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研究成果の概要（和文）：乳児白血病における胎生期のMLL融合遺伝子形成のメカニズムを解明するために、白
血病患者の遺伝的背景の関与について、iPS細胞モデルを用いて解析を行った。MLL融合遺伝子陽性の白血病患者
の寛解期末梢血およびコントロール末梢血よりiPS細胞を樹立し、Bリンパ球系統の細胞への分化を行った。この
Bリンパ球分化の過程において、MLL融合遺伝子の形成の有無を検討したところ、解析した3例の患者由来のiPS細
胞で低頻度ではあるがMLL融合遺伝子の形成が認められた。その形成にはTopoII阻害剤の存在は必須ではなかっ
た。MLL融合遺伝子の生成には患者の有する何らかの遺伝的背景が関与している可能性が示唆された

研究成果の概要（英文）：To clarify the process leading to generation of MLL fusion gene in utero, 
hematopoietic cell differentiation using patient-derived iPS cells were analyzed. iPS cells were 
established from the peripheral blood of three patients with MLL fusion gene-positive leukemia in 
remission as well as from three healthy adults. Established iPS cells were differentiated into 
CD34-positive hematopoietic progenitor cells and further differentiated into B lymphocyte progenitor
 cells. During the process of hematopoietic differentiation, generation of MLL fusion gene was 
examined by the inverse PCR method. Hematopoietic progenitor cells obtained from all three 
patient-derived iPS cells harbored MLL fusion gene in low frequency, which was not detected in iPS 
from healthy controls. Formation of MLL fusion gene did not depend on the addition of TopoII 
inhibitor. It was suggested that some, yet unknown genetic background of the patient may be involved
 in the generation of the MLL fusion gene.

研究分野：小児血液腫瘍学

キーワード： 白血病　MLL融合遺伝子　遺伝的背景　iPS細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
MLL融合遺伝子を有する乳児急性リンパ性白血病は、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。MLL融合遺伝子陽性乳児白血病の発症過程を明らかにし、発症予防につながる情報を得るた
め、患者細胞より樹立したiPS細胞を用いた造血細胞への分化系を確立し、白血病発症の初期段階のMLL融合遺伝
子の形成のメカニズムについて検討した。その結果MLL融合遺伝子の形成には患者が有する何らかの要因（遺伝
的背景など）が関与している可能性が示唆された。この遺伝的背景と、関与しうる環境要因などの外的因子を明
らかにすることにより、MLL融合遺伝子陽性の乳児白血病の発症予防につながる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 
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白血病幹細胞(leukemic stem 

cell)に由来する腫瘍である。白血病幹細胞は病型特異的な染色体・遺伝子異常、いわゆる 1st hit
の遺伝子変異と、1st hitの変異を補完する付加的遺伝子異常(2nd hit)の獲得により多段階に形成
される。白血病化に必要な全ての遺伝子異常を獲得した細胞が白血病幹細胞であり、一方 1st hit
のみを有する白血病幹細胞の前駆細胞である前白血病幹細胞(pre-leukemic stem cell)は白血病を
発症させる能力はないが、白血病幹細胞を生み出す母地となる。 
これらの遺伝子異常が生じるメカニズムは十分には解明されていない。Down 症候群や

Noonan 症候群など、先天異常や先天奇形症候群の一部では白血病の発症率が上昇する。また
Down症候群の急性リンパ性白血病(acute lymphoblastic leukemia, ALL)では、約半数で CRLF2遺
伝子異常が認められ、患者の有する遺伝的背景が特定の遺伝子異常の誘導に関与している可能
性を示唆している。近年ゲノムワイド関連解析(GWAS)による小児 ALLの遺伝的背景に関する
報告が相次いでなされている。ETV6-RUNX1陽性 ALLや高 2倍体性 ALLにおいても有意に高
頻度に認められる多型が報告されており、ALL発症における遺伝的背景の存在が示された。 
小児 ALL では遺伝的背景のみではなく、環境因子の関与も指摘されている。MLL 融合遺伝
子陽性の ALL については何らかのトポイソメラーゼ II 阻害作用を有する化学物質への暴露が
重要であるが、ETV6-RUNX1 陽性 ALL についても lipopolysaccharide による AID(activation- 
induced cytidine deaminase)の活性化や病原体への暴露が ALL発症を促進することがマウスモデ
ルにおいて示されている。 
白血病発症・再発の予防には白血病幹細胞の形成に必要な遺伝子異常の獲得・蓄積を防止す
ることが必要である。そのためには遺伝的背景や環境因子の関与のもと、どのように遺伝子異
常を獲得・定着させ、白血病発症につながるのか、そのメカニズムの解明が必要である。 
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トポイソメラーゼ II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％前後と不良である。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治療戦略が必要であり、発症予防の必要性は高
い。 
 
２．研究の目的 
小児白血病の発症には患者の有する遺伝的背景とそれに作用する環境要因が関与していると
考えられている。本研究では小児白血病、特に小児 ALLにおいて、遺伝的背景や環境因子を含
めて遺伝子異常の蓄積により発症する白血病の発症プロセスを理解することにより、白血病の
発症予防・再発予防の可能性を探ることを目的とする。網羅的な遺伝子変異解析により白血病
が有する遺伝子変異が多く同定され、一部は分子標的療法の標的として研究・応用されている
が、白血病の at risk患者の同定と発症予防は最も効果的な対策である。そのためには白血病発
症に関与する遺伝的背景(多型)とその意義、および発症に関与する環境要因を解明することが
必須である。本研究では遺伝子異常の獲得メカニズムを遺伝的背景・環境要因との関連におい
て解析し、白血病の発症プロセスの解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 小児白血病症例の遺伝的背景を有する iPS細胞の樹立 
小児 ALL の患者検体を用いて、症例特
異的な遺伝的背景を保持した iPS細胞を樹
立する。iPS 細胞の樹立に際しては治療後
の寛解時の末梢血検体を用いるが、寛解時
の検体が得られなかった症例では発症時
の骨髄検体を用いて iPS細胞を樹立し、白
血病特異的な融合遺伝子を保持していな
い iPS細胞クローンを実験に用いた。 
(2) iPS 細胞由来造血前駆細胞の作製と表
現型の解析 
小児白血病、特に ALL の発症に関与す
る遺伝的背景が白血病の発生母地である
造血幹細胞・前駆細胞分化・増殖にどのよ
うな影響を与えるのか明らかにするため
に、iPS 細胞から造血細胞への分化実験系を用いて解析を行った。患者細胞を用いて樹立した
iPS細胞を造血系へ分化させ、CD34陽性の造血前駆細胞を得た。この CD34陽性造血前駆細胞
をさらに Bリンパ球前駆細胞へ分化させることにより、各症例の遺伝的背景により造血前駆細
胞への分化・増殖能に影響が与えるかどうかを検討した（図１）。 
(3) 遺伝的背景を有する造血前駆細胞が 1st hitの遺伝子異常を獲得するメカニズムの解明 
白血病化における 1st hitの遺伝子異常である融合遺伝子の形成メカニズムを解明するために、



まず患者 iPS細胞由来造血前駆細胞において、
トポイソメラーゼ阻害剤の存在下で分化実
験を行い、トポイソメラーゼ阻害剤による
DNA切断・修復異常の有無を検討した。具体
的には造血前駆細胞のコロニーアッセイで
増殖能を獲得した造血コロニーから DNA を
抽出し、白血病特異的な融合遺伝子の検出を
試みた。検出方法としては Inverse PCR 法を
用い、MLL遺伝子の切断・融合遺伝子形成の
有無を検討した（図２）。 
 
４．研究成果 
白血病形成の 1st hit である MLL融合遺伝
子形成のメカニズムを解明するために、MLL
融合遺伝子陽性白血病における遺伝的背景の関与について、iPS 細胞モデルを用いて解析を行
った。MLL融合遺伝子陽性の白血病患者およびコントロール(健常成人)の末梢血より iPS細胞
を樹立した。樹立した iPS 細胞を CD34 陽性の造血前駆細胞に分化させ、B 系統細胞への分化
を行った。得られた浮遊細胞を用いてコロニーアッセイを行い造血前駆細胞の増殖能力を評価
した。対照として健康成人の末梢血から樹立した iPS 細胞を用いた。解析したすべての iPS 細
胞で、CD34陽性の造血前駆細胞はほぼ同じ割合で産生された（図３）。 

Bリンパ球への分化により付着細胞に接着
した浮遊細胞として造血細胞が認められ、こ
の細胞群の中に CD19 陽性、 IL7 受容体
（CD127）陽性の Bリンパ球前駆細胞の存在
を確認した（図４）。 
得られた CD34陽性造血前駆細胞と Bリン
パ球前駆細胞の増殖能・分化能をコロニーア
ッセイで検討した。白血病患者由来の CD34
造血前駆細胞から得られた造血コロニーは
対照群と比較して有意な差は得られなかっ
た。Bリンパ前駆細胞のコロニーアッセイで
は白血病患者由来 iPS細胞から分化した Bリ
ンパ球前駆細胞において、有意差は得られな
かったが、対照群より多い造血コロニーが形
成される傾向を認めた（図５）。 
この Bリンパ球分化の過程において、MLL
融合遺伝子の形成の有無を inverse PCR 法に
より検討したところ、患者由来の iPS細胞か
ら得られた造血細胞で低頻度ではあるが
MLL融合遺伝子の形成が認められた。対照と
して用いた健常成人由来の iPS細胞ではMLL
遺伝子の再構成は認められなかった。トポイ
ソメラーゼ阻害剤である Etoposide の影響を
検討するために、CD34+細胞を Etoposideで処
理した後に同様のBリンパ球分化を行ったが、
MLL融合遺伝子は検出されなかった。患者の
iPS由来造血細胞におけるMLL融合遺伝子の
生成に Etoposide は必ずしも必要ではなく、
患者の有する何らかの遺伝的背景が MLL 遺
伝子の再構成に関与している可能性が示唆
された。 
 今後これらの iPSモデル細胞を用いて、遺
伝子発現アレイやエクソーム解析などの網
羅的な遺伝子変異解析を行い、白血病由来
iPS 細胞の有する遺伝的背景を明らかにして
いきたい。 
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