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研究成果の概要（和文）：我々は乳幼児白血病において高頻度に見られる異常 MLL 遺伝子（MLL
キメラ遺伝子）を誘導発現することによって白血病が発生する遺伝子改変マウスを新たに作製

した。このマウスにおいては、最も未分化な造血細胞である造血幹細胞に MLLキメラ遺伝子を

発現させた場合においてのみ白血病幹細胞とそれに基づく白血病が生じた。その際、PLZFとい

う遺伝子が重要な役割を担っていることを見出した。 

 
研究成果の概要（英文）：We developed a transgenic mouse conditionally expressing an MLL 
chimeric gene which is frequently found in infantile and childfood leukemia patients. In 
this model system, leukemic stem cells were found to derive from only a hematopoietic 
stem cell population inducibly expressing MLL-ENL. PLZF gene was shown to play a 
pivotal role in development of MLL-ENL-mediated stem cell leukemia. 
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１．研究開始当初の背景 
MLL(Mixed Lineage Leukemia, HRX / ALL-1) 

遺伝子は、50 種類以上の遺伝子との染色体間

相互転座により MLLキメラ遺伝子産物を形成

することによって、白血病を誘発する。乳児

白血病においては、急性リンパ性白血病の

70%以上、急性骨髄性白血病の 50%以上に、ま

た、成人の治療関連二次性白血病でも高頻度

に MLLキメラ遺伝子が認められ、それらの白

血病は予後も悪く、MLL 関連白血病の克服は

臨床血液学における大きな課題の一つであ

る。MLL キメラ遺伝子は白血病幹細胞学的見

地から、近年、レトロウイルス発現系を使っ

たマウスモデル実験にしばしば用いられて

きた。純化分画した造血細胞に遺伝子を導入

した後、放射線照射したマウスに骨髄移植す

る実験系において、MLL キメラの標的細胞は

造血幹細胞（HSC）、骨髄系共通前駆細胞（CMP）、
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顆粒球単球系前駆細胞(GMP）であることがコ

ンセンサスになっている。ところが、2008年、

Chen Wらは MLL-AF9ノックインマウス細胞を

用いた骨髄移植実験により、同遺伝子産物が

白血病を引き起こすのは GMP/CMP ではなく、

HSC/CLP(造血幹細胞/リンパ系共通前駆細

胞)が標的となっており、それはキメラ遺伝

子の発現レベルを反映していることを報告

した。すなわち、レトロウイルスによる強発

現系では、時として、非生理的な病態を誘導

してしまうことが示されたのである。さらに、

レトロウイルスゲノムの染色体への組み込

みによるセカンドヒットの影響もありうる。

上記論文で使用されたノックインマウスも

誘導発現型ではないので、まだ完全なモデル

とは言い難い。したがって、生理的環境に近

い条件下で実験を行い、MLL キメラ遺伝子の

真の標的細胞を明らかにすることが MLL関連

白血病研究の最重要課題の一つである。 

我々はこれまでに MLLキメラ遺伝子による

発がんは多段階であることを、レトロウイル

ス発現系を用いたマウス骨髄移植実験で示

してきたが（Ono R et al., J Clin Invest, 

2005）、今回、独自の誘導発現型 MLL-ENL ト

ランスジェニックマウスを開発した。このマ

ウス由来骨髄細胞の特定の分化段階の造血

細胞に MLL-ENL 遺伝子を誘導発現させ、詳細

に解析することにより、白血病幹細胞生成の

分子機構に迫った。 

 
２．研究の目的 
生理的条件に近い発がん過程を再現する

ことによって MLLキメラ遺伝子の真の標的細

胞を同定し、白血病幹細胞発生の分子基盤を

明らかにすることを目的とする。最終的には、

がん幹細胞選択的分子標的療法への応用を

目指す。   

 
３．研究の方法 

MLL-ENL short form を誘導発現するトラン

スジェニックマウスを作製した。Cre が供給

されると loxP 部位で切断され、EGFP 遺伝子

が抜け落ち、MLL-ENL 遺伝子が発現する。Cre

蛋白は Cre発現レトロウイルスの骨髄細胞へ

の感染によって供給される。このトランスジ

ェニックマウスから、骨髄細胞の CD34-KSL 

(c-kit+Sca1+Lineage-)分画(LTR(長期骨髄再

構築可能)-HSC)と CD34+KSL 分画(STR(短期骨

髄再構築可能)-HSC)、CLP、CMP、GMP 分画を

単離し、コロニー継代アッセイ及び骨髄移植

実験にてどの分画に MLL-ENLが誘導発現され

ればがん化するのかを解析した（下図参照）。 

また、cDNAマイクロアレイを用いた網羅的 

遺伝子発現解析を行い、MLL-ENL 下流でがん

化に直接貢献している遺伝子を探索した。 

 
４．研究成果 

トランスジェニックマウスの骨髄細胞か

ら LTR-HSC(造血幹細胞)と STR-HSC(造血前駆

細胞)を単離し、Cre 発現レトロウイルスを感

染させて、それらの細胞集団に MLL-ENLを誘

導発現させ、コロニー継代アッセイを行った

ところ、MLL-ENL は造血幹細胞のみをトラン

スフォーム（不死化）した（下図）。 

 

cDNA マイクロアレイ解析にて、造血幹細

胞特異的に発現し、MLL-ENL によって発現が

増強するいくつかの遺伝子が同定され、その

うちの一つ、PLZF に関してさらに解析した。 

PLZF は生殖細胞で自己複製への関与が知

られている転写因子であり、MLL-ENL 発現に

よってその発現が増加し、short hairpin-RNA



 

 

で PLZF の発現をノックダウンすることによ

って、MLL-ENL が造血幹細胞をトランスフォ

ームする活性が低下した。同様の現象は in 

vivo の二次移植実験においても観察された。

さらに、野生型 PLZF を強制発現すると、マ

ウス骨髄細胞が不死化され、ポリコーム分子

Bmi-1との相互作用が消失する PLZF変異体で

は不死化は起こらなかった。また、PLZF プロ

モーターを用いたレポーターアッセイとク

ロマチン免疫沈降法により MLL-ENL 発現が

PLZF転写を増強すること、公共データベース

上のヒト白血病細胞における遺伝子発現プ

ロファイル解析（GSEA）にて PLZF の発現が

高い MLL 関連急性骨髄性白血病は、造血幹細

胞に近いプロファイルを持つことを明らか

にした。 

以上の結果は、MLL-ENL による造血幹細胞

のがん化において、PLZFの発現が重要な役割

を果たしていることを示唆しており、これは

世界初の知見である。さらに、従来のレトロ

ウイルスによる強発現実験により報告され

てきた、MLL キメラ遺伝子は造血幹細胞及び

造血前駆細胞の分化を阻害し、自己複製活性

を賦与することによって白血病を発症させ

るという概念と異なり、同遺伝子産物は正常

造血幹細胞の不死化/異常増殖を促すことに

よってがん化を引き起こす可能性を示唆す

る。 

従来より、MLLキメラの標的遺伝子として、

Hox遺伝子群、Meis1、Evi-1 が明らかにされ

ているが、我々が新たに同定した PLZF が、

これら遺伝子を含めて、どのような分子機構

により、造血幹細胞を特異的にがん化するの

かを明らかにすることが今後の検討課題で

ある。 

以上、当研究は、独自の実験モデル動物を

用いて、MLL 関連白血病の少なくとも一部は

正常造血幹細胞から生じている可能性を提

示したものであり、がん幹細胞学的見地、さ

らには将来の分子標的療法的観点からも興

味深い発見であると言えよう。 

最後に、我々はまた、MLL-ENL により発現

が増強する別の造血幹細胞特異的発現遺伝

子 Xにも着目し、当該遺伝子のコンディショ

ナルノックアウトマウスを作製した。現在

Floxedホモの状態で、Cre誘導実験の準備完

了である。この遺伝子 Xのノックアウト細胞

を用いた骨髄移植実験にて MLL-ENLによる造

血幹細胞のがん化における遺伝子 Xの役割を

解析する予定である。 
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