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研究成果の概要（和文）：転写因子 RUNX1 は造血に必須のタンパクであり、高率に白血病を
発症する家族性血小板機能異常症の責任遺伝子でもある。RUNX1 遺伝子の転写制御領域にお
ける１塩基多型は、転写に影響し、変異と同じ染色体上に存在することから、変異遺伝子の転

写を増加させた。変異遺伝子産物は読み取り枠がずれることにより、C末領域に新たに４つの
リジン残基が生じ、ユビキチン化と分解の標的になる。このことから RUNX1発現量の不均衡
と蛋白量の減少は白血病発症のリスクになることが示唆された。 
研究成果の概要（英文）：RUNX1 is a transcription factor that is essential for hematopoiesis 
and is the causative gene of the familial platelet disorder that developing leukemia in a 
high risk. SNP in the promoter region of RUNX1 gene effects on the RUNX1 transcription, 
and allelic imbalance causes the over-expression of mutation transcript in the same allele 
at SNP. New 4 lysine residues in the carboxyl terminal of mutant RUNX1 protein that 
differs from normal RUNX1 due to a frame shift mutation are target of ubiquitination and 
degradation. It was suggested that the allelic expression imbalance and a decrease of 
protein level cause the risk of leukemia. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)RUNX1 遺伝子は急性骨髄性白血病
（AML）において最も高頻度に見られる転座 
t(8;21)で第 21 番染色体上の切断点に存在す
る遺伝子として同定された転写因子であり、
成体の造血に必須であること、血小板造血系
にも機能することが報告されている。さらに
AMLや骨髄異形成症候群（MDS）で RUNX1
遺伝子の変異が高頻度で認められることか

ら、この遺伝子の変異は造血細胞の悪性化に
関与すると考えられている。一方、生殖細胞
系におけるRUNX1遺伝子は優性遺伝形質を
とる家族性血小板機能異常症（FPDMM）の
責任遺伝子である。FPDMMは臨床的には幼
児期より血小板減少とその機能異常による
出血傾向を特徴とし、高率（30-67%）に AML
や MDS を発症することから、RUNX1 遺伝
子の機能や血液細胞の悪性化の機序を解明
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する上で重要な手がかりが得られると考え
られている疾患である。しかし、FPDMMは
世界でも 12 例と報告が少なく、これまで本
邦での報告はなかった。 
 
(2)我々は本邦初の FPDMM 家系を経験し、
発症者は RUNX1 の新規遺伝子変異である、
エクソン８の１塩基欠失に加えて 5’UTR
にこれまで報告のない一塩基の置換を有す
ることを見いだした(-102G→A)。Y家系は、
既報の FPDMM 家系と比べて、白血病の発
症率が高く、若年発症であったこと、変異の
部位が既報の RUNT ドメイン内ではなく、
転写活性化部位であり、さらにフレームシフ
トにより長い新規アミノ酸配列が生じるこ
とから、新規変異と RUNX1 遺伝子の 5’UTR
の SNP が RUNX1 のタンパク機能と isoform
発現制御に影響を与え、変異タンパクおよ
び isoform 発現パターンを変化させことに
より AML 発症のリスクが高くなるのではな
いかとの仮説をたてた。 
 
２．研究の目的 
本研究では FPDMM 家系において見いだされた
変異 RUNX1 タンパクの機能を解析し、さら
に 5’UTR の SNP が白血病の発症と悪性化に
及ぼす影響とその機序を解明することを目
的とした。 
 
(1) -102G→A rSNPがRUNX1遺伝子の発現
量および isoformの発現パターンに影響する
かどうかを明らかにし、AML および MDS
症例においても白血病のリスク因子になり
うるかどうかを検証することを目的とした。 
 
(2) Y 家系において見いだされたフレームシ
フト変異タンパクの発現と機能を解析する。
さらに既報の変異タンパクと機能を比較す
ることにより、変異の部位と白血病の悪性化
との関連を検討することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) FPDMM家系(Y家系)において、末梢血由
来白血球より genomic DNA を抽出し、
Affymetrix SNP genotyping arraysを用い
てヘテロ接合性消失の有無を検討する。さら
に白血病発症との関連が報告されている遺
伝子 c-Kitおよび FLT3遺伝子の変異につい
ても、末梢血由来白血球より genomic DNA
を抽出し PCR にて遺伝子を増幅し、direct 
sequenceにより解析する。 
 
(2) RUNX1の 5’UTRに見いだされた-102G
→A の 1 塩基置換は SNP として報告されて
いないが、正常人 200アリルの解析により G
（96.5%）A(3.5%)の頻度を示す SNPと考え

られた。この -102G→A -SNP が下流の
RUNX1 遺 伝 子 の 発 現 量 に 影 響 す る
regulatory SNP (rSNP)かどうかを明らかに
するために以下の実験を行なった。 
①患者骨髄検体と骨髄細胞より樹立した細
胞株から RNA を抽出し、RT-PCR により全
長 AML1cおよび AML1bを増幅して発現ベ
クターに組み込んだ。組み込んだ AML1c の
配列を決定してエクソン 8における１塩基欠
失と-102G→A -SNP が同一アリルに存在す
るかどうかを検討した。さらに、制限酵素
EcoNI の消化パターンにより正常と変異ア
リルの割合を検討した。 
②AMLおよびMDS患者における-102G→A 
SNPの有無は、骨髄検体からDNAを抽出し、
PCR にて 5’UTR を増幅後、制限酵素
Hpy188I の消化パターンと PCR 産物の
direct sequenceにより解析した。 
③プロモーターassay; 
患者末梢血由来白血球のDNAを用いたPCR
により、-102G→A -SNPを含む 200bpを増
幅し、最小プロモーターを有するルシフェラ
ーゼレポーターベクターPGL4.23 に組み込
んだ。シークエンスにより SNP の型を確認
した後、pRL-TK vectorと共に HEK293 と
UT-7 細胞に共発現させ、24 時間後に Dual 
luciferase assay によりプロモーター活性を
測定した。 
 
(3) ①野生型および変異型AML1の発現と局
在解析；AML1b,1c の WT(野生型)および Y
家系 mutant(MT)のコンストラクトは各
cDNA を pcDNA3.1-V5tag vector に組み込
んで作製した。さらに既報のフレームシフト
変異としてFPDMMと弧発例のAMLの変異
をそれぞれ mutagenesis により作製した。 
(図１参照 )。これらのコンストラクトを
HEK293 細胞に導入し、24~48 時間後に抗
RUNX1 抗体と抗 V5-tag 抗体を用いた免疫
染色とウエスタンブロットにより、タンパク
発現量と細胞内局在を解析した。 
②内在 RUNX1タンパクの局在と isoform発
現解析 
FPDMM の Y 家系患者より樹立した細胞株
および骨髄由来細胞における内在RUNX1タ
ンパクの局在は抗RUNX1抗体による免疫染
色で、isoform の発現パターンはウエスタン
ブロットにより解析した。 
免疫染色には N末と RUNTドメインを認識
する２種類の抗 RUNX1抗体を、ウエスタン
プロットは全ての isoformを認識するN末の
RUNX1抗体を用いて解析した。 
③ Y 家系におけるフレームシフト変異タン
パクは302アミノ酸残基よりフレームシフト
が起こり新たなアミノ酸配列が生じ、ユビキ
チン化の標的となるリジン残基が４カ所に
生じることから(図１参照)、Mutagenesis に



より各々のリジンをアラニンに置換したコ
ンストラクトを作製し、タンパク分解に関与
するリジン残基を検討した。さらに、プロテ
アソーム阻害剤MG132により作製した野生
型および変異RUNX1のタンパク分解が抑制
されるかどうかを検討した。 
 

 

 
４．研究成果 
 (1) 血小板減少症(FPDMM) Y 家系におい
て、SNP genotyping arrays による解析では
ヘテロ接合性消失は認められなかった。さら
に、AML1 発症に関与する２つの遺伝子
c-Kit および FLT3 遺伝子の変異も認められ
なかったことから、この家系における高頻度
の白血病発症にはヘテロ接合性消失および
c-Kit 、FLT3 遺伝子変異は関与しないこと
が示された。 
 
(2) ①RUNX１遺伝子は遠位と近位の２つの
プロモーターを持ち、主要な３つの isoform
（AML1a,b,c）は、AML1c が遠位のプロモ
ーターから、AML1a および AML1b が近位
のプロモーターから転写される。 
 Y家系患者ではエクソン 8における１塩基
欠失変異と 5’UTR の-102G→A SNP は同一
アリルに存在することが示された。 
②Y 家系で発現している AML1c は、主とし
て変異をもつアリルから転写されることが
示された。一方、AML1b では野生型と変異
型の mRNA 発現量はほぼ 1:1 であり、アリ
ル間の発現不均衡は認められなかった。
-102G→A SNP は遠位プロモーターに存在
することから AML1c 発現において、アリル
間で不均衡が生じている原因として-102G→
A SNP が regulatory SNP (rSNP)として
RUNX1 の mRNA 発現量に影響している
可能性が考えられた。このことから rSNP
によるプロモーター活性への影響を検討し
た。 
③-500~+20 領域では rSNP によりプロモー
タ－活性に有意な差は認められなかったのに
対し、-150~+20 領域では、rSNP(A-type)は
G-typeに比べて1.5倍のプロモーター活性を
示した。このことから AML1c の-102G→A 
rSNP は下流の RUNX1/AML1c の発現を増

加させ、そのために変異を持つ AML1c のア
リルからの転写が多くなり、結果として変異
AML1cのmRNAが野生型に比べて多く発現
する発現不均衡が生じていることが示唆さ
れた。 
 
② 弧発性のAMLおよびMDS患者骨髄由来
検体における-102G→A rSNPは解析した 12
例中には存在せず、弧発の AMLおよびMDS
患者における rSNP頻度は、正常人(3.5%)に
比べて高い頻度を示さなかった。しかし、
AML および MDS 患者において rSNP がど
のように影響しているかは、さらに解析の数
を増やす必要があると考えられた。 
 
3)① Y 家系患者における内在 RUNX1 タン
パクの発現解析では、野生型の AML1b, cの
発現は認められたが、変異型タンパクは
AML1b,c ともに発現が認めらなかった。
AML1cでは、変異型のmRNA発現量が野生
型よりも多いにもかかわらず、変異型タンパ
クの発現が認められなかった理由として、発
現タンパクが不安定なために、分解されてい
ることが考えられた。 
②FPDMMはこれまでに 20家系が報告され
ているが、C末の長いフレームシフト変異は
そのうち３家系に認められており、この変異
は全てY家系と同じ読み取り枠からなる変異
である。一方異なる読み取り枠からなる C末
の長いフレームシフト変異(AML-type)は弧
発例の AML、MDS および FPDMM 家系の
2nd変異として報告されており、新たに生じ
る C末のアミノ酸配列は Y-typeと異なる。 
 V5-tag を付加した Y-type 変異の強制発現
系では、変異型は野生型に比べ発現量が低下
しており、核タンパクの不溶分画に多く認め
られた。一方 AML-type の変異タンパクは
WT と同様の発現量を示した。また、細胞内
局在解析では、強制発現させた野生型と
Y-type 変異タンパクは核に局在したが、
AML-typeの変異タンパクはドミナント・ネ
ガティブな機能が報告されている変異タン
パクと同様に核以外に細胞質にも局在した。 
さらに、プロテアソーム阻害剤である
MG132を添加することによって Y-type変異
ではタンパクの発現が増加することが認め
られた。Y-typeの変異タンパクは、正常型お
よびAML-typeのC末には無いリジン残基が
４カ所(363,370,480,552アミノ酸残基 )存在
することから、Y家系の変異 RUNX1遺伝子
産物はユビキチン化によるタンパク分解を
受けると考えられた。４カ所のリジン残基全
てがユビキチン化に関与しており、とくに 3
と４番目のリジンが Y－type の分解に関与し
ていることが示唆された。 
当初 Y-type の変異は AML-type と同様に
DNA 結合領域である Runt ドメインではな



く C末の活性化ドメイン上にあり、フレーム
シフト変異であることから、変異タンパクは
ドミナントネガティブな機能を持つと考え
られた。しかし、Y-typeの変異タンパクはユ
ビキチン化による分解システムにより発現
量が減少することが示され、フレームシフト
による C 末のアミノ酸配列が変異タンパク
の機能を決定することが示唆された。 
 
 以上のことから Y家系では 5’UTRの rSNP
は cisに転写を亢進させ、AML1cの変異をも
つアリルからの転写が優位になり、野生型の
AML1c 発現量が低下する。これに加えて、
変異タンパクは分解されるため、結果として
野生型タンパクの発現は 50%以下になると
考えられた。このような RUNX1タンパクの
減少と isoform特異的な発現不均衡は白血病
発症のリスク因子になると考えられた。 
 しかし、強制発現系において Y-type の変
異タンパクは核内の不溶分画に多く発現し
ており、細胞内局在の解析においては、核内
で凝集体を形成する細胞が認められたこと
から Y-type の変異タンパクが分解されずに
過剰に発現される機序が働くとドミナント
ネガティブなタンパクとして RUNX1/AML1 の
転写機能に影響を与える可能性が考えられ
た。また、これまでの報告では isoform の中
でも発現量の多い AML1b における知見が多い
が、Y家系では AML1c の mRNA 発現においてア
リル間の不均衡が認められることから、今後
は Y-type 変異タンパクの機能に加えて、
AML1c isoform の機能にも焦点をあてた解析
が必要であると考えられた。 
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