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研究成果の概要（和文）：MLL-AF4転座を有するBリンパ性白血病は、最も頻度の高い小児がんである。HOXA9の
発現が高いHOXA9型と、IRX1の発現が高いIRX1型の２タイプあり、HOXA9型は年長児および成人に多く、IRX1型は
乳児にしか認められない。本研究では、ヒト臍帯血CD34+細胞にMLL-AF4を導入して免疫不全マウスに移植し、
IRX1型およびHOXA9型のMLL-AF4白血病モデルを作製した。また、single cell RNA-seqを行い、IRX1型では幹細
胞関連遺伝子の発現が上昇していることを見出した。これらは、乳児白血病に対する治療戦略を構築する上で基
盤となる成果である。
　　

研究成果の概要（英文）：B-cell acute lymphoblastic leukemia with MLL-AF4 translocation is the most 
common childhood cancer. There are two types, HOXA9 type with high expression of HOXA9 and IRX1 type
 with high expression of IRX1; HOXA9 type is common in older children and adults, while IRX1 type is
 found only in infants. In this study, we transduced MLL-AF4 into human cord blood CD34+ cells and 
transplanted them into immunodeficient NSG mice to generate MLL-AF4 leukemia models with high 
expression of IRX1 or HOXA9. We also performed single-cell RNA-seq and found that the expression of 
stem cell-related genes was upregulated in the IRX1 type. These results provide a basis for the 
development of therapeutic strategies for MLL-AF4 translocated infant leukemia.
　　

研究分野： 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
生後1年未満の乳児に発症する白血病を乳児白血病と言います。乳児白血病の多くでMLL遺伝子の異常が認めら
れ、特に、MLL-AF4転座型乳児白血病は、頻度が高くかつ予後も悪いことから臨床上の大きな問題になっていま
す。MLL-AF4転座型白血病は、HOXA9の発現が高いHOXA9型と、IRX1の発現が高いIRX1型の２タイプに分けられま
す。本研究では、ヒト臍帯血由来の造血幹細胞にMLL-AF4を導入してHOXA9型、IRX1型の２種類の乳児白血病モデ
ルを作製し、さらに単一細胞RNAシークエンシングを行って両者の病態を明らかにしました。これは、乳児白血
病に対する治療法開発の基盤となる成果です。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

生後 1 年未満の乳児に発症する白血病を乳児白血病と言う。一般的に乳児白血病の予後は

不良で、病態生理の解明と新たな治療方法の開発が求められている。乳児白血病の約 60-

70%は急性リンパ性白血病（Acute Lymphoblastic Leukemia: ALL）、約 20-30%は急性骨

髄性白血病（Acute Myeloid Leukemia: AML）として発症し、どちらの病型であっても MLL

（KMT2A）遺伝子の再編成を伴うことが多い。特に、MLL-AF4 転座を有する B リンパ性

白血病は、乳児白血病の中で最も頻度が高く、かつ予後が悪いことから臨床上の大きな問題

になっている。MLL-AF4 転座型乳児白血病には、ホメオボックス転写因子 HOXA9 の発現

が高い HOXA9 型と、IRX1 の発現が高い IRX1 型の２タイプあり、HOXA9 型は年長児お

よび成人にも認められるのに対し、IRX1 型は乳児白血病特異的であり、予後不良、治療抵

抗性と強く関連している。申請者は最近、ヒト臍帯血 CD34+細胞に MLL-AF4 を導入して

免疫不全マウスに移植するという手法を用いて、“HOXA9 型”と“IRX1 型”の MLL-AF4

白血病モデルを作製することに成功した。そこで本研究では、この乳児白血病モデルを活用

して single cell RNA-Sequence (scRNA-Seq)解析を行い、両者の相違点を検証した。 

MLL-AF4 転座はリンパ性白血病で特異的に認められる転座であるが、乳児 AML では

MLL-AF9 など他の MLL 転座が高頻度に認められ、予後も悪い。また、予後は比較的良好

であるが、RUNX1-ETO 転座も乳児 AML で良く認められる。さらに乳児白血病としては

稀ではあるが、治療後の再発例などでは TP53 変異を持つ白血病や赤血球系（赤芽球）の細

胞が異常に増殖する赤白血病を発症することもある。そこで本研究では、これらの白血病モ

デルの作製および病態解析も行った。 
 
２．研究の目的 

ヒト臍帯血細胞もしくはマウス骨髄細胞に白血病原因遺伝子(MLL-AF4, MLL-AF9, 

RUNX1-ETO, ERG)を導入し、様々な白血病モデルを作製する。また、これらの白血病モ

デルを活用して病態解析および治療標的の探索を行う。 
 
３．研究の方法 

(1) ヒトおよびマウス白血病モデルの作製 

ヒト臍帯血中の CD34+細胞およびマウス(野生型もしくは Trp53-/-Cas9+マウス)骨髄中の

c-Kit+細胞を MACS beads を用いてソートし、サイトカインを添加(SCF, TPO, FLT3 各 50 

ng/ml)した StemSpan 培養液中で 18 時間 pre-culture した。一方、レトロウイルスベクタ

ーに挿入した白血病遺伝子の cDNA を 293T 細胞(ヒト細胞感染用)もしくは Plat-E 細胞(マ

ウス細胞感染用)に、必要に応じて M57 及び RD114 プラスミドと共に transfection し、レ

トロウイルスを作製した。MLL-AF4 ウイルスをヒト臍帯血 CD34+細胞に、MLL-AF9 と RUNX1-

ETO を野生型マウス骨髄細胞に、ERG を Trp53-/-Cas9+骨髄細胞にレトロネクチンを用いて導

入した。MLL-AF4 導入ヒト CD34+細胞を 200cGy の放射線照射をした免疫不全 NSG マウスに、

その他の細胞は 525cGy の放射線照射をした野生型マウスに移植した。定期的な採血で白血

病発症の有無を調べ、発症したマウスの骨髄および脾臓から白血病細胞を採取し、以下の実

験に使用した。 

(2)scRNA-seq 解析 



MLL-AF4 白血病細胞を骨髄から分離し、FACS AriaIII を用いてシングルセルをソートした。

10X genomics 社のプラットフォームを用いて各 well にて RNA を抽出後 cDNA を合成し、増

幅後ライブラリを作製した。最後に illumina シークエンサーを用いてシークエンシング後、

各細胞の遺伝子発現プロファイルを生成した。 

(3) CRISPR/Cas9 システムによるノックアウト解析 

標的遺伝子のターゲット配列を pLentiguide-puro ベクターもしくは pLKO5.sgRNA.EFS. 

tRFP657 ベクターに組み込み、PCMV-VSV-G および psPAX2 と共に 293T に transfection して

レンチウイルスを作製した。これを白血病細胞に導入し、標的遺伝子をノックアウトした。 

 

４．研究成果 

(1) HOXA9 型および IRX1 型 MLL-AF4 白血病モデルの作製と scRNA-seq 解析 

MLL-AF4 導入ヒト臍帯血 CD34+細胞を免疫不全 NSG マウスに移植したところ、2-3 ヶ月程度

でヒトリンパ性白血病を発症した。半定量

PCR 法で IRX1 および HOXA9 の発現を調べた

ところ、興味深いことに、多くの白血病細胞

で両方の発現が検出された。臨床的には IRX1

タイプとHOXA9タイプの白血病は排他的であ

るため、この結果は、MLL-AF4 をヒト造血幹

前駆細胞に導入することにより、IRX1 と

HOXA9 の両方のタイプが形成されたと考えら

れた。次に、この MLL-AF4 白血病を用いて

scRNA-seq を行った。その結果、IRX1 と HOXA9

の発現は排他的であり、やはり２種類の白血

病ができていたことが確認できた(Fig.1)。

また、IRX1 高発現細胞と HOXA9 高発現細胞の

遺伝子発現パターンを比較したところ、IRX1

型では幹細胞関連遺伝子の発現が上昇して

おり、IRX1 型乳児白血病の発症起源が未分化

な幹細胞であることが示唆された。この成果は、今後 MLL-AF4 転座を有する乳児白血病に対

する治療戦略を構築する上で、基盤となる成果である。 

(2) MLL-AF9-AML、RUNX1-ETO-AML、Trp53-/-ERG-赤白血病モデルの作製と病態解析 

MLL-AF9 導入マウス骨髄細胞をレシピエントマウスに移植することにより、MLL-AF9-AML 細

胞を作製した。また、野生型および Trp53 ノックアウトマウスから採取した骨髄細胞に

RUNX1-ETO を導入してレシピエントマウスに移植し、RUNX1-ETO-AML 細胞を作製した。さら

に、Trp53-/-Cas9+マウスから採取した骨髄細胞に ERG を導入してレシピエントマウスに移

植し、赤白血病細胞を作製した。これらの細胞を用いて病態解析を行い、MLL-AF9-AML 細胞

の治療標的として SETDB1、また赤白血病細胞の治療標的として HDAC7 を同定した。また、

MLL-AF9-AML の発症が、特に NK 細胞によって抑制されていることを見出した。さらに、白

血病治療薬 Decitabine の作用機序について解析し、よく知られている DNA メチル化阻害作

用だけでなく、細胞の正常な有糸分裂を阻害する作用を持つことを明らかにした。 
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MECOM 症候群で認められる変異は、 MECOM の転写活性化能及び造腫瘍性を喪失させる
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