ
イマーとの相補性が低い場合、偽陰性となるこ
とがある。ウイルス感染などによりT細胞の免
疫応答が増強している場合、あるいは高齢者や
免疫不全患者などにおいてT細胞のレパートリ
ーが減少している場合、TCR遺伝子のオリゴク
ローナルなバンドが検出されることがあり、陽
性と判定される可能性（偽陽性）があるので結
果の解釈は慎重におこなう。

Ⅲ．融合遺伝子

　1990年台前半に、慢性骨髄性白血病（chronic 

myeloid leukemia, CML）におけるBCR-ABL1 

mRNAの検出法が開発されて以降、様々な融合
遺伝子の検出系が確立され、本邦では1998年に
造血器腫瘍核酸増幅同定検査として保険承認さ
れた。融合遺伝子の存在の証明は、単なる病型
分類に留まらず、BCR-ABL1 mRNAの検出は
CMLやB細胞急性リンパ芽球性白血病（B-cell 

lymphoblastic leukemia, B-ALL）におけるチロシ
ンキナーゼ阻害薬、PML-RARA mRNAの検出は
急性前骨髄性白血病（acute promyelocytic leukemia, 

APL）におけるオールトランス型レチノイン酸
や亜ヒ酸の適用の判断に必須となっている。
　脱制御型の融合遺伝子を除き、融合遺伝子の
多くはmRNAを対象とする。急性骨髄性白血病
（acute myeloid leukemia, AML）の代表的な融合
遺伝子の一つであるRUNX1-RUNX1T1遺伝子を
例に説明すると、RUNX1とRUNX1T1それぞれ
の遺伝子の切断点はイントロンに存在するが、
個々の症例毎に切断箇所が異なり、DNAレベ
ルでは融合箇所を含む領域をユニバーサルプラ
イマーで増幅することが困難である。スプライ
シングによりイントロンが除去されたmRNAは
配列が同一となり、ユニバーサルプライマーに
よる増幅が可能となる。また、融合遺伝子の量
はDNAよりmRNAの方がはるかに多いため、検
出感度が高い（Fig. 2A）。mRNAはPCR反応の
鋳型とならないため、逆転写反応（reverse 

transcription, RT）にてcDNAに変換した後、
PCR反応により増幅する。以前はPCR反応後の
産物をアガロースゲル電気泳動し、エチジウム
ブロマイドなどの染色を用いて検出する定性法

が一般的であったが、近年ではリアルタイム
PCRによる逆転写定量PCR（reverse-transcriptase 

quantitative PCR, RT-qPCR）法が主流となって
いる。
　リアルタイムPCR法では増幅されたPCR産物
由来の蛍光量を1サイクル毎に測定をおこない、
横軸にサイクル数、縦軸に蛍光量をプロットす
る。蛍光量が既定値に達する時点のサイクル数
（quantification cycle, Cq）を用いて遺伝子量を
算出する。蛍光物質としてはインターカレータ
ーやTaqManプローブが使用される。インター
カレーターは2本鎖のDNAに結合すると蛍光を
発する物質で、EvaGreenなどが用いられる。
TaqManプローブはターゲット遺伝子の増幅用
プライマー間の中間付近に結合するオリゴヌク

Fig. 2 融合遺伝子の検出
 A） RUNX1-RUNX1T1融合遺伝子とプライマ

ー・プローブの設定位置
 B）検量線法による遺伝子定量
 C）比較Cq法による遺伝子定量
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レオチドであり、その5ʼ末端にはレポーター色
素が、3ʼ末端にはクエンチャーが結合している。
レポーター色素とクエンチャーが近接している
状態では、励起光を照射してもクエンチャーへ
の蛍光共鳴エネルギー移動によりレポーター色
素は発光しない。鋳型DNAにプローブが結合
し、さらにプライマーを起点とする塩基の伸長
反応が開始されると、DNAポリメラーゼが有
する5ʼ→3ʼエキソヌクレアーゼ活性により、プ
ローブは分解される。蛍光色素とクエンチャー
が遊離することで、蛍光色素は蛍光を発する。
　インターカレーター法は安価かつプローブの
設計が不要であることから、測定系の構築は比
較的容易であるが、ターゲット遺伝子以外の遺
伝子が増幅された場合においても蛍光が検出さ
れるので、特異性の面でTaqManプローブ法に
劣る。実臨床で検査対象となる遺伝子の多くは
TaqManプローブ法が用いられている。融合遺
伝子検出用のプライマーおよびプローブの配列
はEurope Against Cancer（EAC）から公開され
ている4）。
　遺伝子定量解析は2つの方法があり5）、1つめ
は検量線法である。既知コピー数のDNA（標
準物質）を複数用意し、それぞれのCq値を測
定した後、横軸にコピー数、縦軸にCq値をプ
ロットすることで検量線が作成される。そして、
同時測定したサンプルのCq値を検量線の式に
入力し、コピー数を算出する。実際には、測定
に用いるRNAの質と量および逆転写効率を考
慮する必要があり、リファレンス遺伝子の測定
もおこない、ターゲット遺伝子のコピー数をリ
ファレンス遺伝子のコピー数で除することによ
り、サンプル間で生じる誤差を補正する（Fig. 

2B）。2つめの方法は比較Cq法であり、標準物
質を使用せず2つのサンプル間の遺伝子量の違
いを算出する方法である。診断時および治療後
のサンプルそれぞれのターゲット遺伝子とリフ
ァレンス遺伝子のCq値を測定する（Fig. 2C）。
解析対象の遺伝子の増幅効率が100%の場合、
Cq値が1の違いは遺伝子量が2倍違うことを反
映する。増幅効率が100%に満たない場合、増
幅効率を加味したPfaffl法6）を用いる。検量線法
のようにサンプルの測定毎に標準物質を測定す
る必要がなく、安価かつ簡便に遺伝子定量が可
能であるが、転院患者など診断時のサンプルが

入手困難な場合は利用できない。融合遺伝子の
定量的解析は後述するMRD解析において重要
な役割を果たす。

Ⅳ．遺伝子変異

　造血器腫瘍の病型分類に用いられるWHO分
類20171）の特徴は、遺伝子異常に基づく診断基
準の変更や新規病型の設定がおこなわれている
ことであり、今後益々遺伝子異常の検索は重要
視されるものと予想される。
　AMLにおいては、NPM1変異、両アレルの
CEBPA変異およびRUNX1変異を有するAMLな
どが新規病型となった。European LeukemiaNet 

（ELN）の予後分類7）では、TP53変異、RUNX1

変異およびASXL1変異などが予後不良群として
分類された。従来、FLT3-ITD（internal tandem 

duplication）変異は予後不良群とされてきたが、
アレルバーデン（遺伝子変異割合）および
NPM1変異の有無が予後を強く規定することが
明らかとなった（Table 1）。骨髄増殖性腫瘍
（myeloproliferative neoplasms, MPN）においては、
診断の大基準として従来のJAK2変異に加え、
CALR変異とMPL変異が追加された。成熟リン
パ系腫瘍では、リンパ形質細胞性リンパ腫
（lymphoplasmacytic lymphoma, LPL） のMYD88 

L265P変異、有毛細胞白血病（hairy cell leukemia, 

HCL）のBRAF V600E変異や血管免疫芽球性T細
胞リンパ腫（angioimmunoblastic T-cell lymphoma, 

AITL）のRHOA G17V変異などが診断に有用な
遺伝子変異として注目されている。
　サンガー法をベースとしたダイレクトシーク
エンス法は、遺伝子変異の箇所や種類に関わら
ず適用可能な検出方法である8）。PCR反応で増
幅したDNA断片を鋳型とし、プライマーを起
点としてDNAポリメラーゼにより相補的DNA

を合成する。基質としてデオキシリボヌクレオ
シド三リン酸（dNTP）と4種類の蛍光色素で標
識したジデオキシリボヌクレオシド三リン酸
（ddNTP）を用いる。dNTPを基質とした場合は
伸長反応が継続するが、デオキシリボースの3ʼ
位がH基のddNTPを基質とした場合はその時点
で伸長反応が停止する。最終的に1塩基の長さ
の異なるDNA断片が合成され、末端は蛍光色
素で標識される。DNAシークエンサーにて電
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気泳動すると、短いDNA断片から移動し、末
端の蛍光を検出器にて読み取ることにより塩基
配列を入手できる。ダイレクトシークエンス法
の欠点として、複数遺伝子の変異あるいは1つ
の遺伝子の複数個所の変異を検出する場合、コ
ストと時間がかかる。また、検出感度は10 %

程度であり、腫瘍細胞比率が高いサンプルが必
要となる。
　ダイレクトシークエンス法の上記問題を解決
する方法として、高分解能融解曲線解析（high 

resolution melting analysis, HRMA）を用いた遺
伝子変異スクリーニング法が注目されている9）。
HRMAでは、二本鎖DNAに結合した状態でレ
ーザーを照射すると蛍光を発するインターカレ
ーターを用いる。解析対象箇所をPCR法にて増
幅した後、温度を徐々に上昇させると、熱変性
により二本鎖DNAは一本鎖に解離し、やがて
消光する。熱変性の過程において蛍光をリアル
タイムにモニタリングし、温度融解曲線を作成
すると、野生型と変異型では温度融解曲線のパ
ターンが異なる。野生型と温度融解曲線が異な
る場合、何らかの遺伝子変異がある可能性が高
い。HRMAによるスクリーニング法とダイレク
トシークエンス法を組み合わせることにより、
安価かつハイスループットな変異解析が可能と
なる（Fig. 3A）。特に、予後を強く規定する

ASXL1、CEBPA、TP53、RUNX1変異の検出は、
治療戦略の決定に有力な情報を提供し、今後解
析の重要性が高まるものと思われる。
　挿入・重複・欠失など野生型と長さが異なる
変異の検出においてはフラグメント解析が有効
である。フラグメント解析は、5ʼ末端に蛍光色
素を標識したプライマーを用いてPCR反応をお
こなった後、キャピラリー電気泳動にて蛍光を
検出し、PCR産物の長さおよび産物量を測定す
る方法である。FLT3-ITD変異およびNPM1変異
はAMLの30%以上に認められる高頻度な遺伝
子変異である。FLT3-ITDはエクソン14と15に
おける一部の配列が繰り返される重複型変異、
NPM1変異はエクソン12における4塩基挿入に
伴うフレームシフト型の変異である。両者とも
野生型と長さの異なる遺伝子変異であり、フラ
グメント解析により簡便に変異を検出できる。
また、FLT3-ITDはアレルバーデンとNPM1変異
の共存の有無が予後と強く関連している
が7,10,11）、ピークエリア値からアレルバーデンを
算出することで、予後分類が可能となる（Fig. 

3B）。
　MPNにおけるJAK2 V617F変異など既知の箇
所における1塩基変異の検出には種々の解析法
があるが、アレル特異的PCR（allele-specific 

oligonucleotide PCR, ASO-PCR）法が最も普及し

Table 1     ELNによるAMLの予後分類（文献7を引用改変） 

ELN, European LeukemiaNet; AML, acute myeloid leukemia
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ている方法である。ASO-PCR法では、片方の
プライマーの3ʼ末端の塩基を変異配列と相補的
になるように設計し、変異配列のみを増幅す
る12）。実際には3ʼ末端のみのミスマッチでは野
生型配列も増幅されるため、特異性を高めるた
めに3ʼ末端から3番目の塩基に人為的にミスマ
ッチを加える。リアルタイムPCR法により、定
量的に解析することも可能である。その他、プ
ローブを用いた温度融解曲線解析、制限酵素断
片長多型（fragment length polymorphism, RFLP）
法などの方法があるが、近年、デジタルPCR

（digital PCR,dPCR）法が1塩基変異の高感度か
つ定量的な解析法として注目されている13）。

dPCR法は検量線を使用せず、1分子のPCR増幅
でDNAやmRNAの絶対定量を可能とする方法で
ある。dPCR法にはチップ型とドロップレット
型があり、チップ型のdPCRでは対象サンプル
を各々独立した2万個のウェルに分配し、1ウェ
ル毎にPCR反応をおこなう。エンドポイントで
ウェル毎にPCR増幅の有無を解析し、増幅があ
ったウェルはターゲット分子が入ったポジティ
ブ反応として、増幅がなかったウェルはターゲ
ット分子が入っていなかったネガティブ反応と
して、その数を計算することでサンプル中のタ
ーゲット遺伝子のコピー数や存在比率を算出す
ることができる。機器の普及が今後の課題では
あるが、サンプル中にごく僅かしか存在しない
1塩基変異の検出において絶大な威力を発揮す
ることが期待されている。

Ⅴ．移植後キメリズム解析

　造血幹細胞移植は、通常の化学療法では完治
が見込めない患者に対して有効な治療法であ
り、ドナー細胞がレシピエント細胞と完全に入
れ替わることにより、移植は成功と判定される
（完全生着）。ただし、ドナー細胞の生着遅延・
生着不全に至るケースや早期再発するケースが
あり、移植後のドナー細胞の生着度合を定期的
にモニタリングすることは移植患者の予後を改
善する上で極めて重要である。
　造血幹細胞移植後のキメリズム解析は、短い
塩基配列の繰り返し回数が個人間で異なるshort 

tandem repeat（STR）領域をターゲットとし、
複数存在するSTRの中からドナーとレシピエン
トを明確に区別できるSTRを用いてドナー細胞
の生着度を定量解析する14）。当院では、移植前
に5カ所のSTR領域をマルチプレックスPCR法
にて増幅し、両者の鑑別可能なSTRを検索して
いる（Fig. 4A）。D4S2366やD16S539は同じ長
さであり、両者の鑑別は不能であるが、一方
D3S3045、D12S1064およびD17S1290は両アレ
ルあるいは片アレルの長さが異なるので、両者
の鑑別が可能である（Fig. 4B）。完全生着例では、
day21においてドナー 100 %であり、以降もド
ナーを維持していた。生着不全例では、day21

においてドナー 72 %とドナー優位であったが、
day28においてドナーが16 %と著明に低下し、

Fig. 3 遺伝子変異の検出
 A） HRMAとダイレクトシークエンス法に

よる種々の遺伝子変異の検出例
 B） フラグメント解析によるFLT3-ITD変異

とNPM1変異の検出例と予後分類
 HRMA, high resolution melting analysis
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白血球の回復も認められないことから生着不全
と診断された。再発例では、day21においてド
ナー 100 %となり、以降ドナーを維持していた
が、day105にドナーが74%と低下し、再発と診
断された（Fig. 4C）。移植患者において、キメ
リズム解析によるモニタリングは臨床的に有用
であるが、保険収載項目ではない。また、院内
実施施設が限られており、今後の普及が望まれ
る。

Ⅵ．治療後の MRD 評価

　MRDとは光学顕微鏡下で確認できない極わ
ずかな腫瘍細胞の残存状態である。同じ疾患群
でも治療反応性が個々の症例で異なる。治療開
始後、腫瘍量が著明に減少し、MRDの検出限

界以下に達する症例（MRD陰性群）は再発リ
スクが低く、MRDの検出限界以下に達しない
症例（MRD陽性群）は再発リスクが高い。また、
MRD陰性群の一部は、血液学的再発を来たす
ことがあるが、MRDは再発に先立ち上昇して
おり、再発の早期発見においても重要な役割を
果たしている（Fig. 5）。MRDが再発率や全生
存率と強く関連することが多数報告されてお
り、MRDは独立した予後因子として認識され
ている15-20）。造血器腫瘍の中で、急性リンパ芽
球性白血病（acute lymphoblastic leukemia, ALL）
はMRDと治療に関する研究が最もおこなわれ
ている疾患である。Campanaらは寛解導入後の
MRDが高値かつ陽性が持続する場合は造血幹
細胞移植を推奨し、一方高リスク群のBCR-

ABL1陽性ALLにおいて寛解導入療法後のMRD

が陰性の場合、造血幹細胞移植よりチロシンキ
ナーゼ阻害剤併用化学療法を優先することを推
奨している19）。また、成人BCR-ABL1陰性ALL

においては、寛解導入療法後のMRDが高値 （≧
10-3） の場合のみ、造血幹細胞移植による予後
の改善が認められている20）。 

　MRD解析法として、RT-qPCR法、免疫関連
遺伝子を対象とする定量ASO-PCR（ASO-qPCR）
法およびマルチパラメトリックフローサイトメ
ト リ ー（multi-parametric FCM, MFCM） が あ
る15,21-25）。それぞれの解析法の特徴をTable 2に示
す。
　RT-qPCR法は全般的に高感度であり、さらに
標的遺伝子が安定かつ短時間で結果が得られる
ことからMRDの主流な方法の一つである。
AMLにおけるMRDマーカーとして、一般的に
はRUNX1-RUNX1T1 mRNAなどの融合遺伝子や
WT1 mRNAなどが用いられる15-16）。ただし、融
合遺伝子を有する症例やWT1 mRNAが高発現し
ている症例に限定されるため、適用範囲が狭い。
近年、AMLで高頻度に認められる変異NPM1 

mRNAを標的とすることで、多くのAML症例
においてMRD検出が可能となっており、さら
にMRDの有無が予後を強く規定していること
が報告されている17）。NPM1変異は複数のパタ
ーンが報告されており、ユニバーサルプライマ
ーではMRD解析は実施できない。実際には、
診断時にフラグメント解析を用いてNPM1遺伝
子の変異の有無をスクリーニングする。変異が

Fig. 4 造血幹細胞移植後のキメリズム解析
 A） ドナーとレシピエントのSTRパターン例
 B） 識別可能および識別不能なSTRパター

ン例
 C）移植後キメリズム解析例
 STR, short tandem repeat
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存在する場合、ダイレクトシークエンスにて挿
入された配列を確認する。変異の95 %を
TCTG、CATG、CCTGの3種類が占めているため、
それぞれに特異的なプライマーを用いること
で、変異NPM1 mRNAのみを効率よく増幅する。
フラグメント解析の検出感度は10-2程度である
が、アレル特異的RT-qPCR （ASO-RT-qPCR）に
より、10-6の高感度検出が可能となる（Fig. 6）。
　免疫関連遺伝子を対象としたASO-qPCRは
EuroMRDが提唱する標準化された方法23-24）であ
り、検出感度が高く、リンパ系腫瘍全般に適用
可能な方法である。ただし、個々の症例毎に免
疫関連遺伝子の配列を解析し、特異的なプライ
マーを設計する必要があるので高度な技術が要
求される。本邦では骨髄微小残存病変量測定と
して保険収載されている。検査センターにて受

託可能であり、どの施設においても利用可能で
あるが、現時点ではALLのみが対象となってい
る。 

　MFCMは異常抗原発現を腫瘍細胞の目印とす
ることで、ほぼ全ての症例で適用可能であるこ
とが大きなメリットである。近年、B-ALLおよ
び形質細胞骨髄腫（plasma cell myeloma, PCM）
において、10-5の検出感度を有する次世代フロ
ー（next generation flow, NGF）がEuroFlowから
提唱されており、PCR法と同等の検出感度を達
成している22,25）。現在PCMのMRD解析は検査セ
ンターにて受託可能となっている。
　MRD検出法は、測定対象や方法により検出
感度が著しく異なるため、個々の症例毎に最適
なMRD検出法を選択することが重要である。

Fig. 5 MRDと再発の関係
 MRD, measurable residual disease 

Table 2     MRD検出法の比較

MRD, measurable residual disease; RT-qPCR, reverse-transcriptase quantitative PCR; ASO-qPCR, allele-specific 

quantitative PCR; MFCM, multi-parametric flow cytometry; EAC, Europe against cancer
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Ⅶ．最後に

　新規遺伝子異常の発見や遺伝子解析法の進歩
により、造血器腫瘍における遺伝子検査の果た
すべき役割は益々大きくなっている。遺伝子検
査には様々な方法があり、その性能は一様では
ない。遺伝子検査の担当者は、解析対象とする
遺伝子に応じて最適な解析法を用いること、ま
たそれぞれの検査法の性能を十分に把握した上
で臨床側に検査結果を報告しなければならな
い。
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