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研究成果の概要（和文）：MLL-AF4融合遺伝子を有する白血病細胞の骨髄内での維持・増殖のメカニズムの解明
を目指し、免疫不全マウス移植モデルを用いて解析を行った。移植後早期に骨髄に生着した白血病細胞では接着
因子やTNFシグナルに関与する因子の発現上昇を認め、これらのシグナ系に依存して骨髄に生着するものと考え
られた。またレトロウイルスによる挿入変異を導入したMLL-AF4を発現するマウスES細胞を移植したマウスには
腫瘍の形成が認められ,
レトロウイルス挿入により挿入部位近傍の遺伝子の発現亢進が認められた。これらの結果よりMLL-AF4による腫
瘍化には遺伝子発現の亢進を引き起こす付加的な遺伝子異常が必要であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：MLL fusion gene, frequently observed in infant acute lymphoblastic leukemia,
 is a hallmark of poor prognosis. Novel targeting therapies are necessary to improve the prognosis 
of the patients. To explore the targetable molecules which are essential for a growth of the 
leukemic cells, we used mouse xenograft model. Human leukemic cell lines with MLL-AF4 fusion were 
transplanted into immunodeficient mice and human cells engrafted in the mouse bone marrow at early 
phase were collected and gene expression signatures were analyzed. Several genes encoding cell 
adhesion molecules and receptors for tumor necrosis factors (TNFs) were highly expressed in cells at
 early phase of the engraftment. In addition, retroviral insertional mutagenesis with mouse ES cells
 derived, MLL-AF4 expressing hematopoietic progenitor cells suggested that over expression of some 
specific genes by retroviral integration could act as driver mutation in MLL-AF4 expressing leukemic
 cells.

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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研究成果の学術的意義や社会的意義
MLL融合遺伝子(特にMLL-AF4)を有する乳児急性リンパ性白血病は、治療法の進歩により予後の改善が著しい小児
白血病の中で、今なお治療抵抗性の白血病である。新たな治療法の開発は以前から重要な課題であるが、今なお
満足できる結果は得られていない。本研究計画ではこの問題に対して、ヒト化マウス、マウスES細胞を用いたモ
デル系を応用することにより、白血病細胞の骨髄への生着と進展に必要な因子を同定し得た。またMLL-AF4融合
遺伝子を有する造血前駆細胞が白血病として進展するために必要な遺伝子変異を導入することにより、腫瘍モデ
ルを作製した。これらは新たな分子標的療法の開発において有用である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
染色体 11q23 に位置する MLL 遺伝子は 40 以上の転座相手と融合遺伝子を形成する。MLL 転

座型白血病は乳児白血病やTopoII阻害剤を用いた化学療法後の治療関連白血病に高率に認めら
れ、いずれも治療抵抗性である。特に MLL-AF4 融合遺伝子を有する乳児急性リンパ性白血病
(ALL)は今なお極めて予後不良である。近年の本邦における石井らの治療研究では長期生存率
はなお 50％前後であり、特に早期発症例(90 日未満の発症例)の治療成績は無イベント生存率が
22.7％と極めて不良である。治癒後も晩期障害に苦しむ例が多く、患者の生命予後および Quality 
of Life の改善のためには新たな分子標的療法が必要である。 
 MLL 融合蛋白は、転座相手にかかわらず、野生型 MLL のアミノ末端側の AT hook とメチル
化転移酵素ホモロジー(MT)領域という 2 つの DNA 結合領域が転座相手と結合する形をとる。
MLL 融合蛋白は野生型 MLL の標的遺伝子の発現撹乱により腫瘍化に導くと考えられている。 
乳児白血病では多くの場合、MLL 融合遺伝子は胎生期に生じることが示されているが、一方

造血細胞に MLL 融合遺伝子が発現するだけでは腫瘍化には十分ではないことが報告されてお
り、最終的な白血病化には、MLL 融合遺伝子とは独立した他の遺伝子異常が必要であると考え
られる。 
 
２．研究の目的 
小児急性白血病の治療成績は近年飛躍的に向上したが、MLL 遺伝子再構成を有する乳児急性

リンパ性白血病(acute lymphoblastic leukemia, ALL)や二次性白血病は治療抵抗性で極めて予後不
良であり、新たな治療戦略を必要とする。本研究では白血病の根源である白血病幹細胞の骨髄
における生存・維持機構に着目し、新たな標的治療の対象となり得る分子を見いだすことを目
的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) MLL 融合遺伝子を有する白血病幹細胞の骨髄内での維持・増殖メカニズムの解明 
白血病細胞の骨髄への生着、白血病ニッチ形成に関与する因子を免疫不全マウスへの移植モ

デル(ヒト化マウス)を用いて詳細に解析する。免疫不全マウスに白血病細胞を移植後、早期に
骨髄に生着する細胞を回収、その表現型や遺伝子発現の特徴を発現アレイを用いて検討した。
白血病細胞としては MLL-AF4 融合遺伝子を有する白血病細胞株を用いた。ヒト CD19 抗原の
発現をヒト白血病細胞のマーカーとして用いるとともに EGFP を白血病細胞株に遺伝子導入し
て EGFP による分離を併用しヒト白血病細胞の識別を容易にした。 
(2) MLL 融合遺伝子を発現するマウス ES 細胞を用いた白血病への進展に必要な因子の同定 
マウスES細胞を用いて間葉系細胞から造血細胞への進展と分化・増殖機構の解明を試みた。

CAG プロモーター下に恒常的に MLL-AF4 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 細胞を間葉系および造血系の細胞へ分化させ、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。白血病細胞への進展に必要な付加異常を導入す
るために、MLL-AF4 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。In vitro あるいは in vivo において挿
入変異の導入により増殖活性を獲得したMLL-AF4融合遺伝子を有するマウスES細胞由来の造
血前駆細胞、腫瘍細胞から 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遺伝子の同定を試みた。 
(3) 白血病幹細胞の骨髄生着・分化様式に基づいた新たな治療法開発の可能性の追求 
上記より得られた MLL 融合遺伝子を有する白血病幹細胞の骨髄へのホーミングと生着、白

血病細胞への進展のメカニズムに作用する分子を標的とした治療の可能性を追求した。 
 
４．研究成果 
(1) MLL 融合遺伝子を有する白血病幹細胞の骨髄内での維持・増殖メカニズムの解明 
免疫不全マウスに MLL-AF4 融合遺伝子を有するヒト白血病(急性リンパ性白血病)より樹立

された白血病細胞株を経静脈的に移植し、移植後 10－14 日の早期に骨髄に生着したヒト細胞を
回収、その表現型や遺伝子発現の特徴を発現アレイを用いて検討した。移植後早期に骨髄に生
着した細胞は SCL や LMO2 等の造血幹細胞で発現を認める転写因子をコードする遺伝子の発
現上昇に加えて、インテグリン等の接着因子のシグナル伝達に関与する因子をコードする遺伝
子の発現上昇を認めた。また TNF シグナル伝達に関与する TWEAK 受容体(TNFRSF12A)の発
現上昇も認めた。移植後早期に骨髄に生着した白血病細胞で発現しているこれらの遺伝子は、
移植前の白血病細胞あるいは、移植後 30－40 日経過した後に移植マウスに生じた白血病から回
収された白血病細胞と比較して、有意に高発現しており、初期の骨髄への生着に関与している
可能性が示唆された。これらの発現解析の比較により、MLL-AF4 陽性の急性リンパ性白血病で
は、比較的未分化な白血病細胞（白血病幹細胞に相当すると考えられる）が TNF シグナルやイ
ンテグリンシグナルに依存して骨髄に生着・進展するものと考えられた。 
(2) MLL 融合遺伝子を発現するマウス ES 細胞を用いた白血病への進展に必要な因子の同定 

CAG プロモーター下に恒常的に MLL-AF4 を発現するマウス ES 細胞を作製した。このマウ
ス ES 細胞では、MLL-AF4 融合遺伝子の発現は未分化な状態から造血細胞への分化まで、各分



化段階で恒常的に発現していた。この MLL-AF4 を発現する未分化 ES 細胞は Flkl 陽性細胞への
分化が阻害されており、Flkl 陽性細胞より派生する造血幹細胞を含む細胞分画である Tie2 陽性
かつ c-kit 陽性細胞への分化も抑制されていた。一方 Pdgfra 陽性の問葉系細胞の方向へ分化が進
む傾向が認められた。しかしながら MLL-AF4 発現マウス ES 細胞を collagen I 等でコートした
培養ディッシュで培養すると 2-3 週間程度で CD45 陽性の造血細胞が少数ながら出現すること
から、MLL-AF4 発現 ES 細胞の造血細胞への分化能は完全に喪失しているのではなく、適切な
条件下では造血細胞へ分化する能力を有してた。 
この MLL-AF4 融合遺伝子を有するマウス ES 細胞から得られた造血前駆細胞を用いて、MLL

融合遺伝子が造血前駆細胞を腫瘍化するために必要な遺伝子変異の同定を試みた。白血病細胞
への進展に必要な付加異常を導入するために、MLL 融合遺伝子を有するマウス ES 細胞を未分
化造血細胞を含む Tie2 陽性細胞へ分化させた後、MSCV レトロウイルスベクターの導入により
ランダムな挿入変異を導入した。この挿入変異を導入した細胞の免疫不全マウスへの移植によ
り腫瘍の形成が認められた。腫瘍細胞から DNA を抽出し、inverse PCR 法によりレトロウイル
スの挿入部位をクローニングし、挿入変異により影響を受けた遺伝子を同定した。レトロウイ
ルス挿入部位の多くは遺伝子の上流に位置しており、挿入部位近傍の遺伝子の発現亢進が認め
られた。これらの結果より MLL-AF4 による細胞の腫瘍化には遺伝子発現の亢進を伴う 2nd hit
の付加異常が必要であると考えられた。今後挿入部位近傍に存在し、発現上昇が認められた遺
伝子の白血病化における意義を検討したい。 
(3) 白血病幹細胞の骨髄生着・分化様式に基づいた新たな治療法開発の可能性の追求 
 MLL-AF4 陽性白血病細胞の骨髄への生着に重要と考えられる TWEAK 受容体(TNFRSF12A)
の機能阻害による白血病細胞への影響を検討し、治療応用への可能性を追求した。MLL-AF4
陽性白血病細胞において、TNFRSF12A の両アレルをノックアウトした白血病細胞株を作製し
た。この白血病細胞株を免疫不全マウスに移植し、骨髄への生着能や増殖能について検討した。
TNFRSF12A ノックアウト白血病細胞は TNFRSF12A 野生型のコントロール白血病細胞と同様
に免疫不全マウスの骨髄に生着し、白血病を発症させる能力を保持していた。今後マウス骨髄
中での FN14 ノックアウト細胞の局在や、遺伝子発現パターンの変化について検討を行い、MLL
融合遺伝子陽性白血病における FN14 による影響を解析し、治療標的としての可能性を検討し
たい。 
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