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研究成果の概要（和文）：本研究では前白血病幹細胞を標的とする小児急性白血病の発症予防の可能性について
検討した。小児期の白血病で高頻度に認められるMLL-AF4、TEL-AML1融合遺伝子を有する前白血病幹細胞モデル
をマウスES細胞とiPS細胞を用いて作製した。これらの白血病特異的な融合遺伝子のみでは前白血病幹細胞にと
どまっており、白血病化には十分ではないが、ランダムな挿入変異の導入により、白血病幹細胞への進展が得ら
れた。またiPS細胞モデルでは白血病患者由来のiPS細胞では増殖刺激により低頻度ではあるが融合遺伝子の形成
が認められた。融合遺伝子の生成には患者の有する何らかの遺伝的背景が関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Prevention of leukemic development is most effective treatment of pediatric 
leukemia. To clarify the process of leukemic stem cell (LSC) generation from pre-leukemic stem cells
 (pre-LSC), experimental model of pre-LSC was established using mouse embryonic stem (ES) cells 
expressing leukemia-specific fusion genes and patient-derived iPS cells. Hematopoietic progenitor 
cells derived from fusion gene-expressing mouse ES cells were not able to initiate leukemia by 
transplantation into immune-deficient mice, indicating that these cells were in pre-LSC state. After
 introducing insertional mutagenesis mouse ES cell-derived hematopoietic progenitor cells generate 
leukemia in transplanted mice. Hematopoietic progenitor cells obtained from patient-derived iPS 
cells harbored MLL fusion gene in low frequency, which was not detected in iPS from healthy 
controls. It was suggested that some, yet unknown genetic background of the patient may be involved 
in the generation of the MLL fusion gene.

研究分野： 小児科学、血液腫瘍学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
治療法の進歩により小児白血病の治療成績は近年大きく改善している。しかしながら強力な化学療法による副作
用が成長障害などの長期的な後遺障害を引き起こすことも多い。白血病の発症予防が可能となれば小児白血病の
予後の改善が期待できる。前白血病幹細胞は白血病幹細胞へ進展し、白血病発症の元となる重要な細胞である。
白血病の発症予防のためには前白血病幹細胞の根絶が必須であり、その生存・維持のメカニズムと白血病幹細胞
への進展のメカニズムが明らかになれば、新たな治療法の開発へつながり、小児白血病患者の予後改善が可能と
なる。

※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、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 
(1) 白血病の多段階発がんと前白血病幹細胞 
白血病は無秩序な増殖能を獲得した白血病幹細胞 (leukemic stem cell, LSC)に由来する腫瘍で

ある。白血病幹細胞は病型特異的な染色体・遺伝子異常である、いわゆる 1st hit の遺伝子変異
と、付加的遺伝子異常(2nd hit)の蓄積により多段階に形成される。小児白血病では 1st hit の遺伝
子変異として、融合遺伝子の形成がしばしば認められる。1st hit のみを有する白血病幹細胞の前
駆細胞である前白血病幹細胞 (pre-leukemic stem cell, pre-LSC)は、白血病を発症させる能力はな
いが、白血病幹細胞を生み出す母地となる (図 1)。小児期の急性リンパ性白血病 (acute 
lymphoblastic leukemia, ALL)に高頻度に認められる遺伝子異常である ETV6-RUNX1 融合遺伝子
は、白血病を発症していない児の臍帯血の 1-2%の頻度で検出され、概ね 103-104個に 1 個の割
合で ETV6-RUNX1 陽性細胞が存在する  (Eguchi-Ishimae ら , Blood. 2001;97:737.)。実際の
ETV6-RUNX1 陽性 ALL の発症
頻度は 1万人に 1人程度である
ことから、その 100 倍程度の頻
度で前白血病幹細胞を有する、
前白血病状態の小児が存在し、
その前白血病状態の小児の1％
しか最終的に ALL を発症しな
いことになる。 
(2) 小児白血病における前白
血病幹細胞と白血病発症過程 
小児期の白血病の特徴の一

つは、白血病細胞の形成が胎生
期に遡るということである
(Greaves ら, Nat Rev Cancer. 2003;3:639.)。MLL-AF4 融合遺伝子陽性の乳児 ALL、ETV6-RUNX1
陽性 ALL や、高 2 倍体性(High hyperdiploidy)の染色体異常を有する ALL、NOTCH1 遺伝子変異
を有する T 細胞性 ALL 等の胎生起源が証明されており、小児白血病では胎生期に 1st hit の遺伝
子変異のみを有する前白血病幹細胞が形成され、白血病発症への準備状態(前白血病状態)が形
成されていると考えられる。 
胎生期に 1st hit の遺伝子異常が生じるメカニズムは、十分には解明されていない。MLL 融合

遺伝子の形成には、トポイソメラーゼ II 阻害作用による DNA 切断が誘因として重要と考えら
れているが、基本的には胎生期の造血細胞への過剰な増殖刺激による複製エラーや修復ミスが
融合遺伝子等の遺伝子異常の形成の背景にあると考えられる。一方 2nd hit の遺伝子異常に関し
ては、マウスモデルなどを用いた解析が報告されているが、その形成のメカニズムもまた不明
である。ETV6-RUNX1 陽性の ALL では、2nd hit の遺伝子異常は概ね遺伝子欠失であり、免疫グ
ロブリン遺伝子などの再構成に関与する組み換え蛋白である RAG1/RAG2 の機能異常が関与す
ることが示されている。 
小児白血病症例の疫学解析から、小児白血病の発症リスクはありふれた一般的な病原体への

暴露に影響されることが示されている。乳児期の病原体への暴露は白血病発症に抑制的に作用
するのに対して、年長児でのタイミングの遅れた病原体への暴露は白血病の危険因子であるこ
とが示されている('delayed infection'仮説, Greaves M. Nat Rev Cancer. 2018;18:471.)。 
マウスモデルの解析では、ETV6-RUNX1 や PAX5 欠失を有する前白血病幹細胞の存在下でマ

ウスを無菌環境から病原体の存在する環境に移すと有意に白血病を発症することが示された
(Cancer Res. 2017;77:4365., Cancer Discov. 2015;5:1328.)。発症した白血病細胞は JAK3 変異等の
2nd hit の遺伝子異常を有し、感染後の免疫応答が遺伝子異常獲得に導く過程が示唆された。 
 
２．研究の目的 
 化学療法の進歩や造血幹細胞移植の普及により、小児白血病の治療成績は近年大きく改善し
ている。しかしながら強力な化学療法による副作用が成長障害などの長期的な後遺障害を引き
起こすことも多い。一方で小児白血病では様々な病型特異的な染色体・遺伝子異常が認められ、
特に白血病特異的な融合遺伝子の形成が小児期の白血病では高頻度に認められる。白血病では
これらの遺伝子異常の種類により腫瘍の悪性度が規定されることが多い。 
 白血病治療による後遺障害を抑制するためには、化学療法の治療強度を弱める必要があり、
そのためには、遺伝子異常により白血病の予後予測・治療反応性を詳細に層別化する必要があ
る。またそれぞれの遺伝子異常の白血病化のプロセスを明らかにして、有効な治療介入の方法
を病型毎に検討する必要がある。 
 白血病の一部では白血病を発症する前の前白血病状態の存在が証明されており、小児白血病
では、その前白血病状態は出生前の胎生期に形成されていることも証明されている。この前白
血病状態を正確に診断し、白血病発症に進展する因子を同定する事が出来れば、白血病の発症
予防が可能となる。 
本研究課題では、小児白血病の発症を確実に予防できる方法の開発を目指して、小児白血病

の前白血病幹細胞（前白血病状態）の特徴と白血病幹細胞への進展メカニズムの解明を試みた。 
 

図１ 前白血病幹細胞(pre-LSC)と白血病幹細胞(LSC) 

 



３．研究の方法 
(1) 白血病特異的融合遺伝子を発現するマウス ES 細胞を用いた前白血病幹細胞モデルの解析 

CAG プロモーター下に恒常的に MLL-AF4 あるいは ETV6-RUNX1 融合遺伝子を発現するマ
ウス ES 細胞を作製し実験に用いた。このマウス ES 細胞を造血系の細胞へ分化させ、造血コロ
ニーアッセイや免疫不全マウ
スへの移植により in vitro およ
び in vivo で造血細胞への分化
能と白血病細胞の形成能を検
討した。また白血病幹細胞への
進展に必要な付加異常を導入
するために、これらの融合遺伝
子を有するマウス ES 細胞へイ
ンサートを持たないレトロウ
イルスベクターを感染させ、ラ
ンダムな挿入変異を導入した。
付加的な遺伝子異常の導入後
に増殖能を検討し、白血病幹細
胞形成の可能性を検討した。 
また挿入変異の導入により

増殖活性を獲得したマウス ES
細胞由来の造血前駆細胞と免
疫不全マウスへの移植後に発
症した腫瘍組織から DNA を抽出し、レトロウイルスの挿入部位を同定することによって、造
血細胞の腫瘍化に関与したと思われる付加的遺伝子異常の同定を試みた(図 2)。 
 
(2) ヒト iPS 細胞を用いた小児白血病の前白血病幹細胞の実験モデルの作製 
健常人および小児白血病患者の末梢血細胞を用いて iPS 細胞を樹立した。樹立した iPS 細胞

を OP9 等のストローマ細胞や造
血サイトカインと共培養するこ
とにより、造血幹細胞、造血前駆
細および B リンパ球へ分化させ、
その分化能・増殖能を造血コロニ
ーアッセイを用いて in vitro で検
討した (図 3)。 
また前白血病幹細胞の形成に

必要な 1st hit の遺伝子異常が、造
血細胞への分化に伴うサイトカ
イン刺激等による恒常的な増殖
刺激により誘導される可能性を
検討するために、iPS 細胞から造血前駆細胞やリンパ球への分化段階で定期的に検体を採取し、
PCR 法などで遺伝子異常の形成をモニタリングした(図 3)。 
 
４．研究成果 

MLL-AF4 融合遺伝子と ETV6-RUNX1 融合遺伝子を有するマウス ES 細胞を作製し、免疫不
全マウスへの移植によるモデルを用いて前白血病幹細胞の存在する前白血病モデルの解析を行
うとともに、前白血病幹細胞から白血病幹細胞への進展に必要な因子について解析を行った。
MLL 融合遺伝子、ETV6-RUNX1 融合遺伝子ともに単独では移植マウスに早期に白血病を発症
しないことから、これらの融合遺伝子のみを有する細胞は前白血病幹細胞としての性格を有し
ており、ES 細胞を用いた前白血病幹細胞モデルは有用な実験系であると考えられた。 
レトロウイルスベクター導入による挿入変異の付加により、これらの融合遺伝子を有するマ

ウス ES 細胞の一部で造血コロニーアッセイにて増殖能が亢進し、免疫不全マウスへの移植に
より腫瘍の発症を認めた。増殖能を獲得した細胞より抽出した DNA を用いてレトロウイルス
の挿入部位を同定した。MLL-AF4 融合遺伝子陽性細胞では、遺伝子のプロモーター領域へのレ
トロウイルスの挿入を認め、特定の遺伝子の発現亢進が白血病の発症に寄与することが示され
た。また ETV6-RUNX1 陽性細胞では遺伝子のコーディング領域にレトロウイルスの挿入を認
め、特定の遺伝子の発現の低下・抑制が移植マウスでの白血病発症の促進に寄与していると考
えられた。 
前白血病幹細胞の形成過程(白血病特異的融合遺伝子の形成過程)を解明するためにヒト iPS

細胞と造血細胞への分化実験系を用いて新たな前白血病幹細胞モデルの作製を試みた。健常成
人の末梢血より iPS 細胞を樹立し、B リンパ球系の前駆細胞を含む造血前駆細胞への分化実験
系を確立した。iPS 細胞から造血前駆細胞への分化により、CD34 陽性造血前駆細胞への分化が
認められ、また得られた CD34 陽性細胞を用いて、B リンパ球への分化刺激により B220 および
CD127(IL7 受容体)を発現する B リンパ球前駆細胞への分化が認められた。MLL 融合遺伝子を

図 3 iPS 細胞を用いた前白血病幹細胞モデル 

 

図 2 前白血病幹細胞から白血病幹細胞への進展モデル 

 



有する急性白血病症例の寛解時の末梢血より同様に iPS 細胞を樹立し、同様に造血前駆細胞へ
の分化実験を行った。iPS 細胞から得られた CD34 陽性細胞は白血病患者由来の iPS 細胞でも健
常陣由来の iPS 細胞と同程度であり、また B220 および CD127 陽性の B リンパ球前駆細胞への
分化にも有意な差はなかった。しかしながら白血病患者由来の iPS 細胞から得られた造血前駆
細胞は、造血コロニーアッセイにより低頻度ながら自律性に増殖する造血コロニーが生じるこ
とが示された。この自律性に増殖する造血コロニーは replating による連続したコロニーアッセ
イにおいては継続した増殖能・自己複製能を示さず、3－4 回の replating で増殖能は失われた。 
この B リンパ球分化の過程において、MLL 融合遺伝子の形成の有無を inverse PCR 法により

検討したところ、白血病患者由来の iPS 細胞から得られた造血細胞で低頻度ではあるが MLL
融合遺伝子の形成が検出された。対照群の iPS 細胞では MLL 融合遺伝子は検出されなかった。 
MLL 遺伝子の切断を誘発する化学物質である Topoisomerase-II 阻害剤、Etoposide の MLL 融合
遺伝子形成における影響を検討するために、CD34+細胞を Etoposide で処理した後に B リンパ
球への分化を行ったが、MLL 融合遺伝子は検出されず、その検出頻度は増加しなかった。 
患者の iPS 由来造血細胞における MLL融合遺伝子の生成に Etoposide は必ずしも必要ではなく、
患者の有する何らかの遺伝的背景が MLL 遺伝子の再構成に関与している可能性が示唆された。 
 今後 ETV-RUNX1 陽性の白血病患者より iPS 細胞を樹立し同様の検討を行うとともに、 
iPS 細胞から得られた造血前駆細胞に ETV6-RUNX1 や MLL-AF4 等の融合遺伝子を
CRISPR-Cas9 系にて導入することにより前白血病幹細胞を作製し、同様の解析を行う予定であ
る。 
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