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研究成果の概要（和文）： 
われわれは転写因子である Zinc finger protein 521 (ZNF521)を発現抑制することによって、

多分化能を有する未熟白血病細胞株が赤血球系に分化することを明らかにした。さらに、ZNF521
は GATA-1 と直接結合し、GATA-1 の機能を負に制御することによって造血幹細胞の分化を抑制
することを明らかにした。このことは、ZNF521が造血幹細胞の幹細胞性（"stemness”）を維持
するのに重要な分子であることを強く示唆している。 
 
研究成果の概要（英文）： 

ZNF521 (zinc finger protein 521) is a transcription factor with an N-terminal 

transcriptional repressor motif and 30 zinc finger domains. Although a high expression 

level of ZNF521 in human CD34+ progenitors and hematopoietic malignancies has been 

demonstrated, the functional role of ZNF521 in hematopoietic cell differentiation has 

not been clarified. In this study, we analyzed the role of ZNF521 in erythroid cell 

differentiation using the short hairpin RNA (shRNA)-mediated gene silencing method.  
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１．研究開始当初の背景 

Zinc finger protein 521 (ZNF521) は、
ヒトCD34陽性造血幹細胞に高発現している

が、血液細胞の分化に伴いその発現が低下す
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る興味深い転写因子である。また、多くの急

性骨髄性白血病細胞においても高発現して

いることが報告されており、造血幹細胞の腫

瘍化における役割も注目に値する（Blood  

103(6),2062-2070,2004）。このような背景

のもと、われわれは現在この興味ある転写因

子ZNF521の血球分化における働きを解析し

ている。 

慢性骨髄性白血病急性転化由来細胞であ

るK562細胞と赤白血病由来細胞であるHEL細

胞にZNF521のsiRNAを導入することにより、

その発現を抑制し、細胞の機能的、形態学的

変化を解析した。その結果、ZNF521発現を抑

制したクローンではコントロールと比較し

て、glycophorin Aやヘモグロビンなどの赤

血球の分化を示す遺伝子ならびにタンパク

質発現の著しい増加が認められた。以上の結

果より、転写因子であるZNF521の発現を抑制

することによって、多分化能を有する未熟造

血細胞株が赤血球系に分化することを初め

て明らかにした。さらに、ZNF521は赤血球分

化に必須の転写因子であるGATA-1と直接結

合し、GATA-1の機能を負に制御することに 

よって造血幹細胞の分化を抑制することを
明らかにした。このことは、ZNF521が造血幹
細胞の幹細胞性（"stemness”）を維持するの
に重要な分子であることを強く示唆してい
る。 
 
２．研究の目的 
本研究ではこれまでの研究成果をもとに、

マウス ES細胞において ZNF521のマウスホモ

ローグである Evi3遺伝子をノックダウンし、

その分化増殖における影響を検討する。さら

に、Evi3ノックアウトマウスを作製し、その

生体内での機能を網羅的に解析することを

目的とする。 

 
３．研究の方法 
１）siRNAの作製とその遺伝子発現抑制効果の

確認 

まずマウスEvi3 messenger RNAを分断する

short interfering RNA(siRNA)配列を決定す

るためにマウスEvi3の配列からノックダウン

する確率が高い配列を選ぶ。マウスの細胞に

おいて、short hairpin構造によるセンス、ア

ンチセンスRNA配列をU6 RNAプロモーターを

使って導入し二本鎖RNAが細胞内で形成でき

るようにする。この系で作られたsiRNAの効果

は、マウスNIH3T3細胞にsiRNAをトランスフェ

クトし、RT-PCR法を用いて確認する。コント

ロールのsiRNAはノックダウンできたマウス 

Evi3のsiRNA配列から３ないし４のコドンを

変化させたミスマッチsiRNAを作製する。これ

を同じようにマウスNIH3T3細胞にトランスフ

ェクトして、マウスEvi3の発現がトランスフ

ェクトしていない細胞と変わらないことを確

認する。 

 

２）ES細胞の分化 

マウスES細胞は、赤芽球、赤血球への分化

の効率が良いとされるR1クローン（F1 cross 

129/Sv x 129/Sv-CP inbred sub-strains）を

用いる。ES細胞とマウスOP9ストローマ細胞

（（C57BL/6 x C3H）F2-osteopetrosis 

(op/op)マウスから確立した骨髄ストローマ

細胞で、macrophage colony-stimulating  

factorを欠失している。この細胞は、ES細胞

から血液細胞、血管内皮細胞を含む中胚葉系

への分化が促進することが証明されている。）

との共培養を行う。培養５日目までに出現す

る中胚葉細胞にerythropoietin(EPO)を加え

て引き続きOP9ストローマ細胞と共培養する。

培養８日目から新しいOP9ストローマ細胞と

EPO存在下に共培養を続けることで、赤芽球系

細胞を培養１２－１３日までに得ることがで

きる。 

 

３）siRNAの ES細胞への導入（レンチウイル

スを用いて） 

siRNA効果を発揮するRNA配列とコントロー

ルsiRNA配列を、GFPをマーキングとしたレン

チウイルスベクターを用いてES細胞に導入

する方法と、薬剤耐性をもつベクターを用い

てES細胞に導入しクローンを確立する方法

をとる。レンチウイルスベクターは、ES細胞

の分化後においても遺伝子のsilencingが発

生しないため、未分化ES細胞にも遺伝子導入

できる。しかし、今回はレンチウイルスベク

ターによる導入遺伝子のintegrationには１

－２日必要なこと、siRNA形成後dicerによっ

てmRNAの分断が開始されるまで２日以上必要

なことを前提条件として考慮し、未分化ES細

胞ではなく分化開始５日目のES細胞由来中胚

葉細胞において感染させる。その後、赤芽球

系細胞に分化させてコントロールと比較して

検討する。 

 

４）siRNAのES細胞への導入（クローンを樹立） 

すでに同様に、マウスEvi3をノックダウン

することを確認したsiRNAを２種類導入した

マウス細胞への発現ベクターを作っており、

このベクターを利用する。 



 

 

クローンを確立する方法は、このベクター

をES細胞にelectroporationを用いて導入し、

その後、耐性薬剤と培養することでクローン

を確立する。その後、ES細胞を赤芽球系細胞

に分化させてコントロールと比較して検討す

る。 

 

５）Evi3欠損マウスの作製 

Evi3遺伝子を欠損したマウスを作製する。 

 

６）Evi3ノックダウンES細胞の分化に関する

検討 

まず、上記した方法で作製したEvi3 siRNA

導入ES細胞の遺伝子発現をコントロールES細

胞と網羅的に比較検討する。次に、赤芽球系

分化に関する影響を、glycophorin Aの発現、

benzidine染色によるhemoglobin産生などに

よってコントロールES細胞と比較する。さら

に、さまざまな細胞への分化誘導系を用いて、

Evi3の細胞分化に関する役割を明らかにする。 

 

７）Evi3ノックアウトマウスの解析 

Evi3ノックアウトマウスの表現系を形態

学的に詳細に観察する。その結果によって、

異常臓器を中心として研究計画を立案する。

造血器系に異常を認めた場合には、骨髄細胞

を用いたin vitro実験系で分化増殖能に関す

る検討を実施する。致死的な場合には、胎児

の解析からその原因を明らかにするととも

に、さらにコンディショナルノックアウトマ

ウス作製を計画する。 

 

４．研究成果 
 マウス ES 細胞の赤芽球、赤血球系への分
化に関して確認した。 
 ZNF521 のマウスホモローグである Evi3 に
ついても siRNA を作成し、これをマウス ES
細胞に導入し、Evi3 をノックダウンした細胞
を作成した。現在、機能的、形態学的変化を
解析中である。 
さらに、Evi3 ノックアウトマウスの作製も

進んでおり、来年度中には作製できる予定で
ある。まずはマウス体内での造血機能に対す
る影響に関して検討する予定である。Evi3ノ
ックアウトマウスはマウス Evi3 の機能を解
析する上で、更なる知見が得られる可能性を
秘めており、広がりをみせている。 
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