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研究成果の概要（和文）：小児の急性リンパ性白血病（ALL）は高リスク群では未だ約30%が再発する。近年、新たな予
後因子としてIKZF1のDNAレベルでの欠失が見出された。このIKZF1の欠失がどのように小児ALLの治療成績に影響を与え
るのかについて明らかにするため、モデル細胞を作成した。そしてIKZF1変異モデル細胞を用いて小児ALLで頻用される
抗がん剤を検証したところ、幾つかの抗がん剤感受性はIKZF1変異の影響を受ける可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Patients with childhood acute lymphoblastic leukemia (ALL) in high risk recur 
about 30%. Recently, IKZF1 alteration in genomic DNA has been found as a prognostic factor. To elucidate 
the role of the IKZF1 alteration, we developed childhood ALL model cells with IKZF1 mutations. We 
investigated the relationship between the IKZF1 alteration and anti-cancer drug sensitivity which are 
frequently used in childhood ALL. The results showed the sensitivity to the several drugs may be 
dependent on the IKZF1 alteration.

研究分野： 小児血液腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 小児 BCP-ALL における新たな予後因子
としての IKZF1 
小児期に発症する急性リンパ性白血病（小

児ALL）の大部分を占める前駆B細胞性ALL
（BCP-ALL）のうち約 70%は長期寛解が得
られるが、それ以外には再発がみられる。こ
れら 30%を予測する新たな予後因子として、
JAK2, IKZF1 における変異が注目されてい
る。 
我々の施設では、欧米の報告と比較して、

日本人小児 BCP-ALL では IKZF1 の欠失変
異が JAK2に比べてより強力な予後因子であ
ること (Yamashita Y et al. Pediatr Blood 
Cancer. 2013; 60:1587-92) を示し、小児
BCP-ALLにおける IKZF1の重要性を見出し
た（図 1）。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 予後不良因子としての IKZF1 の生物学
的意義 

IKZF1 はリンパ球系の分化に必須の転写
因子であり、ノックアウトマウスではリンパ
球系の分化異常が起こり、リンパ性白血病を
発症する。また白血病細胞において IKZF1
はいくつかの短縮型変異体を過剰発現して
おり、その一つである IK-6 は、細胞増殖能
の亢進や抗がん剤に対する抵抗性の増加に
寄与する (ドミナントネガティブ効果)。近年、
この IK-6 生成のメカニズムとして、DNA レ
ベルでの欠失変異が報告された（Mullighan 
CG et al. Nature 2008）。  

 
(3)IKZF1 変異ヒト白血病モデル 
IKZF1 に変異の見られるヒト白血病試料で
は片方のアリルは常に正常に保たれており、
ヘテロ欠損体が白血病発症に重要であるこ
とが示唆されている（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
一方、ノックアウトマウス由来の白血病はホ

モ欠損体である点が実際の BCP-ALL とは異
なる。つまりヘテロ欠損体をベースラインに
したヒト細胞による解析系が IKZF1 の機序
の解明には必要である。 
 
２．研究の目的 
① 小児急性リンパ性白血病の予後因子と

して重要な IKZF1 変異を模倣したヒト
白血病モデルを構築し、BCP-ALL にお
ける IKZF1 変異の意義を明らかにし、
治療応用の可能性を探索することとし
た。 

② B細胞性のリンパ性白血病株化細胞を用
いたBCP-ALLモデルを用いることによ
り IKZF1 変異が確かに小児 BCP-ALL
の予後に影響を与えているかどうかを、
均一かつ生物学的に一致したバックグ
ラウンドのもとに観察可能となる。 

③ 前駆 B 細胞性 ALL (BCP-ALL) コンテ
クスト；がん細胞はそれぞれ独自の遺伝
学的・細胞学的コンテクストを有してお
り、各々の遺伝子機能はコンテクストに
依存することを申請者は報告している 
(Hattori et al, Mol Cancer Ther 2011)。
そ の 点 本 研 究 の 解 析 対 象 で あ る
BCP-ALL 由来の細胞を用いるためコン
テクストも考慮した解析が可能となる。 

④ IKZF1 の変異体である IK-6 を遺伝子導
入することで、siRNA および shRNA に
比べてより均一なバックグラウンドで
の比較が可能となる。 

 
３．研究の方法 
(1)  遺伝子ターゲティングによる IKZF1 変
異を持つ BCP-ALL モデル細胞の作製を Zink 
Finger Nuclease を用いて試みたが、欠失部
分が 10kb 以上と大きかったこともあり、成
功しなかった。一部方針を変更し通常の DNA 
plasmid を用いて一過性発現系を作成し、変
異蛋白質である IK-6（IKZF1 の短縮型）を発
現させた。ついでレトロウイルス系による発
現系 GCDNsam IKZF1-IK-6-IRES-EGFP を用い
て B細胞性 ALLの細胞株に遺伝子導入を行い、
モデル細胞系を確立した。 
 
(2) 得られたモデル細胞株を使用して IKZF1
変異細胞株の細胞生物学的解析を行った。 
① 細 胞 間 の IKZF1 発 現 量 を Western 

blotting で確認する。 
② B細胞性ALL細胞株におけるgenomic DNA

レベルでの IKZF1 変異について MLPA 法
を用いて解析した。 

③ IKZF1 の一過性発現系を作成し、変異蛋
白質である IK-6（IKZF1 の短縮型）を発
現させることにより細胞内局在を確認
した。 

④ 細胞周期の解析 
 

(3)  治療応用を目指したスクリーニング系
の確立 



(4) IKZF1 変異細胞株における薬剤感受性規
程候補分子の検証 
 
４．研究成果 
(1)  IKZF1 変異細胞株の細胞生物学的解析 
① 細胞間の IKZF1 発現量の違い（図 3）を

Western blotting にて確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
② BCP-ALL 細胞株における genomic DNA レ

ベルでの IKZF1 変異について MLPA 法で
解析を行った。その結果、RS4;11はIKZF1
が染色体DNAレベルで全長に渡って片ア
リ ル が 欠 失 し て お り 、 い わ ゆ る
Haploinsufficiency の状態であること
が分かった。Reh は IKZF1 は両アリルと
も欠損なく存在していた。 
 

③ IKZF1 の細胞内局在、一過性発現系を作
成し、変異蛋白質である IK-6（IKZF1 の
短縮型）を発現させた。その細胞内局在
を確認した(図 4)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3)  治療応用を目指したスクリーニング系
の確立とIKZF1変異細胞株における薬剤感受
性規程候補分子の検証 
① 小児急性リンパ性白血病で主に使用す

る抗がん剤（ビンクリスチン、プレドニ
ゾロン、L-アスパラギナーゼ、ダウノマ
イシン、メソトレキセート、エトポシド、
シタラビン、THP-アドリアマイシン、6-
メルカプトプリン、マイトマイシン C）
を用いて IK-6 の有無でその感受性が変
化するかを解析した。一部の薬剤で IK-6
の発現量が抗がん剤感受性を変化させ
る可能性が示唆された（図 5.ビンクリス
チン）。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
② 現在は薬剤の種類を増やすとともに、他

の抗がん剤感受性解析系（プレートリー
ダーによる解析）も加えて、検証中であ
る。 

③ また RS4;11, Reh 細胞等の B細胞性細胞
株に IK-6 を遺伝子導入した安定発現系
は既に確立したので、これらを用いて
IK-6 の発現量と抗がん剤感受性の量的
関係を明らかにすることで、小児
BCP-ALL の予後因子として確立されつつ
あるIKZF1の抗がん剤感受性における意
義を明らかにしていく予定である。 
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