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研究成果の概要（和文）：細胞分化は転写因子が決定するとの古典的概念をmiRNAが覆すと考えB細胞分化に必須
転写因子EBF1欠損造血前駆細胞にmiR-195を導入し分化誘導を試みた。結果、B細胞系列細胞表面マーカーCD19は
再現性を持って誘導できた。miR-195を過剰発現するEBF1欠損造血細胞においては、Atac-seq解析によりEBF1の
結合ゲノム領域が、オープンになっていることが明らかになった。miR-195欠損マウスにおいては、リンパ球分
化に異常が認められ、概ね仮説が正しい結果を得た。

研究成果の概要（英文）：Since miRNA overturns the classical concept that cell differentiation is 
determined by transcription factors, miR-195 was introduced into EBF1-deficient hematopoietic 
progenitor cells, which are essential for B cell differentiation, and we tried to induce 
differentiation. As a result, the B cell lineage cell surface marker CD19 could be reproducibly 
induced. In EBF1-deficient hematopoietic cells overexpressing miR-195, Atac-seq analysis revealed 
that the EBF1-binding genomic region was open. In miR-195-deficient mice, abnormal lymphocyte 
differentiation was observed, and the hypothesis was generally correct.

研究分野：血液内科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
転写因子中心の細胞運命決定における従来の古典的概念を覆す、単一miRNAでの転写因子の補完が可能との研究
成果の学術的意義は極めて高いと考える。事実、海外学会で高い評価が得られている。また、分化誘導療法はレ
チノイン酸を用いて、既に白血病治療で行われていることからも。本研究結果も同様の治療コンセプトで分化誘
導療法に応用されるポテンシャルを有する。よって、既に癌治療において行われているmiRNAを用いた治療にも
つながり、社会的意義も高いと考える。

※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 
 
先行研究において、白血病細胞の分化誘導を転写因子の増減なく非コード RNAであるmiRNA
が誘導することを見出した。(PNAS 2013 Okuyama et al) 
一般に、細胞分化の決定因子は転写因子であるとの古典的概念を、miRNAが覆す可能性がある
と考え、転写因子欠損造血前駆細胞にmiRNAを導入するとの着想を得た。 
発現プロファイル（などからmiR-195にその効果がある可能性を考え以下の研究を行った。 
 
２．研究の目的 
 
(1) B細胞分化に必須転写因子であるEBF1
の欠損を miR-195 がレスキューするか
否かを明らかにする。 （図１） 
 

(2) miR-195 の生理的な機能を明らかにす
る。 

 
３．研究の方法 
 
(1) EBF1 欠損造血前駆細胞を EBF1 欠損
マウス胎児肝より採取し、レトロウィル
スを用いてmiR-195を導入する。OP9, 
Tst4などのストローマ細胞上で培養し、B細胞分化を誘導する。B細胞マーカーであるCD19
の発現が認められるか否かを明らかにし、発現が認められれば、B細胞系列にコミットした
ことを示す、ゲノムにおける免疫グロブリンの VDG組み換えの有無を確認する。T,B細胞
を持たないNOGマウスにmiR-195を導入した EBF1欠損造血前駆細胞を移植し、B 
細胞の出現の有無を調べる。 
 

(2) EBF1欠損マウスは不妊となるため、コンディショナル EBF1欠損マウスを入手し、造血系
列特異的に欠損をもたらす Vav-CREマウスと交配し、造血系のみに EBF1欠損するマウス
を作成する。miR-195 トランスジェニックマウスを作成し、造血系特異的 EBF1 欠損マウ
スに交配し、(1)の結果を確認する。 
 

(3) miR-195欠損マウスを作成し、その表現型を解析し、EBF1欠損を miR-195がレスキュー
するにあたって、生理機能を明らかにする。 
 

(4) EBF1欠損を miR-195がレスキューするにあたって、miR-195の標的遺伝子の同定も含め
てそのメカニズムを明らかにする。 
 
４．研究成果 
 
 
(1) B細胞系列細胞表面マーカーである CD19は試験管内で再現性を持って誘導できた。マウス
生体内でも誘導できた。VDJ組み替えについて検討中である。(図２)    
 
                  

(2) miR-195を過剰発現する EBF1欠損造血細胞においては、CD19の発現が認められた。 
加えて Atac-seq 解析により。EBF1 の結合ゲノム領域が、オープンになっていることが明
らかになった。 
しかしながら、不妊となったため、再現性についてはいまだ確認できていない。 

 
(3) リンパ球分化が低下すること、また B−１B−２への分化異常が認められ、概ね過剰発現と反
対の形質を示した。よって、miR-195の機能ついては過剰発現、欠損、マウスにおいて 
整合性のある結果が得られたと考えられる。 
 

(4) バイオインフォマティクス解析やルシフェレースアッセイを用いて、標的遺伝子が数個同定
され、TGFβ経路や FOXO1の関与などのメカニズムが明らかになった。（図３） 
 
 
 
 
 

Boller et al., Immunol. Rev. 2014 (modified)
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図２miR-195は CD19を誘導する             図３miR-195は TGF関連遺伝子や FOXO1関連遺伝子 
                              を介して機能すると考えられる。 
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Foxo1 in B cell differentiation
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