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研究成果の概要（和文）：小児期の白血病で高頻度に認められるMLL-AF4融合遺伝子陽性の急性リンパ性白血病
(ALL)とTEL-AML1融合遺伝子陽性ALLの白血病モデルをマウスES細胞と免疫不全マウスへの移植実験系を用いて作
製した。これらの白血病特異的な融合遺伝子の存在のみでは白血病化には十分ではなく、前白血病幹細胞の形成
段階にとどまることが示された。これらの前白血病幹細胞へのレトロウイルスによるランダムな挿入変異の導入
実験により、何らかの付加異常が最終的な白血病幹細胞への進展と白血病化には必須であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：MLL-AF4 and TEL-AML1 fusion genes are frequently observed in childhood acute
 lymphocytic leukemia (ALL). Leukemogenic process with these fusion genes were analyzed in vitro and
 in vivo with mouse embryonic stem (ES) cell expressing MLL-AF4 or TEL-AML1 fusion and 
immunodeficient mice (NOG mice) transplanted with fusion gene-expressing ES cell-derived immature 
hematopoietic cells. It was shown that the presence of these leukemia-specific fusion genes alone 
was not sufficient for leukemic transformation and hematopoietic progenitors with MLL-AF4 or 
TEL-AML1 fusion still remained at the stage of pre-leukemic stem cell without full transformation 
activity to cause leukemia rapidly in immunodeficient mice. These pre-leukemic stem cells could 
progress to leukemic stem cell after introducing random insertional mutations by retroviral 
integration indicating that some additional genetic abnormalities may be essential for the final 
progression to leukemic stem cells and leukemic transformation.

研究分野： 小児科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
白血病における前白血病幹細胞の存在は以前から示唆されてきたが、小児白血病における詳細な研究は少ない。
前白血病幹細胞は多様な白血病幹細胞を生み出す発生母地となり、白血病再発・治療抵抗性の原因となり得る細
胞であるが、現在まで治療対象としての研究もなされていない。白血病の再発の連鎖を断ち切るためには前白血
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、新たな分子標的療法の開発へつながり、小児のみならず、成人領域の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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 白血病の多段階発がんと付加的遺伝子異常の重要性 

白血病細胞は正常な分化から逸脱し、無秩序な増殖能を獲得した未分化造血細胞(いわゆる白
血病幹細胞)より形成される腫瘍である。白血病を含む造血器腫瘍ではしばしば病型特異的な染
色体転座がみられ、多くの場合その転座切断点には造腫瘍活性を有する様々な融合遺伝子が形
成される。これらの病型特異的な染色体異常は白血病幹細胞の形成に必須で、予後の予測、治療
法の選択に非常に重要な因子である。一方様々なマウスモデルを用いた研究では、これらの病型
特異的な融合遺伝子の多くは腫瘍活性(自己複製能の亢進、分化抑制)を示すが、単独ではマウス
に白血病を発症させることはできないことから、付加的な遺伝子異常の重要性が示唆されてき
た。 

次世代シークエンサーによる遺伝子変異の網羅的な解析により、実際に白血病細胞は複数の
driver 変異(白血病発症に関与する変異)を保持していることが明らかになってきた。すなわち白
血病は病型特異的な融合遺伝子などのいわゆる 1st hit の遺伝子変異と 2nd hit である付加的遺
伝子異常の組み合わせにより多段階に形成される腫瘍であることを示している。 
(2) 白血病幹細胞(leukemic stem cell)と前白血病幹細胞(pre-leukemic stem cell) 

正常造血においては、造血幹細胞を頂点とする分化の階層性が存在する。ごく少数の造血幹細
胞のみが自己複製能と全ての血球系統への分化能を有しており、分化に伴い、自己複製能と他系
統への分化能を喪失することにより造血システムが厳密に制御されている。白血病幹細胞
(leukemic stem cell, LSC)の概念は当初急性骨髄性白血病(AML)で提唱され、白血病細胞にも階
層性が存在することが示された。多段階発がんの観点から、白血病幹細胞は腫瘍化に必要十分な
複数の遺伝子変異を獲得した細胞であり、十分な遺伝子変異を持たない前段階の細胞である前
白血病幹細胞 (pre-leukemic stem cell, pre-LSC)の存在が想定され、実際に証明されている
(Corces-Zimmerman MR ら, Leukemia 28:2276, 2014)。TEL-AML1 融合遺伝子は小児期の
ALL で最も高頻度に認められる遺伝子異常であるが、白血病を発症していない臍帯血の 1-2%に
10-3-10-4の頻度で検出される (Eguchi-Ishimae M ら, Blood 97:737, 2001)。また成人の AML に
しばしば認められる DNMT3 遺伝子異常は非白血病症例でも認められる。このような細胞は
TEL-AML1 な い し は
DNMT3 変異など単独の
遺伝子変異のみを有する
細胞であり、限定的に
clonal に増殖する能力を
有しているが、正常な造血
細胞を凌駕して白血病を
発症する能力は乏しい。こ
れらの細胞が前白血病幹
細胞と考えられ、白血病幹
細胞の発生母地となる細胞群である（図 1）。 
(3) 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 
MF ら, Nat Rev Cancer 3:639, 2003)。小児期の主な病型である ALL においては MLL-AF4 融
合遺伝子陽性の乳児 ALL、小児期に発症する TEL-AML1 陽性 ALL や、高 2 倍体性の染色体異
常を有する ALL、T 細胞性 ALL、さらには AML1-ETO 陽性 AML でも白血病細胞の胎生期起
源が証明されており、小児期の後半に発症する白血病でさえ白血病細胞が胎児期に由来する可
能性が指摘されている(Eguchi-Ishimae M ら, Blood 97:737, 2001、Blood 111:376, 2008)。すな
わち小児白血病では前白血病幹細胞は胎生期に形成され、胎生期の造血細胞への過剰な増殖刺
激による 1st hit の遺伝子変異の形成がその背景にあると考えられる。白血病幹細胞への進展に
必要な付加的遺伝子異常の獲得により白血病の発症に導かれるが、前白血病幹細胞は異なる遺
伝子異常を有する多様な白血病幹細胞形成の源となりうることから白血病の再発、クローン進
化の源泉となる。 
(4) 治療標的としての前白血病幹細胞 
 AML1-ETO 陽性 AML においては治療により完全寛解を達成し治癒した後にも AML1-ETO
陽性だが付加異常を持たない前白血病幹細胞が長期にわたり残存する。このように治療抵抗性
の前白血病幹細胞 /白血病幹細胞は骨髄の骨内膜に接して存在することが示されている
(Ishikawa F ら, Nat Biotechnol 25:1315, 2007)。白血病幹細胞は化学療法に抵抗性で、根治を
目指す白血病治療の理想的な治療標的として捉えられている。一方、前白血病幹細胞はは血病幹
細胞と同様に化学療法には抵抗性であるが、白血病幹細胞が根絶した後にも残存する可能性が
ある。また難治性、予後不良群に分類される白血病(MLL 転座型白血病、Ph 陽性 ALL、Ph-like 
ALL など)においては、残存する前白血病幹細胞による新たな白血病幹細胞の供給と白血病幹細
胞の多様性が易再発性、難治性の原因となっている可能性がある。これらの点から、特に難治性
白血病において、前白血病幹細胞に対する標的治療の意義は大きい。前白血病幹細胞の存在様式
とその生存・維持のメカニズム、さらに白血病幹細胞への進展のメカニズムの解明は有効性の高
い新たな治療方法の開発において極めて有用である。 
 



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

リンパ性白血病など一部の白血病は治療抵抗性で予後不良である。また 30％程度認められる再
発症例の予後改善は未だ十分ではなく、新たな治療戦略を必要とする。遺伝子異常により自己複
製能を獲得した造血細胞は前白血病幹細胞となり、さらに増殖能、分化抑制能を付与する遺伝子
異常の獲得により白血病幹細胞が形成される。前白血病幹細胞は白血病幹細胞の発生母地であ
り、治療後も残存することから再発の母地ともなる。 

本研究では小児白血病における前白血病幹細胞の存在様式と生存・維持のメカニズムの解明、
化学療法抵抗性の白血病幹細胞への進展のメカニズムを明らかにすることを目指す。得られた
知見から前白血病幹細胞を標的とした新たな分子標的療法の開発を目指す。主に小児白血病検
体を用いた免疫不全マウスへの移植モデルを用いて解析を行い、さらに詳細なモデルの作成に
は白血病特異的遺伝子異常を導入したマウス ES 細胞・造血幹細胞を用いる。得られた成果を基
に効果的な白血病の分子標的療法の開発につなげたい。 
 
３．研究の方法 
(1) 前白血病幹細胞の生体内での存在様式と維持・増殖のメカニズムの解明 

TEL-AML1 および MLL-AF4 融合遺伝子を発現するマウス ES 細胞から得られた未分化造血細
胞(胎児肝未分化造血細胞に相当)を用いて、前白血病幹細胞のマウス体内での存在様式とその維
持機構についてモデルマウスを用いて詳細に検討した。具体的にはこれらの融合遺伝子を発現
するマウス ES 細胞を未分化な造血幹細胞である Tie2 陽性細胞や、未分化 B リンパ球前駆細胞
である B220 陽性細胞へ分化させ、免疫不全マウスへ移植した。この移植マウスの骨髄や肝臓等
の組織における TEL-AML1 や MLL-AF4 陽性細胞の生着の有無と表現型を詳細に解析し、生着
に必要な遺伝子・シグナル経路を明らかにすることを試みた。 
(2) 腫瘍化の協働因子(付加異常)の同定 

MLL-AF4 および TEL-AML1 を発現する ES 細胞を造血細胞に分化させた段階で、インサート
を持たない MSCV レトロウイルスベクターを遺伝
子導入し、ランダムにゲノムに組み込ませる。そ
の後、コロニーリプレーティングアッセイを行い、
自己複製能を獲得したコロニーから細胞を回収
し、レトロウイルスの挿入部位を同定することに
より、これらの融合遺伝子による腫瘍化に必要な
付加異常の同定を試みた。またレトロウイルスに
よる挿入変異を導入した造血前駆細胞を免疫不全
マウス(NOG マウス)へ移植し、白血病などの腫瘍
の発生について観察した。移植マウスに発生した
腫瘍から DNA を抽出し、レトロウイルスの挿入部
位を inverse PCR 法を用いて検索し、影響を受けた
遺伝子を同定した（図 2）。 
(3) 小児白血病における前白血病幹細胞の同定・分離 

免疫不全マウスを用いたヒト白血病モデルは白血病幹細胞の同定に非常に有用な実験系であ
る。小児白血病症例の初発時および治療後の検体を免疫不全マウスへ移植し、患者白血病を再現
するとともに、前白血病幹細胞の生着・分離を試みた。また初発時の白血病細胞の有する遺伝子
変異をエクソーム解析で網羅的にスクリーニングし、前白血病幹細胞の有する遺伝子変異と比
較検討した。 
(4) 前白血病幹細胞の維持メカニズム・白血病幹細胞への進展メカニズムに基づいた新たな治療
法開発の可能性の追求 
上記の解析で得られた結果を基に、治療標的となりうる分子とその阻害による影響を検討し

た。またトランスクリプトーム解析による網羅的な遺伝子発現解析による比較解析を行い、白血
病幹細胞で優位に活性化している分子・シグナル経路の検索を行い、標的治療が可能な分子の同
定を試みた。 
 
４．研究成果 
(1) 前白血病幹細胞の生体内での存在様式と維持・増殖のメカニズムの解明 

MLL-AF4 あるいは TEL-AML1 融合遺伝子を発現するマウス ES 細胞から得られた未分化造血
細胞(Tie2 陽性細胞)を免疫不全マウスに移植するとほとんどのマウスが比較的長期の観察期間
の後に腫瘍を発生した。このことからこれらの融合遺伝子のみでは白血病幹細胞は形成されず、
経過中に何らかの付加異常が加わることにより白血病幹細胞が形成され、最終的にマウスに腫
瘍が発症すると考えられた。これらの融合遺伝子のみを有するマウス ES 細胞はそれ自体では移
植マウスに白血病を生じる割合は低いことから MLL-AF4 および TEL-AML1 陽性細胞はいわゆ
る前白血病幹細胞に相当すると考えられた。 
(2) 腫瘍化の協働因子(付加異常)の同定 

MLL-AF4 および TEL-AML1 融合遺伝子を発現するマウス ES 細胞から得られた未分化造血幹
細胞(前白血病幹細胞)を用いて、前白血病幹細胞から白血病幹細胞形成のモデルとして、白血病



幹細胞への進展に必要な因子の同定を試みた。 
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、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
スベクターを導入し、ランダムな挿入変異を
導入した。挿入変異を生じた MLL-AF4 ないし
は TEL-AML1 陽性マウス ES 細胞由来の造血
前駆細胞はレトロウイルス未導入の細胞と比
較して移植後早期に免疫不全マウスに腫瘍を
発生させることが示された。免疫不全マウス
に発生した腫瘍細胞から DNA を抽出し、レト
ロウイルスの挿入部位の解析を行った。まず
サザンブロッティング法による挿入部位の解
析では MLL-AF4、TEL-AML1 陽性細胞由来の造血前駆細胞はともにオリゴクローナルに増殖し
て腫瘍化しており、腫瘍化に際してクローンの選択が行われていることが示された（図 3）。実
際にどのような遺伝子が腫瘍化の促進に作用しているのかを同定するために、腫瘍細胞から抽
出した DNA を用いて inverse PCR 法による MSCV レトロウイルスベクターの挿入部位の同定を
試みた。解析の結果、レトロウイルスベクター配列の挿入領域から腫瘍化への関与が疑われる複
数の遺伝子が同定されたが、その中には造血細胞の分化に関与する遺伝子も含まれていた。MLL-
AF4 陽性細胞と TEL-AML1 陽性細胞ではレトロウイルスの挿入様式が異なっており、MLL-AF4
陽性細胞由来の腫瘍細胞では遺伝子の 5’側の非翻訳領域(UTR)などの発現調節領域への挿入が
多く認められる傾向があるのに対して、TEL-AML1 陽性細胞由来の腫瘍細胞では遺伝子領域内
へのレトロウイルスの挿入が特徴的に認められた。これらの挿入変異の結果、MLL-AF4 陽性細
胞由来の腫瘍細胞ではレトロウイルス挿入部位近傍の遺伝子の発現上昇が認められ、逆に TEL-
AML1 陽性細胞由来の腫瘍細胞ではレトロウイルス挿入部位の遺伝子発現の低下が認められた。
すなわち MLL-AF4 陽性の腫瘍においては何らかの遺伝子の発現上昇が付加異常として腫瘍へ
の進展に必要なのに対して、TEL-AML1 陽性腫瘍においては何らかの遺伝子機能の抑制(がん抑
制遺伝子などの抑制)が腫瘍への進展に必要な付加異常であると考えられた。これらの同定され
た白血病化に関与する遺伝子候補について、遺伝子機能のノックアウトや遺伝子機能の補完に
より白血病細胞増殖抑制が可能かどうか今後も解析を継続する。 
(3) 小児白血病における前白血病幹細胞の同定・分離(マウス移植モデルを用いた解析) 

MLL 融合遺伝子を有する急性骨髄性白血病の移植モデルを用いて解析を行った。小児期の急
性白血病の初発時（再発時）、寛解期の患者骨髄血を NOG マウスに移植し、白血病細胞の生着
の有無を検討した。初発時および再発時の白血病細胞を含む骨髄血・末梢血は移植した免疫不全
マウスに生着し、比較的短期間でマウスに白血病を引き起こした。寛解期の患者検体の免疫不全
マウスへの移植では、長期間(6 ヶ月以上)の観察期間の後でもマウスに白血病の発生は認めず、
active な白血病幹細胞の残存は否定的であった。移植後のマウスにはヒト由来の造血細胞の生着
を認めており、これらの細胞を分離し詳細な解析を続けている。 
(4) 前白血病幹細胞の維持メカニズム・白血病幹細胞への進展メカニズムに基づいた新たな治療
法開発の可能性の追求 

MLL-AF4 陽性白血病で発現している TWEAK 受容体の FN14 (TNFRSF12A)は細胞の増殖に関
与する FLT3 遺伝子の発現が高い細胞で発現しており、FN14 の白血病形成への関与が考えられ
た。この FN14 受容体の阻害が白血病細胞の増殖に及ぼす影響を検討するために、FN14 受容体
の阻害剤を用いた実験を行ったが FN14 阻害剤により白血病細胞株の増殖能やマウスへの白血
病発症能に影響は認めなかった。その他の遺伝子を標的とした阻害剤の検討も今後継続してい
く予定である。 
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