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研究成果の概要（和文）：基本的転写因子複合体メディエーターのサブユニットMED1を欠損したマウス胎児線維芽細胞
(MEF)のFGF7の発現は低下した。骨髄細胞と骨髄間質細胞を抗FGF7抗体存在下で共培養したところ、骨髄細胞数とLTC-I
C数が減少した。ニッチ細胞依存性の骨髄芽球性白血病細胞MB-1は骨髄間質細胞との共培養で維持・増殖する。この系
に抗FGF7抗体を添加するとMB-1の敷石構造形成が低下し、細胞増殖が抑制された。以上の結果および遺伝子発現や細胞
内情報伝達の検討より、FGF7は骨髄間質細胞の発現するFGFR2IIIbを介して間接的に正常造血幹細胞および骨髄芽球性
白血病の支持・増殖を担うことが強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：FGF7 expression was attenuated in mouse embryonic fibroblasts (MEFs) deficient for
 the MED1 subunit of the Mediator transcriptional coregulator complex. When normal mouse bone marrow (BM) 
cells were cocultured with BM stromal cells in the presence of anti-FGF7 antibody, the growth of BM cells 
and the number of long-time culture-initiating cells (LTC-ICs) decreased significantly. Anti-FGF7 antibody
 also attenuated the proliferation and cobblestone formation of MB1 stromal cell-dependent myeloblastoma c
ells. The addition of recombinant FGF7 to the coculture of BM cells and Med1-/- MEFs increased BM cells an
d LTC-ICs. FGF7 and its cognate receptor, FGFR2IIIb, were undetectable in BM cells, but MEFs and BM stroma
l cells expressed both. FGF7 activated downstream targets of FGFR2IIIb in wild type MEFs, MED1 knockout ME
Fs, and BM stromal cells. Taken together, we propose that FGF7 supports HSPCs and leukemia-initiating cell
s indirectly via FGFR2IIIb expressed on stromal cells.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 国内・国外の研究動向及び位置づけ 
 メディエーター研究はラスカー賞受賞者
で転写研究の重鎮であるロックフェラー大
学 Robert Roeder 教授（本研究の海外協力者）
が、主に生化学的研究において先導している。
一方、(個体レベルの)生理的研究は私が
Roeder 教授とともに、欧米の主要な研究者と
連絡を取りながら遂行している。 
メディエーターは広範な生理機能を担う

ことから、血液学、内分泌・代謝学、神経学、
腫瘍学など多くの分野の研究者が参集して
いる。私はそれらの多くに関与しているが、
メディエーターの造血における機能に注目
して研究している研究者は少ない。 
 

(2) 応募者のこれまでの研究成果 
 私は約 30 個のサブユニットからなる約
2MDa の基本的転写共役複合体メディエータ
ーをクローニングし、本複合体が RNA ポリメ
ラーゼ II ホロ酵素複合体の構成成分であり
全転写に必須である一方、異なるサブユニッ
トが様々な転写因子と特異的に結合してシ
グナルを最終的に統合する細胞内シグナル
伝達の終点であることを示し、世界的に注目
された(Mol. Cell 3, 361-370, 1999; Mol. 
Cell 3, 97-108, 1999; EMBO J. 21, 3464-3475, 
2002 など)。また MED1 などいくつかのサブユ
ニットのノックアウトマウスを作製し、メデ
ィエーターの重要な生理的役割を提唱した
(Mol. Cell 5, 683-693, 2000; Trends 
Endocrinol. Metabolism 12, 127-134, 2001; 
Nature 417, 563-567, 2002 など)。 
MED1 サブユニットは核内受容体や GATA フ

ァミリー等の特異的コアクチベーターとし
て増殖・分化・恒常性維持に決定的な役割を
果たす(Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95, 
7939-44, 1998)。MED1 を介する細胞分化・増
殖の例として、造血以外にも私達は PPARγを
介した脂肪分化(Nature 417, 563-567, 2002; 
Mol. Cell. Biol. 28, 1081-1091, 2008)や
エストロゲン受容体を介する乳腺上皮分
化・増殖(Proc. Natl. Acad. Sci. USA 107, 
6765-6770, 2010)について示した。また、ご
く最近 MED1 の C 端に転写アダプターPGC1 が
結合することがわかった。 
 血球においても私達は、MED1 が正常造血細
胞および白血病細胞のレチノイン酸受容体
(RARαやビタミン D 受容体(VDR)を介する顆
粒球/単球分化(Genes Cells 10, 1127-1137, 
2005)、GATA1 を介する赤芽球分化と増殖、T
細胞分化において担う役割とその機序を示
し、MED1 が造血細胞全体の分化・増殖を司る
ことを明らかにした。さらに私達はごく最近、
MED1 の造血ニッチにおける役割を示して基
本的転写共役因子が特異的にニッチ機能を
担うことを始めて提唱し、学際的に大きく注
目 さ れ て い る (Mol. Cell. Biol. 30, 
4818-4827, 2010; 2009 年 ASH 口演や 2010 年
Cold Spring Harbor Laboratory Meeting 等

で発表)。このように、メディエーターは造
血全体の鍵を担う転写共役因子複合体であ
ることが明らかになってきた。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究の着想に至った経緯 
 私達は造血ニッチで MED1 の造血支持能に
おける役割を解析するモデルとして造血支
持能が知られている胎児線維芽細胞(MEF)を
用いて検討したところ、MED1 欠損 MEF の造血
幹・前駆細胞支持能と造血細胞増殖の低下を
発見した。MED1 欠損 MEF で発現が低下する分
子を網羅的に調べたところ、2 種類の MEF ペ
アを用いた2回のマイクロアレイで共通して
著明に発現が低下する9個の分子が分子機序
の候補に挙がった。このうち支持能が既知で
ある Osteopontin (OPN)が MED1の下流にあり、
造血細胞の増殖と造血幹細胞支持のメカニ
ズムの少なくとも一部を担うことを証明し
たが(Mol. Cell. Biol. 30, 4818-4827, 2010)、
造血以外のニッチで重要視される FGF7 
(Genes Dev. 27, 169-181, 2013)も含まれ、
造血支持におけるそれらの役割が予想され
る。メディエーターによる OPN の発現調節機
構を詳細に検討する他、FGF7 について OPN と
協調して造血細胞支持の役割を持ちうるか、
またそれらのMED1による転写の機序を調べ、
ニッチにおけるメディエーターの役割の全
容を解明したいと考え、本研究の着想に至っ
た。 
 
(2) 期間内に明らかにする目標 
 本研究ではメディエーターサブユニット
のうち特に MED1 に注目し、造血ニッチにお
ける役割を分子レベルで明らかにする。具体
的に以下の目標を掲げる。 
 
① 造血幹細胞や白血病細胞の支持と増殖に
おけるニッチ細胞での MED1 の役割とその分
子機序 
 MED1依存性にMEFで発現が見られる分子に
は既知の造血幹細胞支持分子OPN以外にFGF7
のように他組織で前駆細胞の維持に関与す
る分子９個が含まれ、OPN 以外にも細胞増殖
ストレスや幹細胞支持に向かうシグナルの
存在が予想される。私達はすでに MED1 が OPN
の発現を介して造血幹細胞の支持と造血細
胞の増殖を司ることを証明しているが(Mol. 
Cell. Biol. 30, 4818-4827, 2010)、OPN と
これらの分子の協調的役割とその発現の
MED1 依存性の有無を正常造血細胞と白血病
細胞を用いて検討する。 
 
② MED1 を介する新規アクチベーターの検索
と転写の機序の解明 
 ニッチで重要な分子が同定されたら、その
分子の遺伝子プロモーターが MED1 の直接の
標的であるかを明らかにする。直接の標的で
あれば、さらに MED1 に結合するアクチベー
ターの同定を試みる。これらの候補を中心に



試験し、アクチベーターが見つかればそれら
を介する転写のメカニズムを解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞培養 
間葉系細胞として、同腹由来のMed1+/+p53−/−

および Med1−/−p53−/− MEF 、 OP-9 、 MS-5 、
MC-3T3-E1 を用いた。白血病細胞として、急
性転化慢性骨髄性白血病患者由来の間質細
胞依存性の骨髄芽球性白血病細胞 MB-1 を用
いた。 
 
(2) 骨髄細胞の培養とコロニー形成 
 マイトマイシン Cで処理した MEF、OP-9 ま
たは MS-5 を正常マウス骨髄細胞と 2 週間ま
たは 8 週間、また OP-9 または MS-5 と MB-1
白血病細胞を 2 週間、共培養した。2 週間の
共培養にて、細胞増殖と DNA 合成を検討し、
8 週間の培養後にはコロニー形成能を検討し
た。これらの共培養にリコンビナント FGF７
または抗 FGF7 抗体を添加してその効果を調
べた。 
 
(3) FGF7 による細胞内シグナル伝達の解析 
 ウエスタンブロット法にて FGFR2IIIｂの
下流の蛋白リン酸化を、定量 RT-PCR にて下
流の遺伝子発現を、それぞれ検討した。 
 
４．研究成果 
(1) FGF7 による造血幹細胞支持能 
 基本的転写因子複合体メディエーターの
サブユニット MED1 を欠損したマウス胎児線
維芽細胞(MEF)において、FGF7 の発現が有意
に低下していた。正常マウス大腿骨から得た
骨髄細胞とMed1+/+ MEFもしくは骨髄間質細胞
を抗 FGF7 抗体存在下で共培養したところ、
骨髄細胞数と LTC-IC 数が減少した。逆に
Med1-/- MEFとの共培養にリコンビナントFGF7
を添加すると骨髄細胞数、LTC-IC 数はともに
増加した。以上から、FGF7 が造血ニッチモデ
ル培養系にて、重要な造血幹細胞の維持・増
殖に関与することが強く示唆される。 
 
(2) FGF7による骨髄芽球性白血病細胞の支持
能 
ニッチ細胞依存性の骨髄芽球性白血病細

胞 MB-1 は骨髄間質細胞との共培養で維持・
増殖し、白血病幹細の Stochastic model を
細胞培養系で再現する。MB-1 は造血幹細胞に
類似した敷石構造をとるときに維持・増殖し、
敷石構造をとらない細胞はアポトーシスを
きたして死滅する運命にある。この系に抗
FGF7 抗体を添加すると MB-1 の敷石構造形成
が低下し白血病幹細胞としての性質が失わ
れ、同時に DNA 合成と細胞増殖が著明に抑制
された。このことから、FGF7 が MB-1 による
白血病幹細胞モデルにおいて重要なニッチ
分子であることが強く示唆される。 
 
(3) FGF7 とその受容体 FGFR2IIIｂの発現 

定量 RT-PCR とウエスタンブロットを行っ
たところ、骨髄細胞は FGF7 を発現していな
かったが、MEF や骨髄間質細胞株は発現して
いた。同様に定量 RT-PCR とウエスタンブロ
ットで、骨髄細胞は FGF7 受容体である
FGFR2IIIb を発現していなかったが、MEF や
骨髄間質細胞株 MS-5 と OP-9 は発現していた。
以上のことから、上の共培養系で考えられた
FGF7 の造血ニッチとしての性質は間接的で
あること、すなわちニッチ側である間葉系間
質細胞が産生する FGF7 が自らが産生・発現
する同受容体FGFR2IIIbをオートクリン機構
により刺激し、間接的に造血幹細胞に働くこ
とが強く示唆された。 
 
(4) 骨髄間質細胞の FGF7 によるオートクリ
ン機構 
Med1+/+ MEF、Med1-/- MEF および骨髄間質細

胞の培養液中にリコンビナント FGF7 を添加
したところ、FGF7 は 5分以内に FGFR2IIIb の
下流シグナルである FRS2 や MAPK カスケード
のリン酸化を引き起こし、活性化させた。ま
た、引き続いて、immediate early gene であ
る c-fos や c-jun、引き続いて c-myc の発現
を強く誘導した。 
以上より、FGF7 は骨髄間質細胞の発現する

FGFR2IIIb を介して間接的に正常造血幹/前
駆細胞および骨髄芽球性白血病幹細胞の支
持・増殖を担うことが強く示唆される。 
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