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緒 言  

 近 年 ， 分 子 生 物 学 的 手 法 が 血 液 悪 性 腫 瘍 の 診 断 や 治

療 効 果 判 定 に 応 用 さ れ て い る 。 特 に 急 性 リ ン パ 性 白 血 病

( A L L ) で は T 細 胞 受 容 体 ( T C R ) や 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 ( I g H )

遺 伝 子 の v a r i a b l e  r e g i o n を 解 析 す る こ と で 、 モ ノ ク ロ ナ リ テ ィ

の 決 定 や 微 少 残 存 病 変 ( M R D ) の モ ニ タ リ ン グ が 可 能 で あ る

1 , 2 ) 。 今 回 我 々 は B i p h e n o t y p i c  l e u k e m i a の 再 発 症 例 で

初 発 時 と 同 一 ク ロ ー ン で あ る こ と の 確 認 、 お よ び M R D モ ニ タ リ

ン グ に 分 子 生 物 学 的 手 法 が 有 用 で あ っ た 一 例 を 報 告 す る 。  

 

症 例  

 症 例 は 6 0 歳 女 性 。 平 成 9 年 1 0 月 発 症 の 急 性 白 血 病 。

芽 球 は 形 態 学 上 F A B 分 類 で は A L L - L 2 、 染 色 体 は 正 常 女

性 核 型 で あ っ た 。 表 面 マ ー カ ー は C D 1 0 ,  1 9 ,  1 3 ,  3 3 ,  3 4 が

陽 性 で あ り 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト で I g H - J H 、 T C R δ - J δ 1 の 再 構 成

を 認 め た こ と か ら 、 C a t o v s k y ら の 診 断 基 準 に よ り

B i p h e n o t y p i c  l e u k e m i a と 診 断 し た 1 ) 。 J A L S G  A L L - 9 7 プ

ロ ト コ ル に て 完 全 寛 解 と な り 、 外 来 経 過 観 察 さ れ て い た 。 平
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成 1 4 年 1 1 月 の 骨 髄 検 査 に て 芽 球 5 3 . 5 % を 認 め 再 入 院 と

な っ た 。 染 色 体 は 4 6 , X X 、 表 面 マ ー カ ー は C D 1 9 ,  3 3 ,  3 4 陽

性 、 初 発 時 に 陽 性 だ っ た C D 1 0 ,  1 3 は 陰 性 で あ っ た 。

G e n o m i c  D N A を 用 い て P C R 法 に よ り T C R γ ,  δ 、 I g H の ク ロ ナ

リ テ ィ 解 析 を 行 っ た と こ ろ I g H 、 T C R γ に は 再 構 成 を 検 出 で き

な か っ た が 、 T C R  V δ 2 - D δ 3 の 再 構 成 を 検 出 し た （ F i g .  1 A ） 。

塩 基 配 列 解 析 で は V δ 2 と D δ 3 の 間 に 4 塩 基 の r a n d o m  

s e q u e n c e が 挿 入 さ れ て い る こ と が わ か っ た 。 こ の 4 塩 基 を 含 ん

だ 症 例 特 異 的 オ リ ゴ プ ロ ー ブ を 作 成 し 、 各 検 査 ポ イ ン ト で の

P C R 産 物 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ ( P C R - サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 ) す る こ と で

M R D を 評 価 し た （ F i g .  1 B ） 。 再 発 時 の 白 血 病 細 胞 か ら 抽

出 し た 5 0 n g の g e n o m i c  D N A を t e m p l a t e と し て s e r i a l  

d i l u t i o n に よ り M R D の 検 出 感 度 を 検 討 し た と こ ろ 、 1 0 0 0 倍

希 釈 ま で は 検 出 可 能 と 考 え ら れ た ( F i g .  2 A ) 。 二 次 性 白 血

病 、 d e  n o v o 白 血 病 と の 鑑 別 の た め 、 初 発 時 の 保 存 白 血 病

細 胞 に つ い て も T C R  V δ 2 - D δ 3 の 再 構 成 を 確 認 し た と こ ろ 、

同 じ ク ロ ー ン 由 来 で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。 こ れ に よ り 分 子 生

物 学 的 に も 再 発 で あ る こ と が 証 明 さ れ た 。 現 在 、 再 寛 解 導
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入 療 法 施 行 後 、 地 固 め 療 法 中 で あ る が 、 T C R δ 再 構 成 を

用 い た M R D モ ニ タ リ ン グ は 検 出 感 度 以 下 と な っ て い る ( F i g .  

2 B ) 。  

 

考 察  

 疾 患 特 異 的 な 染 色 体 ・ 遺 伝 子 異 常 を 伴 わ な い A L L に つ

い て は 、 こ れ ま で 血 液 学 的 寛 解 以 降 M R D の モ ニ タ リ ン グ が 困

難 で あ っ た 。 し か し 、 近 年 の 分 子 生 物 学 的 手 法 の 進 歩 よ り 、

リ ン パ 系 腫 瘍 に つ い て は T C R ・ I g H の v a r i a b l e  r e g i o n を 解 析

す る こ と で 、 症 例 特 異 的 な M R D マ ー カ ー を 得 る こ と が 可 能 と

な っ た 2 , 3 ) 。 我 々 の 症 例 の よ う な B i p h e n o t y p i c  l e u k e m i a で

も 本 手 法 は 有 用 と 考 え ら れ た 。 ま た 、 本 症 例 は 比 較 的 長 期

寛 解 持 続 後 の 再 発 で あ り 、 表 面 抗 原 が 初 発 時 と 変 化 し て

い た こ と か ら 、 再 発 か d e  n o v o の 白 血 病 か が 問 題 と な っ た が 、

分 子 生 物 学 的 に も 再 発 で あ る こ と が 確 か め ら れ た 。 個 々 の 症

例 に つ き 症 例 特 異 的 オ リ ゴ プ ロ ー ブ を 設 定 す る 必 要 が あ り 、

高 価 な 検 査 で は あ る が 、 今 後 、 コ マ ー シ ャ ル ベ ー ス で 可 能 と な

れ ば 、 M R D を 指 標 に し た 新 た な 治 療 戦 略 が 可 能 と な る だ ろ
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う 。  

 本 症 例 は 表 面 形 質 上 、 骨 髄 系 と B リ ン パ 系 の

B i p h e n o t y p i c  l e u k e m i a で あ っ た が 、 分 子 生 物 学 的 に は

T C R δ の 再 構 成 を 認 め た 。 こ の よ う な p h e n o t y p e と g e n o t y p e の

不 一 致 例 は 文 献 的 に も 報 告 さ れ て お り 、 こ の よ う な 現 象 は

s p i l l  o v e r あ る い は d u a l  r e a r r a n g e m e n t と よ ば れ て い る 4 ) 。

特 に p r e c u r s o r  B - A L L に み ら れ る T C R の 再 構 成 は 頻 度 が 高

く 9 0 % 以 上 、 ま た T - A L L で は 約 2 0 % に I g H の 再 構 成 を 認 め る

と の 報 告 も あ る 5 ) 。 こ れ ら の C r o s s - l i n e a g e  r e a r r a n g e m e n t

は 正 常 リ ン パ 球 や 成 熟 リ ン パ 球 の 悪 性 疾 患 で は 認 め ら れ な

い 。 こ の こ と は A L L 細 胞 で の 遺 伝 子 組 換 え 活 性 化 遺 伝 子

( R A G - 1 , 2 ) の 持 続 的 な 活 性 化 と 関 連 づ け ら れ て い る 。

B i p h e n o t y p i c  l e u k e m i a の 臨 床 的 な 出 現 頻 度 は 1 0 % 程 度

と 報 告 さ れ て い る が 、 遺 伝 子 の 段 階 で は C r o s s - l i n e a g e  

r e a r r a n g e m e n t は さ ら に 高 い 頻 度 で 起 き て い る も の と 考 え ら れ

る 。  

 

結 語  
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 今 回 我 々 は B i p h e n o t y p i c  l e u k e m i a の 再 発 症 例 で 、 白

血 病 細 胞 が 初 発 時 と 同 一 ク ロ ー ン で あ る こ と の 確 認 、 お よ び

M R D モ ニ タ リ ン グ に 分 子 生 物 学 的 手 法 が 有 用 と 考 え ら れ る

一 例 を 経 験 し た 。  

 

 - 6 - 



文 献  

1 )  C a t o v s k y  D  e t  a l . :  A  c l a s s i f i c a t i o n  o f  a c u t e  

l e u k e m i a  f o r  t h e  1 9 9 0 s .  A n n  H e m a t o l  6 2 :  1 5 - 2 1 ,  1 9 9 1  

2 )  v a n  D o n g e n  J J M  e t  a l . :  P r o g n o s t i c  v a l u e  o f  m i n i m a l  

r e s i d u a l  d i s e a s e  i n  a c u t e  l y m p h o b l a s t i c  l e u k a e m i a  i n  

c h i l d h o o d .  L a n c e t  3 5 2 :  1 7 3 1 - 1 7 3 8 ,  1 9 9 8  

3 )  F o r i d a  Y M  e t  a l . :  M i n i m a l  R e s i d u a l  D i s e a s e  T e s t s  

P r o v i d e  a n  I n d e p e n d e n t  P r e d i c t o r  o f  C l i n i c a l  O u t c o m e  

i n  A d u l t  A c u t e  L y m p h o b l a s t i c  L e u k e m i a .  J  C l i n  O n c o l  

2 0 :  1 0 9 4 - 1 1 0 4 ,  2 0 0 2  

4 )  H a r a  J ,  K a w a - H a  K :  T - c e l l  r e c e p t o r  a n d  g e n e  

a s s e m b l y  i n  B - c e l l  p r e c u r s o r  a c u t e  l y m p h o b l a s t i c  

l e u k e m i a .  L e u k e m i a  a n d  L y m p h o m a  7 :  3 6 3 - 3 7 0 ,  1 9 9 2  

5 )  S z c z e p a n s k i  T  e t  a l . :  U n u s u a l  i m m u n o g l o b u l i n  a n d  

T - c e l l  r e c e p t o r  g e n e  r e a r r a n g e m e n t  p a t t e r n s  i n  a c u t e  

l y m p h o b l a s t i c  l e u k e m i a s .  C u r r  T o p  M i c r o b i o l  I m m u n o l  

2 4 6 :  2 0 5 - 2 1 5 ,  1 9 9 9

 - 7 - 



R e l a p s e  o f  b i p h e n o t y p i c  l e u k e m i a  c o n f i r m e d  b y  

m o l e c u l a r  s t u d y  

 

M a s a h i r o  O n o z a w a 1 ) ,  S a t o s h i  H a s h i n o 1 ) ,  K o h  

I z u m i y a m a 1 ) ,  M a s a k a t s u  Y o n e z u m i 1 ) ,  K o u j i  C h i b a 1 ) ,  

T a k e s h i  K o n d o 1 ) ,  M a s a h i r o  A s a k a 1 ) ,  J u n j i  

T a n a k a 2 , 3 ) ,  M a s a h i r o  I m a m u r a 2 , 3 )

1 ) D e p a r t m e n t  o f  G a s t r o e n t e r o l o g y  a n d  H e m a t o l o g y ,  

H o k k a i d o  U n i v e r s i t y  G r a d u a t e  S c h o o l  o f  M e d i c i n e  

2 ) D e p a r t m e n t  o f  H e m a t o l o g y  a n d  O n c o l o g y ,   

H o k k a i d o  U n i v e r s i t y  G r a d u a t e  S c h o o l  o f  M e d i c i n e  

3 ) H o k k a i d o  L e u k e m i a  S t u d y  G r o u p  

 

英 文 抄 録  

  A  6 0 - y e a r - o l d  w o m a n  w a s  a d m i t t e d  t o  o u r  h o s p i t a l  

t o  r e c e i v e  t r e a t m e n t  f o r  r e l a p s e  o f  b i p h e n o t y p i c  

l e u k e m i a  4  y e a r s  a f t e r  i n i t i a l  p r e s e n t a t i o n .  B o n e  

m a r r o w  e x a m i n a t i o n  r e v e a l e d  5 3 . 5 %  l y m p h o b l a s t s ,  
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w h i c h  w e r e  c l a s s i f i e d  a s  A L L - L 2  w i t h  n o r m a l  

k a r y o t y p e .   S u r f a c e  m a r k e r s  o f  l y m p h o b l a s t s  w e r e  

p o s i t i v e  f o r  b o t h  B - c e l l  a n d  m y e l o i d  l i n e a g e .   

I m m u n o g l o b u l i n  h e a v y  c h a i n  a n d  T - c e l l  r e c e p t o r  g e n e  

r e a r r a n g e m e n t s  w e r e  i n v e s t i g a t e d  b y  P C R .   C l o n a l  

r e a r r a n g e m e n t  o f  T C R δ  V δ 2 - D δ 3  w a s  d e t e c t e d .   T h e  

s a m e  c l o n a l  r e a r r a n g e m e n t  o f  T C R δ  w a s  f o u n d  u s i n g  

f r o z e n  i n i t i a l  l e u k e m i c  c e l l s .   H e r  l e u k e m i a  w a s  

c o n f i r m e d  a s  n o t  s e c o n d a r y  l e u k e m i a  b u t  r e l a p s e  o f  

t h e  i n i t i a l  c l o n e .   D e t e c t i o n  o f  t h e  r e a r r a n g e m e n t  

w a s  a l s o  u s e f u l  a s  a  p a t i e n t - s p e c i f i c  m a r k e r  f o r  

m i n i m a l  r e s i d u a l  d i s e a s e .  
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d i s e a s e ,  T - c e l l  r e c e p t o r  r e a r r a n g e m e n t  

 - 9 - 



F i g u r e  l e g e n d s  

F i g .  1 A  T C R  V δ 2 - D δ 3  r e a r r a n g e m e n t  

  P C R  s h o w e d  a  m o n o c l o n a l  a m p l i f i c a t i o n  f o r  t h e  T C R  

V δ 2 - D δ 3  f r o m  t h e  p a t i e n t ' s  s a m p l e  ( l a n e  5 ) .   L a n e  1 :  

m o l e c u l a r  s i z e  m a r k e r ;  l a n e  2 :  t e m p l a t e  ( - ) ;  l a n e  3 :  

n e g a t i v e  c o n t r o l ;  l a n e  4 :  p o s i t i v e  c o n t r o l .  

 

F i g .  1 B  D N A  s e q u e n c e  o f  t h e  V δ 2 - D δ 3  r e a r r a n g e m e n t  

  A n a l y s i s  o f  t h e  D N A  s e q u e n c e  r e v e a l e d  a  4 - b a s e  

i n s e r t i o n  b e t w e e n  V δ 2  a n d  D δ 3 .   R a n d o m  s e q u e n c e s  

c o n s i s t i n g  o f  0 〜 2 0  b a s e s  a r e  i n t r o d u c e d  b e t w e e n  V δ 2  

a n d  D δ 3  b y  t e r m i n a l  d e o x y n u c l e o t i d i l  t r a n s f e r a s e  

( T d T )  a c t i v i t y  a t  t h e  t i m e  o f  T C R  r e a r r a n g e m e n t .  A  

C a s e - s p e c i f i c  o l i g o p r o b e  t h a t  c o n t a i n s  4 - b a s e  

i n s e r t i o n  w a s  h y b r i d i z e d  w i t h  P C R  p r o d u c t s  o f  e a c h  

p o i n t  t o  c o n f i r m  m o n o c l o n a l i t y .  
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F i g .  2 A  M R D  a n a l y s i s  

  S e r i a l  d i l u t i o n s  o f  g e n o m i c  D N A  f r o m  l e u k e m i c  

c e l l s  a t  t h e  t i m e  o f  d i a g n o s i s  o f  r e l a p s e  a r e  c o m p a r e d  

w i t h  s p e c i m e n s  f r o m  e a c h  c l i n i c a l  p o i n t .   A  s p e c i m e n  

o b t a i n e d  a f t e r  6  c o u r s e s  o f  c o n s o l i d a t i o n  

c h e m o t h e r a p y  ( l a n e  6 )  a c h i e v e d  m o l e c u l a r  C R  a t  t h e  

s e n s i t i v i t y  o f  < 1 0 - 3 .  

  L a n e  1 :  t e m p l a t e  ( - ) ;  l a n e  2 :  5 0  n g  g e n o m i c  D N A  a t  

t h e  t i m e  o f  d i a g n o s i s  o f  r e l a p s e ;  l a n e  3 :  1 0 - 1  d i l u t i o n  

o f  l a n e  2 ;  l a n e  4 :  1 0 - 2  d i l u t i o n  o f  l a n e  2 ;  l a n e  5 :  1 0 - 3  

d i l u t i o n  o f  l a n e  2 ;  l a n e  6 :  s p e c i m e n  f r o m  t h e  p a t i e n t  

a f t e r  6  c o u r s e s  o f  c o n s o l i d a t i o n  c h e m o t h e r a p y .  

 

F i g .  2 B  C l i n i c a l  c o u r s e  a n d  T C R  r e a r r a n g e m e n t  

  H i g h l y  s e n s i t i v e  m o n i t o r i n g  o f  M R D  i s  p o s s i b l e  b y  

t h e  P C R  m e t h o d .   I n  o u r  c a s e ,  t h e  m o n o c l o n a l  T C R  

r e a r r a n g e m e n t  b e c a m e  n e g a t i v e  a f t e r  6  c o u r s e s  o f  

c o n s o l i d a t i o n  c h e m o t h e r a p y .    
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Fig. 1A TCR Vδ2- Dδ3 rearrangement

5321 4

194

118



5’ - GCA CCA TCA GAG AGA GAT GAA GGG TCT TAC TAC

TGT GCC TGT GAC ACC CCC GTA CTG GGG GAT ACG CAC

AGT GCT ACA AAA CCT ACA GAG ACC TGT ACA AAA ACT

GCA GGG GCA AAA GTG CCA TTT CCC T - 3’

Fig. 1B DNA sequence of TCR Vδ2- Dδ3 rearrangement

Vδ2 Dδ3

sense primer

antisense primer

case specific probe



Fig. 2A MRD analysis
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Fig. 2B Clinical course and TCR rearrangement 

 
Date chemotherapy hematological 

status 

Karyotype TCR 

rearrangement

2002.11.27 on admission relapse 46,XX[20] (+) 

2003.1.5 after induction CR 46,XX[20] N.A.* 

2003.1.29 after C-①* CR 46,XX[20] (-) 

2003.2.26 after C-②* CR 46,XX[20] (+) 

2003.4.15 after C-③* CR 46,XX[20] (+) 

2003.5.27 after C-④* CR 46,XX[20] (+) 

2003.6.19 after C-⑤* CR N.A.* (+) 

2003.7.15 after C-⑥* CR 46,XX[20] (-) 

2003.8.11 after C-⑦* CR 46,XX[20] (-) 

          

 *C: consolidation  *N.A.: not analyzed  
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