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研究成果の概要（和文）：小児急性リンパ性白血病におけるMLL-AF4およびTEL-AML1融合遺伝子のDNAを用いた迅速な検
出・同定の方法を確立した。それぞれの遺伝子の転座切断点が集中するイントロン領域に一定の間隔でPCRプライマー
を設定した。その際融合遺伝子の検出時におけるPCR産物の予想サイズが6kb以下になるようにPCRプライマーを設定し
た。これら複数のPCRプライマーを混合してPCRを行うことにより、必要なDNA　量を少なくすることができる。今後白
血病のスクリーニングのためにガスリー血などの濾紙血を用いてDNA抽出を必要としない検出法の確立を目指す。

研究成果の概要（英文）：Methods for rapid identification of leukemia-specific fusion genes, MLL-AF4 and 
TEL-AML1, by polymerase chain reaction (PCR) with DNA samples were established. MLL-AF4 and TEL-AML1 are 
two frequent fusion genes observed in pediatric acute lymphoblastic leukemia and both fusion genes are 
often generated in utero preceding the development of overt leukemia. In utero generation of these fusion 
genes could be a possible candidate for preclinical diagnosis of leukemia with these fusion genes. 
Multiple primers were designed on introns in which most of the translocation breakpoints are present. By 
setting the distance between two adjacent primers to less than 3kb, expected sizes of PCR products with 
these primers could be set at less than 6kb length. Establishment of efficient preclinical screening 
methods of childhood leukemia by early detection of these fusion genes are now pursued as a next step.

研究分野： 小児科学

キーワード： 小児血液学　白血病　融合遺伝子
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１．研究開始当初の背景 
Greaves らは MLL-AF4 融合遺伝子の DNA

上の再構成配列が白血病の双生児例では同
一、すなわち白血病細胞が同一(双生児の一方
に生じた白血病細胞が胎盤を介して他方に
移行)であることから、MLL-AF4 陽性白血病
の胎生起源を証明した。さらに先天代謝異常
スクリーニング用のガスリー濾紙上の採取
血液を用いた解析から、TEL-AML1 陽性 ALL
や T 細胞性 ALL、AML1-ETO 陽性の急性骨髄
性白血病の一部も胎生期に生じることを証
明した。これらの研究では、発症後の白血病
細胞から患者特異的な DNA 上の転座切断点
を同定した後に、同一症例の臍帯血やガスリ
ー血を用いて解析を行っており、全て後方視
的な研究である。MLL-AF4 融合遺伝子は白血
病特異的であり、白血病を発症した患者の発
症前の検体である保存臍帯血やガスリー血
などの新生児血から MLL-AF4 は検出される
が、非白血病児の臍帯血等からは検出されな
い。これは新生児血での MLL-AF4 の検出に
より、MLL-AF4 陽性 ALL の早期(発症前)診
断が可能であることを示している。RT-PCR
等、RNA を用いた解析は、多くの細胞数と手
間を要し、スクリーニングには適当ではない。
白血病の発症前診断(早期の白血病特異的融
合遺伝子の検出)のためには、DNA を用いた
より簡便な融合遺伝子の検出法の開発が必
要である。 
 小児急性白血病の治療成績は化学療法の
改善、造血幹細胞移植の普及により近年飛躍
的に向上した。しかしながら複数の抗癌剤の
投与を長期間にわたり必要とする白血病の
治療は、成長途上の患児にとって大きな負担
となり、後遺障害を残すことも少なくない。
また MLL-AF4 融合遺伝子陽性の乳児 ALL は
化学療法に抵抗性の難治性白血病であるこ
とが多い。このように非常に予後不良な白血
病を早期発見により腫瘍量の少ない段階で
治療を開始することができれば、患者の予後
の改善が期待できる。 
 
２．研究の目的 
 白血病特異的融合遺伝子の検出を指標と
した小児白血病の発症前診断(早期スクリー
ニング)の方法を確立する。まず白血病症例で
の白血病特異的融合遺伝子(主に MLL-AF4、
TEL-AML1 融合遺伝子を対象とする)の DNA
を用いた簡便かつ迅速な検出・同定法を確立
し、その後白血病細胞の混入がごく少ない状
態での検出が可能となるように方法を改
善・発展させる。最終的に新生児血(ガスリー
血など)でのスクリーニングに応用可能な技
術の開発を行う。白血病特異的な融合遺伝子
の簡便・確実な検出法が確立し、将来的に出
生時の臍帯血や、末梢血(ガスリー血)等を用
いた白血病のスクリーニングが可能になれ
ば、発症前や腫瘍量の少ない発症早期での治
療が可能となり、予後不良の白血病の治療成
績の改善や、治療強度の抑制から治療後遺症

の軽減が見込まれる。 
 
３．研究の方法 
(1) MLL-AF4、TEL-AML1 融合遺伝子のゲノム
転座切断点の迅速な同定方法の確立 

MLL-AF4 融合遺伝子のゲノム上の転座切
断点は、MLL 遺伝子上の転座切断点集中領域
(イントロン 5 からエクソン 11 までの約 8.3 
kb)と、AF4 遺伝子のイントロン 3 から 6 (約
48 kb)に集中している。これらの領域に一定
の間隔で PCR プライマーを設定し、DNA を
用いた PCR でMLL-AF4融合遺伝子の検出を
試みた。 

TEL-AML1 融合遺伝子の場合には、ほとん
どの症例で、ゲノム上の転座切断点は、TEL
のイントロン 5 (約 15 kb)と AML1/RUNX1 遺
伝子のイントロン 1 ないしはイントロン 2 の
約 150 kb の領域に集中している。MLL-AF4
のゲノム上の切断点の同定方法と同様に、こ
れらの領域に一定の間隔で PCR プライマー
を設定した。 
(2) 微小病変(白血病細胞の混入が非常に少
ない場合)を検出できる実験系の確立 

(1)にて実験条件の設定後、ごく少数の白血
病細胞を含む血液検体から同様にゲノム上
の切断点の同定を試みる。血液検体からごく
少数の白血病細胞を検出(融合遺伝子を検出)
できれば、臍帯血での白血病のスクリーニン
グなどに応用可能となる。 
検体としては、患者検体から得られた白血

病細胞あるいは細胞株を 10-3以下の割合で正
常細胞と混合し、(1)で確立した方法を用いて
検出可能な条件を検討する。 
(3) ガスリー血へ応用するためのスクリーニ
ング方法の改良 
ガスリー濾紙上の血液を用いたスクリー

ニングに応用できるように(1)で確立した方
法を改良する。PCR 産物のサイズが長い場合
には直接に血液を用いた PCR では目的の産
物の増幅は困難であると考えられる。そのた
め、PCRの前段階としてMultiple Displacement 
Amplification 法 (MDA、多重置換増幅法)等を
応用して核酸増幅を行う方法を試みる。ある
いは PCR 産物のサイズを短くするために、使
用するプライマーの数を増やす(プライマー
の設定間隔を短くする)方法も考慮する。 
 
４．研究成果 
(1) MLL-AF4、TEL-AML1 融合遺伝子のゲノム
転座切断点の迅速な同定方法の確立 
 MLL-AF4 融合遺伝子のゲノム上の転座切
断点は、MLL 遺伝子上のイントロン 5 からエ
クソン 11 までの約 8.3 kb と、AF4 遺伝子の
イントロン 3から 6 (約 48 kb)に集中している。
これらの 域に 0.7～2kb の間隔で複数のプ
ライマー(MLL 側に 12 個、AF4 側に 32 個)を
設計し、PCR にて転座切断点の検出を試みた。 
MLL-AF4 融合遺哲子陽性白血病細胞株を霖
体として用いた。 AF4 遺伝子上の 32 個のリ
バースプライマーを 8 個ずつ 4 セットに分け



て MLL 遺伝子上の 12 個のフォワードプライ
マー全てを混合して行った PCR では各細胞
株で少なくとも一つのセットで増幅産物が
得られ、MLL-AF4 融合遺伝子を検出可能であ
った。 12 個のフォワードプライマーと 32 個
のリバースプライマーを混合して 1 本のチュ
ーブで行った PCR でも各細胞株で同様に
MLL-AF4 融合遺伝子を検出可能であった。 

TEL-AML1 融合遺伝子に関しては、ゲノム
上の転座切断点はほとんどの症例で、TEL の
イントロン 5 (約 15 kb)と AML1 遺伝子のイン
トロン 1 (約 150 kb)に集中している。 TEL 遺
伝子のイントロン 5 に 15 個のフォワードプ
ライマーを設定し、AMLl 遺伝子のイントロ
ン 1 に 52 個のリバースプライマーを設定し
た。 MLL-AF4 融合遺伝子と同様に、AMLl
遺伝子上のリバースプライマーを13個ずつ4
セットに分けて TEL 遺伝子上の 15 個のフォ
ワードプライマーと混合して行った PCR で
は十分にゲノム上の TEL-AML1 融合遺伝子を
検出可能であった。これらの方法は白血病細
胞株のみでなく、患者検体を用いた解析にも
問題なく応用でき、迅速にゲノム上の転座切
断点を同定できる実験系を作製できた。これ
らの PCR の検出感度は白血病細胞の DNA 
100 pg 程度までであり、この方法での融合遺
伝子の検出には白血病細胞が 20 個程度必要
であると思われた。 

MLL-AF4、TEL-AML1 融合遺伝子以外にも
急性骨髄性白血病で認められるAML1-ETOや
PML-RARA融合遺伝子、小児軟部腫瘍で認め
られるEWS-FLI1などのEWS関連の融合遺伝
子についても同様の方法で迅速な検出・同定
とする方法をほぼ確立できた。 
さらにこれらの白血病や軟部腫瘍でゲノ

ム上の融合遺伝子の配列を同定することで、
患者血清中に存在する腫瘍由来 DNA を増
幅・検出することが可能である。今後、患者
特異的な融合遺伝子配列の PCR による検出
に基づく患者血清を用いた腫瘍のモニタリ
ング(微小残存病変の検出など)の可能性につ
いても検討していく。 
 (2) 微小病変(白血病細胞の混入が非常に少
ない場合)を検出できる実験系の確立 
 微小病変の検出を目的とした実験では、こ
れらの融合遺伝子を有する白血病症例の治
療後の検体や白血病細胞株を非白血病細胞
と混合した培養液などを用いた。白血病細胞
が概ね 1 万分の 1 以下のレベルでは、融合遺
伝子の PCR 産物のサイズによって検出の可
否が影響され、PCR 産物のサイズがある程度
大きな場合には検出率は低下した。 
現在 MLL-AF4 融合遺伝子で 44 個のプライ

マー、TEL-AML1 融合遺伝子で 67 個のプライ
マーを用いてそれぞれの転座集中領域のほ
ぼ全域をカバーしているが、PCR 産物のサイ
ズを小さくするために、プライマーの数をさ
らに増やして、プライマー同士の間隔をより
短くすることで結果を改善できると思われ、
今後検討を続けていく。 

(3) ガスリー血へ応用するためのスクリーニ
ング方法の改良 
 検出方法をより簡便にするために、ガスリ
ー血などの濾紙血を用いて、DNA 抽出を行わ
ずにゲノム上の融合遺伝子検出を試みたが、
同様に PCR 産物のサイズが大きな場合には
増幅産物を得ることは困難であった。この点
に関しても前述のごとく改善を試み検討を
続けていく。 
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