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研究成果の概要（和文）：MLL転座型白血病に対する新規治療法への基礎データを得るための実験を行った。(1)白血病
細胞を免疫不全(NOG)マウスに移植し、早期に骨髄に生着する白血病細胞の遺伝子発現パターンを検討した結果、造血
幹細胞と類似の発現パターンを示した。(2)乳児白血病検体及び細胞株を用いて腫瘍化におけるMLL融合蛋白の役割を検
討した。MLL融合蛋白存在下で癌抑制遺伝子miRNA let7bとp16INK4Aの発現がDNAメチル化により低下し、癌遺伝子HMGA2
の発現が増加した。(3) 脱メチル化剤とHMGA2阻害剤によりMLL転座型白血病細胞の増殖が抑制され、新規分子標的療法
としての可能性を示すことができた。

研究成果の概要（英文）：MLL gene rearrangement in infant acute lymphoblastic leukemia and secondary 
leukemia represent a hallmark of poor prognosis. To obtain necessary information to exploit novel 
targeting therapy, (1) we examined the cell type that first engraft in the bone marrow and initiate 
subsequent leukemic cell growth in NOG mice. As a result, the initiating cells expressed gene expression 
pattern similar to hematopoietic stem cells with abnormal expression of some genes. (2) The role MLL 
fusion protein on leukemic cell growth and survival was examined in infant ALL samples and in leukemic 
cell lines. As a result MLL protein suppressed miRNA let-7b and p16 by DNA hypermethylation, whereas it 
increased the expression of oncogene HMGA2. (3) DNA demethylating reagent 5-azacytidine and HMGA2 
inhibitor supressed the growth of leukemic cells with MLL gene rearrangement, which suggested that 
combination of these reagents may be one of the candidate for targeting therapy toward MLL rearranged 
leukemia.

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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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し、乳児白
血病や TopoII 阻害剤使用後の治療関連白血
病に高率に認められ、いずれも極めて予後不
良である。 
申請者らは全国規模の乳児白血病共同研

究において、FISH 法による MLL 遺伝子再
構成の診断法を開発し、早期の骨髄移植を含
む強力な治療で MLL 再構成を有する乳児白
血病の長期予後を著明に改善し得た (Blood 
98:3589,2001; Br J Haematol 118:999,2002, 
Blood 104:3527,2004)。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。このことから、MLL 融合蛋白は基本
的に標的遺伝子の転写制御(おそらく野生型
MLL の標的遺伝子の発現撹乱)により腫瘍化
に導くと推測される。 

MLL-AF4 融合遺伝子陽性の乳児白血病で
は多くの場合、MLL-AF4 は胎生期に生じる。
まず MLL-AF4 融合遺伝子が胎児の造血細胞
で生じ、MLL-AF4 による細胞生存・維持能の
亢進により前白血病細胞が形成される。その
後 FLT3 遺伝子変異等の付加異常が生じて細
胞に増殖活性が付与され白血病幹細胞が形
成されると考えられる。 

MLL 融合遺伝子を有する白血病の効果的
な治療法(分子標的療法)の開発のためには白
血病化における転写因子としての MLL 融合
蛋白の機能を明確にする必要があり、MLL 融
合蛋白の標的遺伝子の同定とその撹乱のメ
カニズムの検討が必要である。また治療標的
とすべき白血病幹細胞あるいは前白血病細
胞の特徴を明らかにすることは、白血病細胞
の根絶を目指す治療の実現には必須である。 
 
２． 研究の目的 
白血病の根源である白血病幹細胞および

前白血病細胞を標的とした分子標的療法な
ど、新たな治療戦略の開発に必要な基礎デー
タを得ることを目的とする。具体的には、(1) 
MLL 転座型白血病の前白血病細胞、白血病幹
細胞の特徴(表面抗原、遺伝子発現など)と局
在の解明、(2) 前白血病細胞および白血病幹
細胞の生存・維持における MLL 融合蛋白の
役割の解明を試み、治療標的となりうる分子、
シグナル経路の同定を試みる。(3) 分子標的
療法の候補となり得る薬剤を検索する。 
 
３． 研究の方法 
(1) MLL 融合遺伝子を有する白血病細胞株を
用いた白血病幹細胞の同定 

KOCL69 などの MLL 融合遺伝子陽性白血

病細胞株を EGFP でマーキング後、免疫不全
マウスに移植し、その骨髄内での白血病細胞
の局在を免疫染色や発現アレイ、フローサイ
トメトリー等で検討する。 
(2) MLL融合遺伝子を発現するマウスES細胞
の作製 
 未分化な状態から造血細胞、間葉系細胞へ
分化する過程で MLL-AF4 融合遺伝子を恒常
的に発現するマウス ES 細胞を作製するため
に 、 各 分 化 段 階 で の 発 現 が 安 定 し た
Chicken-beta-actin (CAG) プロモーター下に
MLL-AF4 を導入した発現ベクターを作製す
る。 
(3) 免疫不全マウスへの移植実験による前白
血病細胞・白血病幹細胞の同定と解析 
 MLL-AF4 融合遺伝子発現 ES 細胞の in vivo
での骨髄内局在や増殖能を検討するために、
NOD/SCID や NOG などの免疫不全マウスに
ES 細胞より分化させた Tie2 陽性細胞を経尾
静脈的ないしは骨髄内注入により移植する。
in vivo での解析を容易にするために、ES 細胞
を EGFP でマーキングした後にマウスへ移植
する。移植後 4-8 週間後にマウス骨髄内での
局在および細胞分化の状態を免疫染色、骨の
ホールマウント染色やフローサイトメトリ
ー等で確認する。 
(4) 白血病幹細胞の生存・維持に必要な因子
の同定と、その機能阻害による白血病細胞増
殖抑制の試み 
 未分化造血幹細胞を含む Tie2 陽性細胞分
画において、MLL-AF4 により発現が影響を
受ける標的遺伝子を網羅的な発現アレイを
用いて解析する。同定された標的遺伝子につ
いてその白血病化における意義を検討する
とともに、分子標的薬のターゲットとしての
可能性についても検討する。これら標的遺伝
子に対する siRNA や中和抗体などを用いて
白血病幹細胞の生存・増殖を抑制できるかど
うかを免疫不全マウスへの生着阻害などを
指標として検討する。 
 
４．研究成果 
(1) MLL 融合遺伝子を有する白血病細胞株を
用いた白血病幹細胞の同定 

MLL 融合遺伝子を有する白血病細胞株
(KOCL45、KOCL69 など)の細胞集団中に存在
が予想される白血病幹細胞の同定を目的と
して、白血病細胞株を EGFP でマーキング後、
免疫不全マウス(NOG マウス)に移植し 白
血病モデルマウスの作製を試みた。細胞株に
より異なるが、免疫不全マウスに移植後 1～2
ヶ月でマウスは白血病を発症した。骨髄内で
は移植した白血病細胞は移植早期には骨端
部に骨稜に沿って存在する傾向があり、正常
の造血幹細胞に類似していると思われた。こ
の骨髄内で骨周辺に付着した白血病幹細胞
分画を含むと思われる細胞群を Collagenase
処理により回収し、遺伝子発現のパターンを
網羅的な発現アレイを用いて解析した。その
結果、白血病細胞を移植後免疫不全マウスの



骨髄に早期に生着する白血病細胞群は TAL1
等の未分化造血細胞で発現する複数の遺伝
子の発現が高いことが示され、白血病幹細胞
としての可能性が示唆された。また一部の細
胞表面抗原の発現が有意に上昇しており、骨
髄生着における関与が示唆された。現在これ
らの細胞表面抗原の骨髄生着における意義
づけを行うとともに、白血病細胞の維持・増
殖に及ぼす影響を検討中である。 
(2) MLL融合遺伝子を発現するマウスES細胞
の作製 

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。
また ES 細胞は中胚葉細胞、造血細胞および
問葉系細胞に問題なく分化する能力を保持
しており、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。しかしながら、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
細胞への分化も抑制されていた。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。造血細胞への分化が抑
制されている代わりに、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 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
いることが示された。 
(3) 免疫不全マウスへの移植実験による前白
血病細胞・白血病幹細胞の同定と解析 
 CAG プロモーター下に MLL-AF4 を恒常的
に発現するマウス ES 細胞を未分化造血細胞
を含む Tie2 陽性細胞へ分化させた後、免疫不
全マウスにこの MLL-AF4 発現 ES 由来造血前
駆細胞を移植し、白血病を発症するかどうか
検討を行ったが、有意な白血病の発症は認め
られなかった。MLL-AF4 発現 ES 細胞はマウ
ス体内で優位にリンパ球を含む造血細胞に
分化することはなく、MLL-AF4 を発現する
Tie2陽性細胞はむしろ造血細胞への分化が抑
制されていると思われた。現在レトロウイル
ス挿入変異により付加異常を導入し、細胞増
殖への影響や移植マウスでの白血病の発症
の有無を検討中である。 
また MLL-AF4 発現 ES 細胞およびコントロ

ール（EGFP 発現）ES 細胞から Tie2 陽性細胞
を FACS にて分離し、発現アレイにて遺伝子
発現の違いを解析し、この細胞分画における
MLL-AF4 の 標 的 遺 伝 子 を 検 索 し た 。 
MLL-AF4 発現細胞では多数の遺伝子の発現
上昇が認められたが、がん遺伝子として報告

されている HMGA2 遺伝子もその一つであっ
た。 白血病検体の解析により HMGA2 遺伝子
は、MLL-AF4 陽性の乳児白血病症例において
も高発現が認められており、白血病化に関与
している可能性が考えられた。 
(4) 白血病幹細胞の生存・維持に必要な因子
の同定と、その機能阻害による白血病細胞増
殖抑制の試み 
 MLL-AF4 融合遺伝子を有する急性リンパ
性白血病（ALL）症例と細胞株の解析により、
MLL-AF4 陽性 ALL ではがん遺伝子である
HMGA2 遺伝子の発現上昇とともに、その抑
制因子である microRNA let-7b の発現低下が
認められた。この let-7b の発現低下は DNA
メチル化が関与しており、脱メチル化剤であ
る 5-Azacitidine 処理により let-7b の発現が回
復するとともに、MLL-AF4 陽性 ALL 細胞株
の増殖は抑制された。また HMGA2 の阻害剤
でも同様に MLL-AF4 陽性 ALL 細胞株の増殖
は抑制された。HMGA2 は細胞周期・細胞老
化の制御因子である p16INK4A 遺伝子の発現
を抑制するが、白血病細胞を 5-Azacitidine や
HMGA2 阻害剤で処理することにより
HMGA2 の標的である p16INK4A 遺伝子の発
現上昇が認められた。細胞増殖・老化を制御
す る let-7b-HMGA2-p16INK4A 経 路 は
MLL-AF4 陽性白血病の維持・増殖に重要であ
り、分子標的薬のターゲットとなり得ると考
えられた。 
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