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研究成果の概要： 
AML1/Runx1 は急性骨髄性白血病においてしばしば観察される t(8;21)転座に関与する Runt
ファミリーに属する転写因子である。ノックアウトマウスの解析から AML1が成体型造血のマ
スターレギュレーターであることが明らかにされてきたが、私達は Cre-LoxP システムを用い
た AML1コンディショナルノックアウトマウスの作製に成功し、各血球系における AML1 の
多彩な機能を明らかにしてきた。T細胞特異的 AML1コンディショナルノックアウトマウスな
らびに誘導的 AML1 コンディショナルノックアウトマウスの解析から AML1 が NKT 細胞分
化にも重要な働きをしていることを示す知見が得られた。プロ T 細胞分化前後で AML1 発現
が抑制されると NKT 細胞がほぼ消失するという表現型である。同様の結果は NKT 特異的コ
ンディショナルノックアウトマウスでも観察することができ、AML1が NKT細胞分化に不可
欠な転写飲子であることが明らかとなった。 
研究期間が短いため詳細な解析は今後の継続研究によるが、NKT 細胞を介した腫瘍免疫に対
しAML1遺伝子が重要な働きをすることを明らかにするとともに、AML1遺伝子またはAML1
によって調節を受ける標的遺伝子を in vivoでNKT細胞特異的に操作し、抗腫瘍効果が得られ
ることを疾患モデルマウスにて検証し、従来の NKT 細胞を用いた免疫細胞治療とは異なる
NKT細胞を用いた新しい免疫細胞・遺伝子治療の可能性を探る準備を進めていきたい。 
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１． 研究開始当初の背景 
 
AML1/Runx1は急性骨髄性白血病においてし
ばしば観察される t(8;21)転座に関与する
Runtファミリーに属する転写因子である。ノ
ックアウトマウスの解析等から AML1/Runx1
が成体型造血のマスターレギュレーターで
あることが明らかにされてきたが、古典的な
AML1ノックアウトマウスは胎生致死を示す
ため、その詳細な機能解析は極めて困難であ
った。そこで、私達は Cre-LoxPシステムを
用いた AML1/Runx1コンディショナルノック
アウトマウスの作製に世界に先駆け成功し、
各血球系における AML1/Runx1の多彩な機能
を明らかにしてきた。特にT細胞特異的なら
びに誘導的 AML1コンディショナルノックア
ウトマウスの解析から、AML1/Runx1が T, B
細胞、巨核球初期分化に不可欠であることを
示した。さらに、T細胞特異的AML1コンディ
ショナルノックアウトマウスの解析から
AML1がNKT細胞分化にも重要な働きをしてい
ることを示す知見が得られているが、解析系
の限界もあり、詳細な解析や標的遺伝子の同
定は未だなされていない。 
 
一方、免疫制御系の新しい細胞系列として同
定されたNKT細胞は、T細胞受容体とNK細胞
マーカーを併せ持ち、D-galactosyl ceramide
（D-GalCer）が特異的なリガンドの一つであ
ることが知られている。特に主要なサブセッ
トであるマウス V D 14NKT細胞、ヒト V D 
24VE11NKT細胞は樹状細胞上のCD1dに結合し
たD-GalCerによって活性化を受け、大量の
IFN-JやIL -4を産生することで、強力な免疫
調節作用を有している。NKT細胞はがん転移
に特に強い抗腫瘍活性を持つことが知られ
ているが、私達は造血器悪性腫瘍、特に急性
リンパ性白血病に対する抗腫瘍効果がNKT細
胞にあることをすでに明らかにしてきた。抗
腫瘍免疫においてNKT細胞が果たす役割は近
年注目されており、NKT細胞免疫系賦活化に
よる免疫細胞治療への臨床応用もすでに試
みられている。私達の研究室でもNKT細胞を
用いた難治性慢性骨髄性白血病のコントロ
ールや造血器悪性腫瘍に対する造血幹細胞
移植療法後の移植片対宿主病(GVHD)のコン
トロールに関する基礎研究が進行中である。
ただし、従来のNKT細胞免疫系賦活化による
免疫細胞治療は、α-GalCerを樹状細胞にパ
ルスして in vitroで NKT細胞を増幅し、そ
の増幅したNKT細胞を輸注するという非常に
煩雑なものであった。 
 

２．研究の目的 
 
本研究において AML1/Runx1 の NKT 細胞
分化における詳細な作用を、新規作製する
CD1d-Cre トランスジェニックマウスを用い
たNKT細胞特異的AML1コンディショナル
ノックアウトマウスにより明確にすること
が第一目的であった。 
 
このマウス系で抗腫瘍免疫が増強するか否
かを検討するため、造血器悪性腫瘍のモデル
マウスとして私達が確立した慢性骨髄性白
血病(CML)のモデル Bcr/Aｂl トランスジェ
ニックマウスをバックグランドとする NKT
細胞特異的 AML1 遺伝子発現増強マウスを
作製し、CML の発症及び進展に抑制効果が
得られるかどうかを検討し、さらに、NKT
細胞における AML1/Runx1 の標的遺伝子が
同定されれば、その標的遺伝子のノックアウ
トマウス、または発現増強マウス(トランスジ
ェニックマウス)を入手または作製すること
により、NKT 細胞での表現型が確認される
かどうかを解析する予定であった。 
本研究の最終目的は臨床研究への基礎検討
に置いているが、AML1遺伝子または AML1
によって調節を受ける標的遺伝子を in vivo
で NKT 細胞特異的に操作することで、抗腫
瘍効果が得られることを疾患モデルマウス
にて検証し、従来の NKT 細胞を用いた免疫
細胞治療とは異なる NKT 細胞を用いた新し
い免疫細胞・遺伝子治療の可能性を提示し、
今後のトランスレーショナル・リサーチへの
橋渡しをしたいと考えた。 
 
３．研究の方法 
 
NKT細胞特異的 AML1欠損マウスの作製 
 
私達が既に確立した Cre-LoxPシステムを用
いた AML1 コンディショナルノックアウト
マウスの系を使用し、NKT細胞特異的AML1
欠損マウスを作製する。その際には現在私達
が作成中のCD1d-Creトランスジェニックマ
ウスとの交配が必要になる。具体的には
AML1flox/+マウスとCD1ｄ-Creトランスジェ
ニックマウスを交配し、AML1flox/+ CD1d-Cre 
マウスを得て、さらにこのマウスと AML1-/+

マウスを交配し、AML1flox/- CD1d-Cre マウ
スを作製する。作製したマウスを更に
STOPflox-GFP トランスジェニックマウスを
交配し、AML1flox/- STOP flox-GFP CD1d-Cre
マウスを作製する。このマウスで GFP 陽性
となる細胞集団が、AML1欠損する細胞集団



とほぼ一致する。NKT 原始細胞にて AML1
が欠損していることを確認する。 
 
NKT細胞特異的 AML1欠損マウスの解析 
 
Lck-Creトランスジェニックマウスとの交配
を経て作製した T 細胞特異的 AML1 コンデ
ィショナルノックアウトマウスの解析結果
から、今回作製する NKT細胞特異的 AML1
欠損マウスでは NKT 細胞が胸腺、末梢組織
で認められないことが予想される。NKT 細
胞特異的 AML1欠損マウスの解析としては、
まず NKT 細胞数をカウントし、その分化過
程、活性化能、サイトカイン産生能をフロー
サイトメーター、マルチウェル蛍光測定器等
により詳細に解析する。続いて、骨髄移植モ
デルを用い、致死放射線線量を照射されたマ
ウスにNKT細胞特異的AML1欠損マウス骨
髄を輸注し、その免疫細胞再構成を観察した
い。さらに、NKT 細胞を介した抗腫瘍細胞
性免疫を腫瘍由来培養細胞ラインを用いた
in vitro アッセイで確認するとともに、in 
vivoアッセイで行いたい。 
 
In vivo アッセイによる抗腫瘍免疫の検討の
ため、(1) ヌードマウス皮内に腫瘍由来培養
細胞ラインを移植し、さらに NKT 細胞特異
的 AML1欠損マウス骨髄を輸注し、抗腫瘍効
果がみられるかどうかの検討、(2) 腫瘍細胞
を造血器悪性腫瘍のモデルマウスとして私
達が確立した慢性骨髄性白血病(CML)のモ
デル Bcr/Aｂl トランスジェニックマウス 4
をバックグランドとする NKT 細胞特異的
AML1 欠損マウスを作製し、CML の発症及
び進展に抑制効果が得られるかどうかの検
討、を行う予定である。 
 
AML1/Runx1のNKT細胞における標的遺伝
子の検索 
 
AML1/Runx1は既存の AML1コンディショ
ナルノックアウトマウス解析結果ならびに
予備実験の結果から、NKT 細胞初期分化に
不可欠な因子であることが想定されている
が、その転写調節メカニズムは不明である。
本実験ではNKT細胞特異的AML1欠損マウ
スならびにコントロールマウスから骨髄リ
ンパ球前駆 (CLP)細胞、胸腺 CD4,CD8 
double negative(DN)細胞、CD4,CD8 double 
positive(DP)細胞等、NKT前駆細胞と考えら
れている細胞集団をフローサイトメトリー
でのソーティングにより選別し、DNA マイ
クロアレイ解析 (Affymetrix社製Gene Chip 
Array) により、NKT 前駆細胞における
AML1/Runx1 によって転写調節を受ける遺
伝子を抽出したい。候補となる遺伝子群はリ
アルタイム PCR 測定装置によりコントロー

ルマウスと比較により mRNA 発現量を定量
的に分析したい。AML1/Runx1は Runtドメ
インと呼ばれる領域で CBF および DNAに
結合し、その特異的 DNA 配列が知られてい
る。候補となる標的遺伝子群から、各種デー
タベースから AML1/Runx1 がその転写調節
領域に直接結合する可能性が高い遺伝子を
検索し、実際にその転写調節領域に
AML1/Runx1が結合するかどうか、またその
遺伝子の転写調節能を有するかどうかを in 
vitroのアッセイ系を中心に検討したい。 
 
４．研究成果 
 
T細胞特異的AML1コンディショナルノックア
ウトマウスならびに誘導的AML1コンディシ
ョナルノックアウトマウスの解析からAML1
がNKT細胞分化にも重要な働きをしているこ
とを示す知見が得られた。プロT細胞分化前
後でAML1発現が抑制されるとNKT細胞がほ
ぼ消失するという表現型である。同様の結果
はNKT特異的コンディショナルノックアウト
マウスでも観察することができ、AML1がNKT
細胞分化に不可欠な転写飲子であることが
明らかとなった。 
 
研究期間が短いため詳細な解析は今後の継
続研究によるが、NKT細胞を介した腫瘍免疫
に対しAML1遺伝子が重要な働きをすること
を明らかにするとともに、AML1遺伝子または
AML1によって調節を受ける標的遺伝子をin 
vivoでNKT細胞特異的に操作し、抗腫瘍効果
が得られることを疾患モデルマウスにて検
証し、従来のNKT細胞を用いた免疫細胞治療
とは異なるNKT細胞を用いた新しい免疫細
胞・遺伝子治療の可能性を探る準備を進めて
いきたい。 
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