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研究成果の概要（和文）：　巨核球造血においては、多くの転写因子が適切な段階で協調的に働くことが必要で
あるが、これら転写因子による制御機構は完全に解明されてはいない。本研究の目的は、血球分化との関連が報
告されていない転写因子、IRX1の巨核球造血における機能を明らかにすることである。
　IRX1を発現させた細胞では、細胞周期が停止し、巨核球系・赤芽球系特異的遺伝子の発現上昇が認められるこ
とを明らかにした。IRX1が血球分化に関連する転写因子であることがはじめて示された。　

研究成果の概要（英文）：In megakaryopoiesis, many transcription factors need to work cooperatively 
at appropriate stages, but the transcriptional regulatory mechanism have not been fully elucidated. 
The purpose of this study is to clarify the function of IRX1, a transcription factor that has not 
been reported to be associated with hematopoietic differentiation, in megakaryopoiesis.
We revealed that IRX1 expressing cells underwent cell cycle arrest and showed increased expression 
of megakaryocyte-erythroid specific genes. This is the first report demonstrating that IRX1 is 
involved in hematopoietic differentiation.

研究分野： 血液学

キーワード： 巨核球造血

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　白血病で遺伝子変異が認められた転写因子IRX1は、これまで血液疾患との関連はもとより、血液学の分野では
全く注目されていなかった。今回の研究において、IRX1が血球分化に関わる転写因子であることをはじめて示し
たが、これは白血病の発症要因の解明にとどまらず、正常な血球分化のメカニズムの解明にも役立つことが予想
され、血液学の発展に寄与するものと考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

正常造血において、巨核球は造血幹細胞（HSC）－骨髄球系共通前駆細胞（CMP）－巨核球/赤芽球系共通細胞 

(MEP)を経て分化・成熟に至る、造血幹細胞を頂点とした血球分化モデルが広く浸透している。この分化・成熟には、ト

ロンボポイエチンのほかに、GATA1、FOG1、RUNX1、FLI-1 などの転写因子が適切な段階で協調的に働くことが必要

である（Br J Haematol. ; 161:778-793, 2013）。しかしながら、これら転写因子による制御機構は完全には解明されてい

ない。 

申請者らは本研究を開始する前に、ダウン症関連急性巨核芽球性白血病（DS-AMKL）症例の中に、IRX1 の遺伝

子変異をもつ症例を高頻度に発見した（データ未発表）。IRX1 は多くの種で広く保存されている Iroquois ホメオドメイ

ン転写因子の１つで、①胎児期の外胚葉の発達に関連する ②胃癌や頭頚部がんでその発現が低下しているといった

報告は散見されるが、その標的遺伝子や下流のパスウェイ等は一切不明である。また既存の発現解析データベースに

よると造血細胞の中において IRX1 は、ヒトにおいては MEP で、マウスにおいては赤血球系ではなく巨核球系でその

発現が高いが、血球分化に関する IRX1 の機能についての報告は存在しない。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、IRX1 が巨核球分化に関わる転写因子であることを示し、IRX1 の標的遺伝子およびその下流の

パスウェイを明らかにすることである。 

 

３．研究の方法 

①IRX1 が巨核球分化に関わる転写因子であることの証明 

 DS-AMKL 細胞株である KPAM1 に IRX1 を過剰発現させて、細胞増殖が抑制されることを示す。また、ドキシサイク

リン容量依存性に IRX1 の発現を自在に調整できる細胞株（KPAM1-Tet-IRX1）を用いて、IRX1 を発現している細胞

では細胞周期が停止しているために細胞増殖が抑制されていることを BrdU 解析にて証明し、遺伝子発現解析を行う

ことで IRX1 が巨核球分化に関わることを示す。 

 

②ChIP-Seq による IRX1 の標的遺伝子の同定 

  1) 抗 IRX1 抗体を用いる方法 

 IRX1 発現細胞において、抗 IRX1 抗体で ChIP を行った後に次世代シーケンサーでシーケンスを行う。得られ   

たデータをゲノム配列にマッピングし、IRX1 結合部位を同定する。 

2) 抗 FLAG 抗体を用いる方法（市販の抗 IRX1 抗体でうまくいかない場合）  

   3×FLAG モチーフ部を作成済みの pRetroX-TetOne-IRX1 ベクターへ組み込み、3×FLAG-IRX1 発現ベクター  

  を作製する。このベクターを KPAM1 へ導入した後に、抗 FLAG 抗体で ChIP を行う。 

 

③IRX1 下流パスウェイの探索 

 KPAM-Tet-IRX1 を用いて、IRX1 発現あり/なしの双方の細胞で RNA-Seq を行う。そこで得られたデータを基に GO

解析を行い、IRX1 の下流のパスウェイを探索する。 

 

 



４．研究成果 

①IRX1 が巨核球分化に関わる転写因子であることの証明 

 KPAM1 に IRX1 を組み込んだレトロウイルスベクター（pRetroX-IRES-ZsGreen1）を感染させ、IRX を過剰発現させた。

それらの細胞を最適な条件下で培養し、トランスダクシ

ョン後 day 2, 4, 6, 10 で細胞増殖を観察した。生細胞数

の測定には Cell Counting Kit-8 を用いた。 

 図１に示す通り、IRX1 を過剰発現させた細胞では

（IRX1-WT）、手を加えていない細胞（Empty vector）に

比較して有意差をもってその増殖が抑制されていた。 

 次に KPAM1-Tet-IRX1 とそれにドキシサイクリンを添

加して IRX1 を発現させた KPAM1-IRX1 の細胞を用い

て細胞周期解析を行った。図２に示すように、KPAM1-

Tet-IRX1 に比較して、KPAM-IRX1 では G1-phase が有

意に増加し、S-phase が有意に減少していた。上の結果

と考え合わせると、IRX1 発現群で細胞増殖が抑制されていたのはアポトーシスではなく、細胞周期が停止していること

に起因することが示された。 

 KPAM1-Tet-IRX1 と KPAM1-IRX1 から抽出した RNA を用いて行った Real-time PCR では、図３に示すように巨核

球・赤芽球系特異的遺伝子の発現上昇を認め、IRX1 は巨核球分化にも関わる転写因子であることを明らかにした。 

 

 

②ChIP-Seq による IRX1 の標的遺伝子の同定 

 市販の抗 IRX1 抗体は免疫沈降グレードではなく work しなかった。そのため抗 FLAG 抗体を用いた方法で ChIP を

行い、得られた材料で次世代シーケンサーにてシーケンスを行ったが、IRX1 の標的遺伝子の同定はできなかった。 

 

③IRX1 下流パスウェイの探索 

 KPAM1-Tet-IRX1 と KPAM1-IRX1 から抽出した RNA を用いて実験を行った。GO 解析では、巨核球系特異的遺伝

子はなく、赤血球系特異的遺伝子である複数の Hb 遺伝子の発現上昇が確認された（データ未掲載）。IRX1 は赤芽球

系分化により強く関連している転写因子である可能性と推察され、今後継続して研究を行う予定である。 

 

図２ 細胞周期解析 

図１ 細胞増殖曲線 
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図３ IRX1 過剰発現細胞での遺伝子発現 
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