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研究成果の概要（和文）：RUNX1は造血関連転写因子であり白血病発症に関わるが、RUNX1自身の遺伝子発現の分
子機構は十分には解明されていない。当研究ではRUNX1遺伝子発現を制御する転写因子の探索を試みたところ６
種の新規候補転写因子を特定し、いずれもRUNX1プロモーターを活性化した。このうち５種の強制発現系とsiRNA
によるノックダウン系の両者を用いて、RUNX1の遺伝子発現が確かに転写因子依存性であることを細胞レベルで
確認した。さらに、このうちの４種で、各転写因子の結合をクロマチン免疫沈降法によって確認した。以上か
ら、これら４種はRUNX1の新規候補転写因子であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：RUNX1 gene acts as a hematopoietic transcription factor and is a frequent 
target of leukemia-related gene aberrations, however regulation of RUNX1 expression has not been 
elucidated fully. In this project, we focused on the identification of the novel transcriptional 
factors for RUNX1 and selected six candidate transcriptional factors which regulated RUNX1 promoter 
activity detected by luciferase reporter assay. We found that the message level of RUNX1 gene was 
regulated depending on the five transcriptional factors of the six status in the cell-level 
experiments. In addition, ChIP assay showed that the four transcriptional factors of six bound to 
the RUNX1 promoter region. Thus, the four genes of the six candidate transcriptional factors should 
be the novel transcriptional factors for RUNX1. 

研究分野： 生化学　分子生物学　腫瘍学　血液学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
RUNX1は造血幹細胞の発生制御、血小板産生やＴ細胞分化に関わる転写因子であり、白血病発症にも深くかかわ
る。本研究によって、これまで知られていなかった６つのRUNX1発現に関わる転写因子を新規に特定することに
成功した。これら転写因子群とRUNX1との機能協調の詳細な解析が進めば、RUNX1の分子メカニズムの解明へと展
開するものと期待される。さらに、RUNX1の発現を細胞外から制御する方法を見出せれば、RUNX1を造血器疾患の
新規分子標的療法の開発へも貢献することが期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
RUNX1(AML1)遺伝子は急性骨髄性白血病 (AML)における 8;21 染色体転座切断点からクローニ

ングされたものであり、AML 症例全体の 15-20％という高頻度で遺伝子異常の標的となる遺伝子
である。この遺伝子は CBFβと会合してヘテロ 2量体を形成するラントドメインタンパクをコー
ドし、転写因子複合体として GM-CSF 受容体や M-CSF 受容体など、造血に関わる一連の標的遺伝
子群の転写調節に携わることが報告されている。染色体転座によって生じる融合型 RUNX1 は野
生型 RUNX1 の機能をトランス•ドミナントに抑制することで血球分化障害を起こし、白血病発症
を引き起こすものと考えられている。Runx1 遺伝子破壊マウスの作製から、Runx1 が造血の初期
発生において重要な役割を担っていることが明らかにされた。また、Runx1 遺伝子座に生体マー
カーを導入したノックインマウス、微細変異導入マウス、そして誘導的遺伝子破壊マウスの解析
結果などから、Runx1 が AGM(aorta-gonad-mesonephros)領域から造血幹細胞が生み出される段
階で機能していること、そして成体における血小板造血や T細胞、B細胞の分化においても重要
な役割を果たしていることが明らかにされた。 
以上のように、RUNX1 は正常造血、白血病発症において極めて重要な働きを担っているが、 

RUNX1 自身の遺伝子発現の制御メカニズムについてはまだ多くの不明な点が残されている。そこ
で RUNX1 のプロモーターを解析し、RUNX1 自身の発現制御を詳細に理解することは、RUNX1 によ
る造血幹細胞の分化プロセス機構を有機的に解明してゆくうえで極めて重要であると考えた。
また、RUNX1 の発現を細胞外から制御する方法を見出せれば、RUNX1 を造血器疾患の新規分子標
的療法の開発へ利用することができると考えた。 
 
２．研究の目的 
上述した背景のもと、造血制御に関与する RUNX1 のプロモーターを解析し、RUNX1 遺伝子の発

現制御に関わる転写因子群を新規に同定する。そして、これら転写因子群と RUNX1 との協調機能
を解析するとともに、RUNX1 の造血幹細胞発生制御、血小板産生、そして T細胞分化に関わる分
子機構を細胞レベル、マウス個体レベルで解明することを目的とした。 
 
３. 研究の方法 
RUNX1 遺伝子の発現制御に関わる転写因子群を同定する方法として、以下の３通りで検索を行

った。 
(1) RUNX ファミリー遺伝子の発現制御に関わる既知の転写因子の中から検索する。 
(2) データベース JASPAR を用いて転写因子を検索する。 
(3) DNA に親和性のある DNA 結合タンパク質を DNA 結合ビーズを用いて分離し、分離した DNA 結    

合タンパク質を高感度の質量分析計を用いて転写因子を検索する。 
 
細胞培養 
 HeLa 細胞は 10% fetal bovine serum と 2mmol/L glutamine を添加した DMEM(Wako)で培養し
た。K562 細胞と Jurkat 細胞は 10% fetal bovine serum と 2mmol/L glutamine を添加した RPMI 
1640(Wako)で培養した。各細胞は、37℃、5%CO2にて培養した。 
 
ルシフェラーゼアッセイによる転写活性解析 
 細胞に Lipofectamine2000(Thermo Fisher Scientific)または Nucleofector (LONZA)を用い
て、レポータープラスミドと発現プラスミドをトランスフェクションした。24 時間後に細胞抽
出液を調整し、Dual-luciferase reporter assay(Promega)を用いて転写活性を測定した。 
 
クロマチン免疫沈降法 
 K562 細胞または Jurkat 細胞にホルマリン固定を行い、その後細胞から DNA を抽出した。超音
波処理により DNA を断片化し、それぞれの転写因子の抗体による免疫沈降を行った。得られた
DNA 断片と特異的プライマーを用いてリアルタイム PCR(Toyobo)を行い、それぞれの転写因子と
相互作用している DNA 領域を解析した。 
 
遺伝子発現解析 
 細胞から Total RNA を ISOGEN II(Nippon gene)により抽出し、SuperScript IV(Thermo Fisher 
Scientific)を用いて cDNA を精製した。特異的プライマーを用いてリアルタイム PCR(Toyobo)を
行い、各遺伝子の発現を定量化した。 
 
４．研究成果 
(1)  転写因子群の同定 
RUNX1 遺伝子の発現制御に関わる新規候補転写因子として、(1)より A,B 遺伝子(A はフォーク

ヘッドボックスタンパク質、Bはホメオティック遺伝子)の２種、(2)より C,D,E 遺伝子(Cと Dは
Zinc Finger タンパク、Eはインターフェロン調節遺伝子)の３種、(3)より F遺伝子（ヘテロ核



リボ核タンパク質）の 1種、計６種を選定することができた。 
 
(2) ルシフェラーゼアッセイによる転写制御解析 
 ６種のうち５種(A,B,C,D,E)の候補転写因子による RUNX1 プロモーター領域(P1 と P2)の転写
活性化能をルシフェラーゼアッセイにて検討した。ヒト慢性骨髄性白血病由来 K562 細胞に対し、
Nucleofector を用いた電気パルスによりそれぞれの遺伝子発現プラスミドとルシフェラーゼベ
クターを導入し、24 時間後にルシフェラーゼアッセイを行った。その結果、A 遺伝子により P1
と P2 共に転写活性は抑制された。B 遺伝子により P1 と P2 共に転写活性は促進された。C 遺伝
子の過剰発現では P1の転写活性は促進され、P2は抑制された。D,E 遺伝子の場合は、いずれも、
P1 と P2 共に転写活性は抑制された。次にヒト子宮頸がん由来 HeLa 細胞と A,B 遺伝子に対し、
リポフェクション法によりそれぞれの遺伝子発現プラスミドとルシフェラーゼベクターを導入
し、24 時間後にルシフェラーゼアッセイを行った。その結果、これら２種の遺伝子により P1と
P2 共に転写は活性化されなかった。  
 
(3) クロマチン免疫沈降法による解析 
RUNX1 プロモーターP1 領域中に存在するそれぞれの転写因子結合部位付近に候補転写因子が

結合しているかを確認するために、クロマチン免疫沈降法を行った。ヒト急性Ｔ細胞性白血病細
胞由来の Jurkat 細胞に対し、それぞれの抗体(B,C,D,E 遺伝子)で免疫沈降させた DNA 断片を鋳
型としてリアルタイム PCR を行い、相対定量比較を行った。その結果、これら４種の RUNX1 プロ
モーターP1 領域への結合を確認することができた。K562 細胞では、C,D,E の３種で確認するこ
とができた。 
 
(4) 候補転写因子による RUNX1 遺伝子の発現の変化 
RUNX1 遺伝子の発現が候補転写因子より制御されているかを確認した。まず、それぞれの候補

転写因子(A,B,C,D,E)を強制発現させた K562 細胞及び Jurkat 細胞から Total RNA を ISOGEN II
により抽出し、SuperScript IV を用いて cDNA を精製した。特異的プライマーを用いてリアルタ
イム PCR を行い、RUNX1 遺伝子の発現の相対定量比較を行った。その結果、これらの細胞で A遺
伝子により RUNX1 遺伝子の発現は抑制され、B遺伝子により RUNX1 遺伝子の発現は促進されてい
た。C遺伝子により K562 細胞で RUNX1 遺伝子の発現を促進することが、Jurkat 細胞では抑制す
ることが確認でき、細胞により発現の制御の違いが見られた。D,E 遺伝子の導入では、いずれの
細胞においても RUNX1 の発現が抑制されることを確認することができた。 
次に、siRNA でそれぞれの転写因子(A,B,C,D,E)をノックダウンさせた Jurkat 細胞から Total 

RNA を ISOGEN II により抽出し、SuperScript IV を用いて cDNA を精製した。特異的プライマー
を用いてリアルタイム PCR を行い、RUNX1 遺伝子の発現の相対定量比較を行った。その結果、A
遺伝子のノックダウンより RUNX1 遺伝子の発現は促進され、B遺伝子により RUNX1 遺伝子の発現
は抑制されていた。C,D,E 遺伝子のノックダウンより RUNX1 遺伝子の発現は促進されることを確
認することができた。これらの結果は、強制発現させた場合と反対の結果となり、RUNX1 遺伝子
の発現が候補転写因子により制御されていることを示唆すると考えられた。 
 
本研究によって、これまで知られていなかった RUNX1 遺伝子の発現を制御する６種の転写因

子を新規に特定することに成功した。これは RUNX1 作用の分子メカニズムの理解を一歩進める
ものと考えている。今後、これらの候補転写因子の生物作用と RUNX1 との機能協調の詳細解析へ
と研究が展開するものと期待される。こうした研究によって、RUNX1 による造血の分子メカニズ
ムの詳細解明や RUNX1 を造血器疾患の新規分子標的療法の開発への利用に貢献することが期待
される。 
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