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研究成果の概要（和文）： 

MLL 融合蛋白による造血細胞分化への影響を調べるために、MLL-AF4 融合遺伝子を恒常的
に発現するマウス ES 細胞を作製した。MLL-AF4 を発現するマウス ES 細胞は、造血細胞への
分化過程で造血幹細胞を含む分画である Tie2 陽性かつ c-kit 陽性分画への分化が抑制されてい
た。遺伝子発現アレイ解析では、MLL-AF4 は造血細胞への分化に作用する遺伝子群の発現を低
下させ、逆に間葉系細胞への分化に作用する遺伝子群の発現を上昇させていた。MLL-AF4 発現
細胞を免疫不全マウスに移植しても白血病は発症せず、白血病化には何らかの付加的異常が必
要であると考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
To study the developmental impact of MLL-AF4 fusion gene on early hematopoietic development, 
mouse embryonic stem (ES) cells with constitutive expression of MLL-AF4 were established. When 
hematopoietic differentiation was examined by embryoid body (EB) formation, Tie2+c-kit+ cells which 
contain early hematopoietic stem cells were significantly reduced in MLL-AF4 expressing EBs 
compared to that of control EBs. Expression array analysis indicated that MLL-AF4 works as positive 
regulator of gene expression up-regulating various genes. Several genes up-regulated by MLL-AF4 were 
known to have important roles in cell differentiation to mesenchymal lineage, whereas transcriptional 
regulator of hematopoietic lineage were down-regulated. These MLL-AF4 expressing pre-hematopoietic 
stem cells with mesenchymal nature, were unable to cause leukemia in vitro or in vivo, showing that 
some secondary event is necessary to cause leukemia. MLL-AF4, having the potential to influence early 
hematopoietic cell differentiation, may cause leukemic transformation when accompanied by some 
important additional genetic events. 
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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の 80%、
TopoII 阻害剤を用いた癌の化学療法後に発症
する治療関連白血病の大部分に認められ、い
ずれも治療抵抗性である。 

乳児の MLL 転座型白血病は、全国規模の
乳児白血病共同研究(代表石井榮一)において、
FISH 法による MLL 遺伝子再構成の早期診断
と、早期の骨髄移植を含む強力な治療でその
長期予後を著明に改善し得た。しかし長期生
存率はなお 50％未満で、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
Qualty 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 融合遺伝子をレトロウイルスで造血
細胞に導入すると自己複製能が亢進し、リプ
レーティングアッセイにて造血コロニーが
異常に増加する。またこの造血細胞を免疫不
全マウスに移植すると、白血病を発症する。
転座相手にかかわらず多くの MLL 融合蛋白
でこの自己複製能亢進が認められる。
MLL-AF9 ノックインマウスは早期に白血病
を発症しないことから MLL 融合遺伝子以外
の付加的遺伝子変異が白血病発症に必要と
考えられている。一方レトロウイルスにより
MLL 融合遺伝子を導入すると、極めて早期に
腫瘍化した造血細胞が得られる。この差は後
者ではレトロウイルスベクターのゲノムへ
の組み込みによる近傍遺伝子の活性化が付
加的遺伝子異常として作用していると考え
られている。すなわち、MLL 融合蛋白による
腫瘍化には付加的遺伝子異常が必要と考え
られ、新規治療法や予防法の開発には付加的
遺伝子異常の解明が必要である。 
 一方、MLL-AF4 では同様の方法で腫瘍モ
デルを作製することが難しく、腫瘍化メカニ
ズムに何らかの違いがあると考えられてい
るが、詳細は不明である。 
 
２．研究の目的 

本研究では分子標的となりうる MLL 融合
蛋白による腫瘍化のメカニズムを明らかに
し、新たな分子標的療法の開発につながる基
礎データを得ることを目的とした。特に乳児
白血病で高頻度に認められ、病態が明らかに
なっていない MLL-AF4 を中心に検討した。 
 
３．研究の方法 
(１) MLL-AF4 融合遺伝子を発現するマウス
ES 細胞の作製 

Chicken-beta-actine (CAG) プロモーター下
に MLL-AF4 を発現する発現ベクターを作製
し、マウス ES 細胞に導入、MLL-AF4 を恒常
的に発現するマウス ES 細胞を作製した。 

(２) MLL-AF4 が造血細胞分化に与える影響
の検討 
 MLL-AF4を発現するマウス ES細胞を造血
細胞へ分化させ、その表現型を解析すること
により、MLL-AF4 の造血細胞分化における
影響を検討した。また発現アレイなどを用い
て、造血細胞分化の過程で MLL-AF4 により
発現が変化する標的遺伝子の同定を試みた。 
(３) MLL-AF4 転座型白血病の付加的遺伝子
異常の同定 

MLL-AF4を発現する ES細胞を血液前駆細
胞に分化させ、インサートを持たないレトロ
ウイルスベクターを導入後免疫不全マウス
に移植した。白血病を発症したマウスの白血
病細胞を分離し DNA を抽出、inverse PCR 法
でレトロウイルスの挿入部位を同定し、近傍
に存在する付加的遺伝子異常の候補遺伝子
の同定を試みた。 
 
４．研究成果 
(１) MLL-AF4 融合遺伝子を発現するマウス
ES 細胞の作製 

Chicken-beta-actine (CAG) プロモーター下
に MLL-AF4 を恒常的に発現するマウス ES
細胞を作製した。MLL-AF4 は未分化 ES 細胞
の未分化能の維持および増殖能に影響を与
えなかった。 
(２) MLL-AF4 が造血細胞分化に与える影響
の検討 

MLL-AF4
を発現する未
分化 ES 細胞
は Flk1 陽性細
胞への分化が
阻害されてお
り、Flk1 陽性
細胞より派生
する造血細胞
への分化も抑
制されていた。
造血細胞への
分化が抑制さ
れている代わ
りに、Pdgfr

図１ MLL-AF4による中胚葉細胞
の分化の偏り
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抑制する (分化開始6日後)
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陽性の間葉系細胞の方向へ分化が進む傾向
が認められた(図１)。また未分化な造血幹細
胞を含む細胞分画である Tie2 陽性かつ c-kit
陽性の分画も MLL-AF4 を発現する細胞では
減少していた(図２)。 

MLL-AF4 発現 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、
適度な条件下では造血細胞へ分化する能力
を有していることが示された。また MLL-AF4
発現 ES 細胞を Tie2 陽性細胞へ分化させ、
EGFP でマーキングした後に免疫不全マウス
(NOD/SCID)に移植することにより、in vivo
での CD45 陽性の造血細胞への分化も認めら
れた(図３)。 

これらの結果から、MLL-AF4 を発現する
マウス ES 細胞は間葉系細胞への分化傾向を
有するが、未分化 B 細胞への分化能も保持し
ており、この細胞に何らかの“2nd hit“が入る
ことで血液細胞への分化が起こり、白血病化
をきたすのではないかと考えられた。すなわ
ち MLL-AF4 の標的細胞は、血液幹細胞より
さらに未熟な間葉系細胞である可能性が示
唆された(図４)。 

(３) MLL-AF4 転座型白血病の付加的遺伝子
異常の同定 
 MLL-AF4 による白血病化に必要な付加的
遺伝子異常を同定するために、MLL-AF4 発
現 ES 細胞を Tie2 陽性細胞に分化させた段階
でレトロウイルスベクターを導入、ゲノムに

ランダムに挿入させた後に免疫不全マウス
に移植した。本研究期間中には全ての結果を
解析できなかったが、現在までのところ免疫
不全マウスに明らかな白血病の発症は認め
ておらず、今後の継続した検討を必要とする
と思われる。 
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