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研究成果の概要（和文）：RUNX1は造血幹細胞の発生制御に係る転写因子であるがその分子機構は十分には解明
されていない。当研究では標的遺伝子の探索による当命題解明への寄与を試みた。RUNX1欠損ES細胞の解析から
３種の新規標的遺伝子候補を選び出したところ、いずれもRUNX1/CBFβ存在下でそのプロモータが活性化され
た。このうち２種で、RUNX1の結合をクロマチン免疫沈降法によって確認した。さらに、RUNX1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、これら２種の遺伝子発現が確かにRUNX1依存性であることを細胞レ
ベルで確認した。以上から、この２種はRUNX1の新規標的遺伝子であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：To understand the molecular mechanism of the regulation of hematopoietic 
stem cells, we focused on the identification of the novel transcriptional targets of hematopoietic 
transcription factor RUNX1. Although many target genes have so far been identified, a number of 
important targets should still remain to be elucidated. We have selected three candidate genes 
through array-analysis of the RUNX1-deficient murine ES cells that have been described for 
hematopoietic regulation. We found that RUNX1 regulated the promoter activity of all these three 
genes detected by luciferase reporter assay experiments. ChIP assay showed that RUNX1 bound to the 
RUNX1-binding sequence(s) in the cis-regulatory sequences of the two candidate genes of the three. 
In addition, the message levels of these genes were regulated depending on the RUNX1 status in the 
cell-level experiments. Thus, the two genes of the three candidate genes should be the novel 
transcriptional target genes of RUNX1. 
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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のみならず、血小板産生やＴ細胞分化においても中心となる働きを担う転写因子
である。本研究によって、これまで知られていなかった２つの標的遺伝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。また、これらの分子はいずれも造血・
免疫系に関与することが知られていることから、今後、これらの遺伝子群の生物作用の詳細や、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、造血の分子メカニズムの詳細解
明やRUNX1機能異常が関わるヒト疾患の新規治療法の開発に貢献することが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 造血幹細胞はすべての系統の血球に分化する多分化能と自己複製能を併せ持つ細胞であり、
細胞療法の標的細胞として今後の臨床応用が期待されるものの、その制御の分子機構には不明
な点が多く残されている。造血関連転写因子である RUNX1 は、造血幹細胞の初期発生や成体で
の血小板造血や維持にとって必須の転写因子であり、白血病発症における遺伝子変異の標的と
なり、時空特異的に機能し、幹細胞制御に関わる重要な標的遺伝子群の発現を調節する。RUNX1
には既に多くの標的遺伝子群が知られているが、その多彩な生物作用を十分に説明できるだけ
の標的遺伝子は、必ずしも特定できていないのが現状である。 
 筆者らは、RUNX1 を介した造血発生・分化制御の分子メカニズムを解明するために、造血幹
細胞分化に関わる RUNX1 の新規標的遺伝子の同定を目的に研究を進め、新規候補遺伝子群を既
に複数分離していた。そこで、これらの新規候補遺伝子群が RUNX1 の新規標的遺伝子であるか
どうかを分子生物学的手法を用いて解析し、さらにその候補遺伝子群と RUNX1 との協調機能の
解析することで、未だ不明な点が多く残されている造血幹細胞の形成•自己複製•分化や血液細
胞の産生の分子機構の詳細を解明しようと考えた。 
 
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 転写因子の標的遺伝子を新規に同定し、そ
の標的遺伝子と RUNX1 との協調機能を解析することで、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の解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 

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制御解析 
 細胞に Lipofectamine2000(Thermo Fisher Scientific)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。48 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、RUNX1 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、RUNX1 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(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) ルシフェラーゼアッセイによる転写制御解析 
 ３種の候補標的遺伝子のプロモーター領域について in silico 解析で RUNX1 結合部位の存在
の有無を調べた結果、それぞれに存在することが確認された。そこで、RUNX1 による転写活性
化能をルシフェラーゼアッセイにて検討した。候補標的遺伝子のプロモーター領域とされる
RUNX1 結合部位を含む転写開始点上流に位置する DNA 断片をクローニンングし、それぞれのプ
ロモーター領域の下流にルシフェラーゼ遺伝子を導入することによってレポーターベクターを
作製した。次いで、24 well plate に播種した HeLa 細胞に対し、リポフェクション法により RUNX1
発現プラスミドと各ルシフェラーゼベクターを導入し、48時間後にルシフェラーゼアッセイを
行った。その結果、RUNX1 の発現により３種の候補標的遺伝子の転写は正に活性化されること
が確認できた。 
 次に、これら３種の候補標的遺伝子の転写がどのようなメカニズムによって RUNX1 による制
御を受けるのか検討を進めた。RUNX1 コンセンサス配列に結合しない一連の変異型 RUNX1 の発
現ベクターと RUNX1 結合部位に変異を施した変異型ルシフェラーゼベクターを利用し、RUNX1
転写因子の候補遺伝子プロモーター領域に対する作用について解析した。まず、RUNX1 コンセ
ンサス部位に結合しない変異型 RUNX1 を用いてルシフェラーゼアッセイを行った。その結果、
３種とも候補標的遺伝子の転写は活性化されなかった。くわえて転写活性化ドメインを欠く
RUNX1 変異体をもちいて同様の検討を行なったが、ここでもプロモーターの活性化は観察され



なかった。さらに、候補遺伝子プロモーター領域にある RUNX1 結合配列に変異を導入して RUNX1
が結合できない変異体プロモーターを作製した。これらのプラスミドと上述の RUNX1 変異体と
のさまざまな組み合わせを用いて、ヒト血球系培養細胞中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。その結果、３種の候補標的遺伝子の変異型ルシフェラーゼベクターのい
ずれも RUNX1 によって正方向に活性化された。次に、RUNX1 コンセンサス部位に結合しない変
異型 RUNX1 を用いて同様にルシフェラーゼアッセイを行うと、３種とも候補標的遺伝子の転写
は活性化されなかった。くわえて転写活性化ドメインを欠く RUNX1 変異体を用いた同様の検討
を行なったが、ここでもプロモーターの転写活性化は観察されなかった。このことから、3 種
のこうした転写調節は、RUNX1 による直接的なものではなく、RUNX1 と他の転写因子群との協調
による可能性が示唆された。 
 
(2) クロマチン免疫沈降法による解析 
 候補標的遺伝子のプロモーター領域の RUNX1 結合部位付近に RUNX1 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。ヒト慢性骨髄性白血病由来の K562 細胞に対し、
RUNX1 抗体で免疫沈降させた 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、３種のうち２種の候補標的遺伝子でコントロール領域と比較して RUNX1 結
合部位付近で顕著な RUNX1 の結合を認めた。 
 
(3) RUNX1 による標的遺伝子発現の変化 
 候補標的遺伝子発現が RUNX1 により制御されているかを確認した。RUNX1 とその共役因子の
CBFβを強制発現させた K562 細胞及び siRNA で RUNX1 をノックダウンさせた K562 細胞から
Total RNA を ISOGEN 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、各遺伝子発現の相対定量比較を行った。その結果、３
種のうち２種の候補標的遺伝子の発現が RUNX1 により変化していることを確認することができ
た。Jurkat 細胞を用いた場合でも同様の結果が得られた。 
 
 本研究によって、これまで知られていなかった転写因子 RUNX1 の２つの標的遺伝子を新規に
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。また、これらの分子はいずれも造血・免疫系に関与することが知られていることから、
今後、これらの遺伝子群の生物作用の詳細や、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、造血の分子メカニズムの詳細解明や RUNX1 機
能異常が関わるヒト疾患の新規治療法の開発に貢献することが期待される。 
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