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研究成果の概要（和文）：Runx/Cbfb転写因子は多様な細胞種の分化を制御する重要な転写因子であり、先行研
究によりRunx及びCbfb2タンパクのC末端のアミノ酸配列がその機能制御に重要な役割を果たすことが判明した。
本研究ではRunx3タンパクの最後のY残基に着目しYをW、F、Eに置換した変異マウスを作製し、その表現型解析か
ら、Y残基がリン酸化される可能性とY残基リン酸化がRunx3の機能制御に極めて重要である成果を得た。
一方で、プロテオミクス解析、新規Cbfb変異マウス解析の結果、Cbfb2特異的なC末端酸配列に特異的な機能はな
く、RNAスプライシングはCbfbタンパク量の制御に関与する事が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：unx/Cbfb transcription factor complexes are known to play essential roles in
 regulating development of multiple types of cells. Our preliminary works showed that C-terminal end
 sequences of Runx and Cbfb2 are important for the function of Runx/Cbfb complexes. In this study, 
we focuses on the last Y residue in the Runx3 protein and replaced the Y with W, F or E residue. 
Analyses of these mutant lines suggested that the Y residue might be phosphorylated and this 
post-translational modification is quite essential for regulating the function of Runx protein. 
As for the functional characterization of Cbfb2-specific C-terminal amino-acid sequences, proteomics
 approach and analyses of a new mutant strain lacking the above Cbfb2-specific C-terminal sequences 
failed to find Cbfb2-specific interacting partners and function, respectively. These finding suggest
 that RNA splicing at the Cbfb locus might contribute to regulate total amount of Cbfb protein. 

研究分野：分子免疫学

キーワード： 免疫細胞　細胞分化　転写因子　Runx
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の研究成果からRunxタンパクの最後のY残基がRunxタンパクの機能、特に外部刺激に応答した遺伝子発現抑
制と細胞周期制御に重要であることを強く示唆する結果を得た。免疫学領域では抗原受容体刺激後のリンパ球の
選択機構の分子ネカニズムの解明は大きな課題であり、今回の成果はこの問題の解明に繋がる成果であると考え
られる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 Runx/Cbfb 複合体は Runx タンパクと Cbfb タンパクから構成されるヘテロ二量体として機能
し、特異的な DNA 配列(ACCRCA)に結合することで標的遺伝子の発現を正或いは負に制御する転
写調節因子である。Runx/Cbfb 複合体は多様な生物種で多様な細胞種の発生・分化プログラム
を制御し、また白血病を始めとするがん、アレルギー、自己免疫疾患といったヒト疾病の発症
に関与することが明らかとなっている極めて重要な生体分子である。これまでに精力的に
Runx/Cbfb 複合体の機能が研究された結果、標的遺伝子や Runx/Cbfb 複合体の制御化にある細
胞分化・細胞機能制御プログラムが解明されつつある。しかしながら、これまでの知見は機能
喪失や発現増強の影響を基にしたものが主流であり、Runx/Cbfb 複合体の機能制御機構につい
ては未だ不明な点が多い。例えば哺乳類の Cbfb 遺伝子は RNA スプライシングにより C 末端ア
ミノ酸配列が異なる2種類のバリアント、Cbfb1及び Cbfb2が産生されるが(図1)、Cbfb1/Cbfb2
の機能に相違があるのか全く不明であった。また Runx タンパクは進化上保存されたアミノ酸
配として N 末端側に DNA 結合と Cbfb との会合を担う Runt ドメイン、C 末端には WRPY 配列を
有する。WRPY 配列は bHLH 転写因子ファミリーに見られる WRPW 配列と類似し、WRPW 配列と同
様に Groucho/TLE 転写抑制共役因子ファミリーとの会合に必須である事が知られているが、
W(トリプトファン)と Y(チロシン)の 1アミノ酸の差異が Runx 複合体の機能制御に果たす役割
は解明されていない。 
 研究代表者の先行研究の結果から、Runx/Cbfb 複合体の構成分子である Runx タンパク/Cbfb
タンパクのC末端のアミノ酸配列がRunx/Cbfb複合体の機能制御において極めて重要な役割を
担う事を示唆されたことから、本研究提案では Runx タンパク C 末端 WRPY 配列、Cbfb2 タンパ
クに特異的なC末端配列を介したRunx/Cbfb複合体機能制御機構の分子実体を解明することを
目的とした研究計画を立案した。 

 
２．研究の目的 
 本研究課題では大きく２つの課題を設定した。 
(1).Runx タンパク C末端 WRPY 配列を介した Runx タンパク機能制御構機構の解明。 
 
(2).Cbfb遺伝子の RNAスプライシングの産物である Cbfb2アイソフォーム特異的な C末端配
列の機能を明らかにし、Cbfb 遺伝子の RNA スプライシングの意義を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
 (1). Runx タンパク C末端 WRPY 配列を介した Runx タンパク機能制御構機構の解明 
 Runx3 タンパクの WRPY 配列を WRPW、WRPF、WRPE に置換した変異マウスを作製し、表現型解析
を行う。また WRPY 配列は TLE 共役抑制因子との会合に必須であることが知られていることか
ら、TLE 共役抑制因子変異マウスと上記 Runx3-WRPW 変異マウスと交配し、TLE 共役抑制因子の
表現型への関与を検討する。Y 残基のリン酸化の可能性を検討する。具体的には、このリン酸
化を認識するモノクロナール抗体の産生を試みる。また Runx3 と会合するキナーゼの網羅的検
索を行う。また Cre の発現により Runx3-WRPW 変異体、野生型 Runx3 の発現が誘導できるトラ
ンスジェニックマウスを作製する。 
 (2).Cbfb2 特異的な C末端配列の機能解析 
野生型と Cbfb2 欠損マウス由来の胸腺細胞を材料とし、抗 Cbfb 抗体を用いた免疫沈降-プロ
テオミクス解析を行う。また ゲノム編集秘術により、Cbfb2 特異的な C末端配列である SXLL
配列に変異を導入したマウス、Cbfb2 特異的 C 末端配列を完全に欠損するマウスを作製する。
また Cbfb1,Cbfb2 の RNA スプライシングを可視化するマウスを作製する 
 
４．研究成果 
 (1). Runx タンパク C末端 WRPY 配列を介した Runx タンパク機能制御構機構の解明 
Runx3タンパクの C末端 Y残基 Y423を Wに置換
した Runx3Y423W変異を持つマウスを作製し表現
型解析を行った。Runx3Y423W ホモマウスでは
CD8+T 細胞、NK 細胞等が消失することを見出し
た(図 1 A,B)。一方で Y423 を F に置換した
Runx3Y423F変異は Runx3Y423W変異と類似する弱い
表現型を、Y423を Eに置換した Runx3Y423F変異は
Y423を欠損した Runx3Y423変異と相似の表現型
を呈した。これらの結果はRunx3タンパクのY423

残基がRunx3の機能制御に極めて重要であるこ
とを確定する遺伝学的結果である。Runx3Y423W変
異マウスの表現型は TLE3 欠損により部分的に
回復したことから、Runx3Y423W変異により Runx3
の標的遺伝子上でTLEファミリーの機能が変化
したと考えられる。次に、re の発現により
Rosa26 遺伝子座から Runx3Y423W変異体を発現す

 

図 1. Runx3Y423W変異マウスと Runx3Y423W Tg マウスの表現型. 



る Tg マウスを作製し、DP胸腺細胞で Runx3Y423W変異体を発現させた所、CD4 を発現する DP 胸
腺細胞が正常に発生した(図 1 C)。ところが正の選択後の成熟胸腺細胞では細胞周期が G1期
で静止した後に細胞死に陥り、生存する CD8−細胞では CD4 発現が消失した(図 1 C)。この結
果は Runx3Y423W変異体の発現により、1)細胞増殖シグナルを受けた細胞での細胞周期制御機
構、2)ヘルパーT細胞で Cd4 サイレンサー活性を抑制する機構、が障害される事を示唆する。 
次に、Runx3Y423W変異ホモマウスでは、胎生期に二次リンパ組織形成に必須の LTi 細
胞が消失する分子機構について解析を行った。成獣骨髄での ILC 分化過程では ILC1/3 分
化が障害される一方で、ILC2 前駆細胞(ILC2P)への分化が亢進し、ILC2 への傾倒的分化が起
こっていた(図 2 A)、その際に ILC2 分化に必須の Bcl11b 転写因子が ILC 分化過程の早期過
程(CHILP の段階)で異所性に発現していた。そこ
で、血球系幹細胞(HSC)から Bcl11b を発現する Tg
マウスを作製した所、胎生期での LTi 細胞分化の顕
著な障害がみられた(図 2 B)ことから、Runx3Y423W
変異による Bcl11b の発現抑制機構の障害が LTi 細
胞消失の原因と考えられた。この結果は ILC3/LTi
分化には進化過程で Runx 依存的な Bcl11b 遺伝子
発現抑制機構を獲得する必要があったことを示唆
するものであり、免疫系構築機構の進化を理解する
上で極めて重要な新規知見である。 
 
(2).Cbfb2 特異的な C末端配列の機能解析 
 野生型と Cbfb2 欠損マウス由来の胸腺細胞を材料とし、抗 Cbfb 抗体を用いた免疫沈降-プロ
テオミクス解析を行ったが、Cbfb2 と特異的に会合する分子は同定出来なかった。また 
Cbfb2 特異的 C末端配列を完全に欠損するマウスを解析したが、Cbfb2 欠損マウスにみられる
特徴的な表現型は観察できず、Cbfb2 特異的な RNA スプライシングは Cbfb の総タンパク量の
調整に関与することが考えられた。 
 そこで、Cbfb 遺伝子座での Cbfb1 と Cbfb2 への RNA スプライシングを可視化するマウス
の作製を行い、Cbfb2-Venus、Cbfb1-tdTomnato マウスを作製した。血球系細胞での Cbfb1 と
Cbfb2 の発現解析では樹状細胞で Cbfb の発現が高いことが判明した。次にた Cre タンパクの
発現により Cbfb2 を発現するトランスジェニックマウスを作製し、現在 Cbfb タンパクの過剰
発現が細胞分化に及ぼす影響を解析中である。 
  

図 2.Runx3Y423W変異による異 LTi 細胞分化を阻害機構 
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