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研究成果の概要（和文）： 

WT1遺伝子は白血病をはじめ種々の固形癌において過剰発現し、抗アポトーシス機能など癌遺
伝子様機能を果たすことによりがん化に深く関与する。本研究では、WT1遺伝子を直接の標的
としその発現を抑制する microRNAとして microRNA-A(miR-A)を同定した。miR-A欠損マウ
スは、末梢血、脾臓、骨髄において成熟骨髄系細胞の増加を特徴とする骨髄増殖性疾患(MPD)

を発症した。miR-A 欠損 MPD 発症マウスの骨髄では、造血幹前駆細胞 (LSK 細胞；
Lineage-Sca-1+c-Kit+) の増加、LSK細胞におけるWT1の発現上昇が認められた。さらに LSK

細胞における WT1 の発現抑制は骨髄系細胞の増殖を抑制した。以上より、miR-A は骨髄造血
幹前駆細胞において WT1 の発現を調節し、その調節機構の破綻は骨髄増殖性疾患発症に繋が
ることを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）： 
The Wilms’ tumor gene WT1 is overexpressed and plays an oncogenic role in the 
majority of human leukemia and various types of solid tumors. Therefore, it is 
important to identify the molecular mechanism by which WT1 is overexpressed to 
understand their roles in tumorigenesis. In the present study, we identified 
microRNA-A (miR-A) as a miRNA that repressed WT1 expression by its binding to the 
WT1-3’UTR. miR-A-deficient mice exhibited high expression of WT1 in hematopoietic 
stem/progenitor cells (HSPCs) and developed myeloproliferative disorders (MPDs) 
characterized by expansion of myeloid cells in the BM, spleen and peripheral blood. 
Furthermore, silencing of WT1 expression in HSPCs of MPD miR-A-deficient mice by 
short hairpin RNA inhibited myeloid proliferation and differentiation in vitro. These 
results indicate that loss or decreased expression of miR-A plays an important role in 
the development of MPD through dysregulated overexpression of WT1 in HSPCs.  
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１． 研究開始当初の背景 

われわれはこれまでに，ウィルムス腫瘍遺伝
子 WT1 が白血病をはじめ種々の固形癌で高
頻度に過剰発現し，抗アポトーシス機能など
癌遺伝子様機能を果たすことにより癌化に
深く関与することを明らかにしてきた。しか
し白血病細胞や癌細胞において WT1 が高発
現する原因は未だ不明であり、WT1の発現調
節機構の解明はがんの発症や進展の機序を
理解するうえで重要である。 

近年、遺伝子の発現調節機構として、
microRNAs (miRNAs) による転写後段階で
の調節機構が注目されている。miRNA は
21-25-nt の長さのタンパクをコードしない
内在性低分子 RNAであり、標的mRNAの 3’
UTRにおもに結合し、標的 mRNAの分解を
促進あるいは翻訳を阻害することによりそ
の発現を抑制する。多くの研究成果から、
miRNA は異なる種間において高度に保存さ
れており、細胞増殖、アポトーシス、分化な
ど様々な細胞内イベントにおいて極めて重
要な機能を果たすこと、造血を含むほとんど
すべての組織の発達に不可欠であることが
明らかになってきた。また miRNAの発現異
常が様々な固形癌や造血器悪性腫瘍の発症
や進展に深く関与することが報告されてい
る。 

最近われわれは、WT1遺伝子を直接標的
とし、その発現を抑制することにより癌細胞
に対して細胞死を誘導しうる microRNA を
３種同定した。同定した 3種の miRNAのう
ち、miR-A(仮称)が最も効率よく WT1の発現
を抑制し、それに相関して最も強くアポトー
シスを誘導できることを示した。このように、
アポトーシス実行過程において miR-A が
WT1 のおもな発現抑制因子として働いてい
ることを証明し、miR-Aによる WT1発現調
節機構の生体内における役割を明らかにす
るため、miR-A欠損マウスを作成した。 

 

２．研究の目的 

作成したmiR-A欠損マウス表現型を解析し、
miR-Aによる WT1発現調節機構が制御する
生命現象を明らかにすること、および miR-A

による WT1 調節機構の破綻ががん化におい
て果たす役割を検証することを目的とした。 

 

３．研究の方法 
miR-A欠損マウスの血液学的解析および病理
学的解析により野生型マウスに比較して異
常を呈する血球分画・器官を明らかにし、
miR-Aによる標的遺伝子 WT1の制御が不可欠
な生命現象を明らかにする。 
 
 
 

４．研究成果 
① miR-A 欠損マウスは骨髄増殖性疾患(MPD)
を発症する 
miR-A の造血における役割を明らかにするた
め 、 miR-A(+/+), miR-A(+/-), お よ び
miR-A(-/-)マウスの末梢血を 12 ヶ月齢まで
定期的にモニタリングした。血算検査および
メイギムザ染色による形態観察により、
miR-A(+/-)マウスの 84.2% (19 匹中 16 匹)、
miR-A(-/-)マウスの 18.8% (16匹中 3匹)が、
約 3ヶ月齢を過ぎたあたりから末梢血におい
て芽球増加を伴わない成熟型顆粒球の増加
を示すことが明らかになった(図 1A)。FACS
解析により、増加した顆粒球は Gr-1+/Mac-1+
成熟好中球であることを確認した(図 1A)。こ
れらのマウスは脾腫を呈しており(図 1B)、HE
染色により、顆粒球増加による赤脾髄の拡張
と白脾髄の萎縮が観察された(Fig.1B)。脾細
胞および骨髄細胞の FACS解析により、Mac-1+
骨髄系細胞の割合の増加、B220+B細胞の割合
の減少を確認した。これらの結果から、miR-A
欠損マウスは成熟骨髄系細胞の増加を特徴
とする骨髄増殖性疾患(MPD)を発症すること
が明らかになった。 
 
図１ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 miR-A欠損マウスは MPDを発症する 

(A)(上段)末梢血メイギムザ染色像(下段)末梢血 FACS解

析の結果. (B)(上段)摘出した脾臓マクロ像(下段)脾臓

の HE染色像 
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② MPD を発症した miR-A 欠損マウスの骨髄
では造血幹前駆細胞が増加している 
MPD を発症した miR-A 欠損マウスの骨髄にお
ける骨髄系細胞をより詳細に解析した結果、
Gr-1+/Mac-1+成熟好中球、そのプロジェニタ
ー分画である GMP (granulocytes-macrophage 
progenitor)および造血幹前駆細胞分画(LSK
細胞分画；Lineage-Sca-1+c-Kit+)の割合(図
2A)および絶対数(図 2B)が増加していること
が明らかになった。また分化は障害されてい
ないことも確認された。これらの結果は、
miR-A 欠損マウスに発症した MPD は、造血幹
前駆細胞の異常増殖に起因していることを
示している。 
 
図２ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 miR-A 欠損 MPD マウスにおける LSK, GMP 分画、成

熟顆粒球の増加 

(A)骨髄における骨髄系細胞の各分画の割合を FACS解析

した。成熟顆粒球 (Gr)(Gr-1+/Mac-1+), LSK 細胞

(Lin-Sca1+cKit+)、骨髄系前駆細胞(MP)分画のうちの

CMP(Lin-Sca1-c-Kit+CD34+CD16/32low), 

GMP(Lin-Sca1-c-Kit+CD34+CD16/32high), 

MEP(Lin-Sca1-c-Kit+CD34-CD16/32-)分画の割合を示す。

(B)miR-A(+/+), miR-A(+/-), miR-A (-/-)マウスそれぞ

れの大腿骨一本から採取した骨髄細胞数と FACS 解析の

結果から算出した各分画の細胞絶対数を示す。*:p<0.05, 

n.s: not significant.  
 
 
 
 

③ 造血幹細胞分画における miR-A の発現低
下は WT1の過剰発現を引き起こす 
miR-A の骨髄細胞各分画における発現を
real-time PCR 法により解析したところ、
miR-A は造血幹前駆細胞(LSK 細胞)に高発現
する miRNAであることがわかった。このこと
から miR-Aはおもに LSK細胞において機能を
担っていると考えられ、miR-A 欠損マウスの
LSK 細胞におけ WT1 の発現を解析した。その
結果、miR-A(+/+)マウスに比べ、miR-A(+/-)
マウス LSK では 15.0 倍、miR-A(-/-)マウス
LSKでは 1.54倍の上昇を示した。これらの結
果は、LSK細胞において miR-Aは WT1を調節
していることを示している。 
 
④ miR-Aは骨髄幹前駆細胞分画において WT1
の発現調節を介して骨髄系細胞の産生を制
御している 
MPD発症マウスの LSK細胞における WT1遺伝
子の高発現が、骨髄系細胞の異常増殖の原因
であるかを検証するため、明らかな WT1発現
上昇を認めた miR-A(+/-)欠損 MPDマウス LSK
細胞における WT1発現を WT1-shRNA (sh-WT1)
により抑制し、メチルセルロース培地に蒔い
て骨髄系細胞コロニー形成能を評価した。
ShRNA による WT1 発現抑制は、骨髄系コロニ
ーの形成能を阻害することが示された。 
 
⑤ miR-Xは miR-A欠損に対する代償性 miRNA
として機能する 
miR-A欠損マウス解析から、miR-A(-/-) ホモ
欠損マウスは、miR-A (+/-) ヘテロ欠損マウ
スに比較し、MPD 発症率、LSK 細胞の増加お
よび LSK細胞における WT1発現上昇の割合な
ど、表現型が弱い傾向にあることがわかった。
これらの結果は、MPDを発症しなかった miR-A 
(-/-)ホモ欠損マウスの LSK細胞では、miR-A
欠損に対する代償性シグナルが機能してい
る可能性を示している。そこで miR-A(-/-) 
LSK 細胞において機能している代償性シグナ
ルを担う分子がその他の miRNAであると仮定
し、miR-Aの欠損 LSK細胞における miRNAの
発現を miRNA arrayにより網羅的に解析した。
その結果、array に含まれる 754 種の miRNA
のうち、miR-Xのみが MPD非発症 miR-A(-/-)
マウスの LSK細胞に顕著に高発現しているこ
とが明らかになった。まず、miR-X が miR-A
と同様に WT1の発現を抑制することを確認し
た。次に、miR-X発現上昇を認めた MPD 非発
症 miR-A(-/-)マウス LSK細胞における miR-X
発現を miR-Xインヒビターにより機能阻害し、
メチルセルロース培地に蒔いて骨髄系細胞
コロニー形成能を評価した。MiR-X インヒビ
ターによる miR-X機能阻害は、骨髄系コロニ
ーの形成能を促進することが示された。これ
らの結果から、miR-A (-/-) LSK 細胞に代償
性に発現誘導された miR-X は、miR-A 欠損の



結果引き起こされる WT1発現上昇、骨髄系細
胞の増加を軽減させ、MPD 発症を抑制してい
る可能性が示された。miR-A 欠損マウス解析
をとおし、マウス骨髄造血幹細胞では miR-A
および miR-Xの 2種の miRNAによる WT1発現
調節機構が機能していることが明らかにな
ってきた。これら miRNAによる WT1発現調節
機構がヒト造血器悪性腫瘍にも関連がある
か今後さらに検証していく必要がある。 
 
(結論) 
miR-A は骨髄造血幹前駆細胞において WT1 の
発現を調節することにより骨髄系細胞の産
生を制御しており、その制御機構の破綻は骨
髄増殖性疾患発症につながることを明らか
にした。 
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