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研究成果の概要（和文）： 

MLL-AF4 陽性急性リンパ性白血病の予後は現在も不良で、その白血病発症機序の解明は新たな

治療法の開発に向けて重要である。我々はレトロウイルス遺伝子発現系を用い、MLL-AF4 融合遺

伝子の白血病発症機序の解析を行った。Myeloid transformation assayの結果、MLL-murine Af4 

(mAf4)はマウスLineage-(Lin-)骨髄細胞を不死化でき、変異体解析では、mAf4(aa.1026-1177)

の領域が必須であると判明した。定量RT-PCRでHoxA9, A10, Meis1の発現増強が見られ、クロマ

チン免疫沈降法で、HoxA9のプロモーター領域のヒストンH3リジン79 (H3K79) dimethylationが

見られ、MLL-mAf4はHoxA群遺伝子プロモーターのH3K79 dimethylationを介しHoxA群遺伝子発現

を増強させることでLin-骨髄細胞を不死化していると考えられた。本実験モデルはヒトの

MLL-AF4陽性白血病の白血病発症機序を良く再現しており、新規治療法の開発に向けた優れたモ

デルとなることが期待される。 

 

研究成果の概要（英文）： 

Because the prognosis of MLL-AF4-positive acute lymphoblastic leukemia is still extremely poor, 

understanding of leukemogenic mechanism of MLL-Af4 fusion gene is important for the development of 

new treatments. We analyzed the leukemogenic mechanism of MLL-AF4 fusion gene using retroviral 

gene expression system. As a result of myeloid transformation assay, we revealed that MLL-murine Af4 

(mAf4) could immortalize murine linenage-depleted bone marrow (Lin
-
BM) cells. Using a series of 

hybrid mutants of human AF4/mAf4, we found that amino acids 1026 to 1177 of mAf4 are essential for 

the leukemogenesis of MLL-mAf4 fusion gene. Overexpression of HoxA9, A10, and Meis1 was 

confirmed by quantitative RT-PCR analysis of the transduced Lin
-
BM cells. Chromatin 

immunoprecipitation (ChIP) assay demonstrated histone H3 lysine79 (H3K79) dimethylation was 

occurred in promoter regions of HoxA9. Based on these results, we considered that MLL-mAf4 

immortalized murine Lin
-
BM cells by induction of the overexpression of HoxA genes through H3K79 

dimethylation in promoter regions of these genes. Our mouse model expressing MLL-mAf4 reproduces 

well the leukemogenic mechanism of human MLL-AF4-positive leukemias, it is expected to be a good 

model for the development of new treatments. 
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１．研究開始当初の背景 

1 歳未満に発症する急性リンパ性白血病

（乳児 ALL）はいまだ極めて予後不良であり、

その治療成績の向上は小児白血病の治療に

おける緊急の課題の一つである。乳児 ALL

における最大の分子生物学的特徴は 11 番染

色体ｑ23 に位置する Mixed lineage leukemia 

(MLL)遺伝子の再構成であり、この MLL 遺伝

子再構成の有無が、最大の予後因子である事

が明らかにされている。本遺伝子の再構成は、

乳児 ALL の約 80％に見られ、うち t(4;11)の

核型異常を呈し、 MLL-AF4 融合蛋白の発現

を伴う群が約 70%を占め、その生存期間の中

央値は 10 ヶ月と極めて予後不良なため、こ

の MLL-AF4 融合遺伝子の機能解析が、乳児

ALL の治療成績向上には必須であるが、

MLL-AF4 においては、その機能解析は進んで

いない。 

 

２．研究の目的 

そこで、本研究において、我々は、MLL-AF4

融合遺伝子の白血病発症機序の解明のため、

レトロウイルス遺伝子発現系を用いた、

myeloid transformation assay を行い、詳細な機

能解析を行った。 

 

３．研究の方法 

MLL-humanAF4(hAF4), MLL-murineAf4(mAf4), 

及び各種融合遺伝子をマウス造血幹細胞に

導入し、不死化能を検討した。 

不死化能に関わる mAf4 のドメインを明ら

かにする目的で、hAF4/mAf4CHD 両者のハイ

ブリッド融合遺伝子(mutant 1-6)を作成し、

myeloid transformation assay を行った。 

MLL-hAF4, MLL-mAf4, MLL-hAF4CHD, 

MLL-mAf4 CHD, MLL-hAF4/mAf4 mut1-6, 

MLL-hAF4/mAf4 1026-1177 について、HoxA

群遺伝子の発現誘導の差異を検討し、その発

現誘導に必要な領域を明らかにする目的で、

上記融合遺伝子を導入したマウス造血幹細

胞についてHoxA7, A9, A10, Meis 1の発現につ

いて定量 RT-PCR を用い検討した。  

 MLL-mAf4 の HoxA 群遺伝子の発現誘導機

序を明らかにする目的で、HoxA9 遺伝子のプ

ロモーター領域の H3K79 dimethylation の有

無を免疫沈降法を用いて検討した。 

 mAf4 1026-1177 の MLL-mAf4 融合遺伝子に

おける役割をさらに詳しく調べる目的で、

MLL-hAF4 CHD, MLL-mAf4 CHD, 

MLL-hAF4/mAf4 mut1-6 を導入したマウス造

血幹細胞について、融合遺伝子の発現量を定

量 RT-PCR で解析した。  

 

４．研究成果 

本 研 究 で 我 々 は 、 MLL-hAF4 及 び

MLL-mAf4のレトロウイルス遺伝子発現系に

よる myeloid transformation 及び骨髄移植実験

の系を用い、(1) MLL-hAF4 はマウス造血幹細

胞を不死化する事はできないが、MLL-mAf4

には不死化能が認められる事、(2) MLL-mAf4

の不死化能には mAf4CHD が必要十分である

事、(3) MLL-mAf4 は標的遺伝子のプロモータ

ー領域のH3K79 dimethylationを介して、HoxA

群遺伝子(HoxA9, A10, Meis1)の発現を強く誘



導 す る 事 、 (4) hAF41026-1177 を mAf4 

1026-1177 に置換すると、MLL-hAF4 は不死

化能を獲得する事、(5) mAf4 1026-1177 はマ

ウス造血幹細胞内での MLL-mAf4 融合遺伝子

の安定した発現に不可欠である事、を明らか

にした。本研究からは MLL-hAF4 は、尐なく

とも本実験系においてはマウス造血幹細胞

内では安定した遺伝子発現が得られず、結果

的に十分な HoxA 群遺伝子のプロモーター領

域の H3K79 dimethylation が得られず、その発

現誘導が見られないため、不死化能を示さな

い、と考えられた。今回我々が作成した

MLL-mAf4 のレトロウイルス遺伝子伝達系に

よるマウスモデルにおいて、HoxA9 プロモー

ターの H3K79 dimethylation および HoxA 群遺

伝子の発現誘導が確認されたが、これは、ヒ

トの MLL-AF4 陽性白血病の分子病態をよく

再現しており、MLL-AF4 陽性白血病の解析

に非常に有用であると考えられる。 
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