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研究成果の概要（和文）：急性リンパ性白血病(ALL)の新規原因遺伝子として同定されたMEF2D融合遺伝子を有す
るALL(MEF2D-ALL)は、治療の鍵となるステロイド薬に抵抗性を示す。抵抗性の機序を遺伝子発現分析から検討し
た結果、MEF2D-ALLではステロイドによる細胞内シグナルが十分に活性化せず、細胞死に至らないことが明らか
になった。シグナルが十分に活性化しない原因として、ステロイド受容体(NR3C1)遺伝子の欠失や、IKZF1遺伝子
の欠失が判明した。欠失を有さない例でもNR3C1遺伝子の発現が低下しており、MED2D-ALLのステロイド抵抗性
は、NR3C1遺伝子の発現低下を経由して生じることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common neoplasm in children. 
The MEF2D fusion genes have been identified as a causative chromosomal aberration in ALL. Patients 
with ALL carrying the MEF2D fusion genes (MEF2D-ALL) have shown resistance to corticosteroid 
chemotherapy. We performed a global expression analysis of MEF2D-ALL blasts in the presence of 
corticosteroids and found that intracellular steroid signaling was insufficient to induce cell 
death. In a fraction of patients with MEF2D-ALL, this insufficiency was caused by a deletion of the 
NR3C1 steroid receptor gene and/or a deletion of the IKZF1 gene, which are known causes of 
corticosteroid resistance. In the remaining patients, NR3C1 expression was also significantly 
decreased. In conclusion, patients carrying MEF2D-ALL have corticosteroid resistance, which was 
caused by way of a decreased NR3C1 expression.

研究分野：血液内科学

キーワード： 急性リンパ性白血病　小児がん　MEF2D融合遺伝子　ステロイド抵抗性　次世代シークエンス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
MEF2D融合遺伝子を持つALL(MEF2D-ALL)は、2016年に私たちの研究グループを含めた複数のグループが発見した
新たなALLである。ALL全体の長期生存率は90%に達しているが、アジアにおけるMEF2D-ALLの治療成績は25%未満
であり、非常に予後が悪い一群である。私たちの研究グループは、MEF2D-ALLの予後が悪い原因の1つとして、
ALL治療の鍵となる抗がん剤であるステロイド薬が全く作用しないこと(ステロイド抵抗性)を明らかにした。こ
のALLにおけるステロイド抵抗性の機序は今回の研究によりかなり明らかになったが、ステロイド抵抗性を解除
し、治癒に導く方法の開発が必要である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 急性リンパ性白血病（ALL）は、最も頻度の高い小児がんである。本邦において年間 500~600
人が発症し、小児がん死における最大の原因となっている。臨床的指標、あるいは遺伝子変異
に基づいてリスク分類が行われ、それに基づく層別化治療が予後を改善してきた。全体として
の長期生存率は 85～90％と比較的良好であるが、一部の高リスク ALLの予後は依然として不
良である。 
 ALLの腫瘍としての特徴に、非常に多様な遺伝子変異を原因として発症することが挙げられ
る。約 85%の症例では原因遺伝子変異が決定できるが、残りの症例では依然として原因遺伝子
変異が特定できない（B-other ALL）。研究代表者らは再発 ALLの網羅的遺伝子解析を行い、
予後不良を規定する新規原因遺伝子変異として、MEF2D 融合遺伝子を発見した（Okuno Y, 
Journal of Clinical Oncology 2016）。この融合遺伝子を有する症例は 10歳以上の青年期発症
（ALL発症のピークは 2歳）、B-cell precursorの免疫表現型、超早期再発（治療中再発）など
の特徴を有し、全例が死亡していた（図 1）。 
 

 
 
 
 
図 1：MEF2D-BCL9陽性 ALL患者の予後 
小児再発 ALL患者 52例における、再発時点からの生
存曲線を示す。MEF2D-BCL9 融合遺伝子を有さない
ALL 症例の長期生存率が 50%前後期待されることと
は対照的に、MEF2D-BCL9融合遺伝子を有する ALL
症例は、1年前後で全例が死亡していた。 
 
 
 
 

 
 また、他のグループから、MEF2D融合遺伝子が ALLを引き起こす分子病態として、B細胞
分化の停止が引き起こされること、細胞増殖が亢進することが示された（Liu YF, et al. 
EBioMedicine 2016;8:173）。MEF2D融合遺伝子を有する ALL （MEF2D-ALL）のアジアに
おける生存率は 25%未満であり、高リスクの ALLであると考えられた。 
 研究代表者らの解析によって、MEF2D融合遺伝子を有する細胞は、ALL治療のキードラッ
グであるステロイド薬に完全な抵抗性を示すことが判明した（図 2）。対照的に、ヒストン脱ア
セチル化酵素（HDAC）阻害薬、プロテアソーム阻害薬等の分子標的薬に対しては、他の ALL
と同等の感受性を有していた。試験管内の解析ではあるが、ステロイド抵抗性は、MEF2D-ALL
が予後不良であることの少なくとも一部を説明すると考えられた。 
 

 
 
図 2：MEF2D-BCL9 陽性 ALL 細胞
の in vitroにおける薬剤感受性 
MEF2D-BCL9症例から樹立した細胞
株（実線）と他の ALL細胞株（点線）
の 薬 剤 感 受 性 を 検 討 し た 。
MEF2D-BCL9陽性細胞株はボリノス
タット、ボルテゾミブには感受性を示
すが、デキサメタゾンには感受性を示
さなかった。 
 
 

 
２．研究の目的 
 
 ここまでの研究に基づいて、MEF2D-ALL の治療法を確立するための戦略として、（i） 
HDAC 阻害薬とプロテアソーム阻害薬を用いた多剤併用化学療法を治療に組み入れた臨床試
験を行うこと、あるいは、（ii） MEF2D 融合遺伝子によるステロイド抵抗性惹起の機構を明
らかにすること、を考えた。しかしながら、（i）については、同様の治療が、MLL融合遺伝子
を有する ALL で既に臨床試験が進行中であり、一部の症例でのみ有効であることが示唆され
ていることから、MEF2D-ALLにおいても、この治療だけで十分な効果が得られる可能性は高
くないと考えた。 



 一方で、ステロイド抵抗性は、MEF2D 融合遺伝子を有さない症例においても観察される。
その頻度は B細胞性 ALLの 10%未満と低いが、予後不良と強く相関している（Haematologica 
2012;97(7):1048-56）。これまでに明らかにされているステロイド抵抗性の機序として、
CREBBP 遺伝子変異（Nature 2011;417(7337):235-9）、 RAS/MAPK 経路の活性化
（ Haematologica 2015;100(4):e132-6 ）、 CASP1/NLRP3 の 活 性 化 （ Nat Genet 
2015;47(6)607-14）等が挙がるが、全ての症例において機序が明らかになっているわけではな
い。検査した MEF2D-ALL の全例においてステロイド抵抗性が確認されるが、この機序を明
らかにすることで、MEF2D-ALLに対して、あるいは全てのステロイド抵抗性を示す ALLへ
の新規治療戦略を構築することが可能であると考えた。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 全エクソーム解析 
 MEF2D-ALL患者の診断時の骨髄検体（過半が腫瘍細胞）と、寛解期の末梢血検体（ほぼ正
常細胞のみ）から DNA を抽出し、SureSelect システム（Agilent 社）を用いてエクソーム濃
縮を行った。HiSeq2500 システム（Illumina 社）によりシークエンスを行い、in-house のパ
イプライン（Burrows-Wheeler Alignerによるアラインメント、VarScan2によるバリアント
コール、ANNOVARによるアノテ―ション）を用いてデータ解析を行った。加えて、各エクソ
ンのリード数をコピー数変化がない多数のリファレンスサンプルと比較する in-house のプロ
グラムを用いて、エクソンごとのコピー数を推定した。 
 
(2) MEF2D-ALL細胞株の樹立 
 MEF2D-ALL患者の診断時の骨髄検体を 20% FBS添加 RPMI1640完全培地にて 60日間培
養し、自律的に増殖する初代培養を得た。これをさらに 60 日間培養し、フローサイトメトリ
ーによる表面抗原解析と遺伝子発現分析において変化がみられない細胞株を樹立した。 
 
(3) 薬剤感受性試験 
 MEF2D-ALL細胞株に各濃度（1uM、10uM）のデキサメタゾン、あるいは同量のデキサメ
タゾンの溶媒（ジメチルスルホキシド）を投与した。48時間後に、フローサイトメトリーによ
って細胞数（CountBright、ベックマンコールター社）と生存率（7-AAD、BD 社）を測定し
た。同時点で RNAを抽出し、RNAシークエンス解析に用いた。 
 
(4) RNAシークエンス解析 
 臨床検体、あるいは細胞株から抽出したトータル RNAから、mRNAシークエンスライブラ
リーを調製した（NEBNext Ultra RNA Prep Kit for Illumina、NEB社）。シークエンスデー
タを in-houseのパイプライン（Tophatによるアラインメント、HTSeqによるリード数測定）
で解析し、発現量データを算出した。サンプル間での発現量比較は、DESeqを用いて行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) MEF2D-ALLのステロイド抵抗性に関与しうる体細胞変異の解析 
 
 MEF2D-ALL患者の腫瘍細胞・正常細胞をペアにして全エクソーム解析を行い、体細胞変異
を検出した。点変異検出に加え、コピー数解析も行った。4例中 1例について、グルココルチ
コイド（ステロイド）受容体遺伝子（NR3C1）の片アリルの欠失を検出した（図 3A）。NR3C1
遺伝子の欠失は、他の ALLにおいて、ステロイド抵抗性の機序の 1つとして報告されている。

加えて、1例において、IKZF1遺伝子の片
アリルの欠失を検出した（図 3B）。IKZF1
遺伝子は Ikaros をコードし、これもまた
既知のステロイド抵抗性を生じる機序の 1
つである。 
 
 図３：患者腫瘍検体より検出された
NR3C1遺伝子欠失と IKZF1欠失 
灰色の点は対照検体における推定コピー
数を、棒グラフは患者検体における推定コ
ピー数を示す。(A) NR3C1遺伝子の欠失。
9 エクソン全てにおいて、片アリルが欠失
していると推定された。(B) IKZF1遺伝子
の欠失。7エクソン中 5エクソンにおいて、
片アリルが欠失していると推定された。 
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 これらの体細胞変異はステロイド抵抗性を説明しうるが、一方で、MEF2D 融合遺伝子を遺
伝子導入することで、ALL細胞株にステロイド抵抗性を惹起できるという実験結果が得られて
いる（図 4）。MEF2D-ALL におけるステロイド抵抗性は、複数の機序によって複合的に惹起
されている可能性が考えられた。 
 

 
 
 
図４：MEF2D融合遺伝子によるステロイド抵抗性の獲得 
MEF2D 融合遺伝子を有さない ALL 細胞株（NALM-6 細胞、
Mock ） に MEF2D-BCL9 融 合 遺 伝 子 を 遺 伝 子 導 入
（MEF2D-BCL9 positive）し、デキサメタゾンに対する感受性
を検討した。0.1μM以上の濃度において、MEF2D-BCL9融合
遺伝子を導入した細胞株においてステロイド抵抗性が観察され
た（Suzuki et al. J Clin Oncol 2016）。 
 
 
 
 

 
(2) MEF2D-ALL細胞株の遺伝子発現分析によるステロイドシグナルの検討 
 
 MEF2D-ALL患者より樹立した細胞株（NR3C1遺伝子も IKZF1遺伝子も欠失していない）、
ならびにMEF2D融合遺伝子を有する Kasumi-9 ALL細胞株について、ほとんどのステロイド
感受性 ALL 細胞株が細胞死をきたす濃度のデキサメタゾン存在下で、増殖と遺伝子発現プロ
ファイルを検討した（図 5）。48 時間後に、増殖と遺伝子発現プロファイルを測定した。結果
として、増殖はデキサメタゾン濃度に全く依存しなかったうえ、遺伝子発現プロファイルにつ
いても、有意水準（多重検定補正後の p値<0.1）の変化を示した遺伝子数が、約 2万遺伝子中
33～117遺伝子のみであり、強いシグナルは伝達されていないことが示唆された。実際に、ス
テロイドシグナルのよい指標として用いられる TSC22D3遺伝子の発現増加もデキサメタゾン
濃度にほぼ依存せず 3.53～4.5倍であり（十分なシグナル伝達時には 20倍以上の発現上昇がみ
られる）、NR3C1 遺伝子が発現を調節する標的遺伝子について、有意な集積を認めなかった。
また、細胞死に関与する遺伝子についても、有意に発現量が変化したものは認められなかった。 
 

 
 
 
図５：デキサメタゾン存在
下における MEF2D-ALL
細胞株の遺伝子発現分析 
各実験における volcano 
plotを示す。各点は各遺伝
子を示し、赤色は NR3C1
によって発現が調節され
ることが知られている遺
伝子を示す。横軸が対数変
換した遺伝子の発現量変
化（右に行くほどデキサメ
タゾン存在下で発現が上
昇している）、縦軸が多重
検定補正後の p 値（上に
いくほど有意）を示す。遺
伝子は、補正後 p 値<0.1
のもののみを表示してい
る。 
 
 
 
 

 
この結果からは、MEF2D-ALL細胞株におけるステロイド抵抗性は、ステロイドによるシグナ
ルは十分に伝達されないことから起こることが考えられた。また、この十分でないシグナルは、
MEF2D-ALL細胞株に細胞死を惹起するには不十分である可能性が考えられた。 
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(3) MEF2D-ALLの臨床検体を用いた遺伝子発現分析 
 
 MEF2D-ALL を含む、65 検体の ALL の臨床検体を用いた遺伝子発現分析を行った。
MEF2D-ALLで高発現であることが知られている PTPRZ1遺伝子、DPYSL4遺伝子、HDAC9
遺伝子等を確認できた。加えて、MEF2D-ALLにおいて、NR3C1遺伝子の発現が、他の ALL
と比べて 0.49倍に低下していることが明らかになった（p=0.028）。NR3C1遺伝子の片アリル
の欠失、あるいは発現量の半減が、ステロイド抵抗性を惹起することが報告されており、
MED2D-ALLのステロイド抵抗性は、NR3C1遺伝子の発現低下を経由して起こることが示唆
された。この結果は、(2)の細胞株におけるステロイドシグナルの減弱と矛盾しない結果である
と考えられた。 
 
結語 
 
MEF2D-ALL は 2016 年に私たちの研究グループを含めた複数のグループが発見した新たな
ALLであるが、アジアにおけるMEF2D-ALLの治療成績は 25%未満であり、非常に予後が悪
い一群である。今回の研究によって、MEF2D-ALLの予後が悪い原因の1つとして考えられる、
ステロイド抵抗性が生じる機序をある程度まで明らかにすることができた。薬剤の併用、ある
いは全遺伝子スクリーニングなどの検討を進めて、このステロイド抵抗性を解除し、治癒に導
く方法の開発する必要がある。 
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