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研究成果の概要（和文）：造血幹細胞から血小板が産生される分化メカニズムを明らかにするた

めに、家族性血小板減少症に関連する RUNX1 遺伝子の解析を行った。その結果、RUNX1 は血小

板系列特異的に発現する PF4 遺伝子のプロモーターに結合し、ETS-1、FLI-1 と協調的に PF4 を

活性化した。しかし、血小板減少症患者に見られる RUNX1 変異体は、プロモーターを活性化で

きなかった。そこで、生理的条件下の正常型、変異型 RUNX1 の機能を評価し、モデルマウス作

製へと応用するため血小板系列特異的に外来遺伝子を強制発現できる ES 細胞分化系を構築し

た。 

 
研究成果の概要（英文）：To understand the molecular mechanism for platelet production from 
hematopoietic stem cells, we focused on the Runx1 gene, which is closely related to 
familial platelet disorder (FPD). In the current study, RUNX1 is shown to bind to the 
promoter sequence of the PF4 gene, which is expressed only in platelet lineage, and 
cooperatively activate the promoter with ETS family proteins, ETS-1 and FLI-1. On the 
other hand, RUNX1 mutants found in the FPD patients could not activate the promoter. To 
understand the functional difference between wild type and mutant RUNX1 in physiological 
platelet differentiation, a novel ES cell differentiation system was established, in 
which exogenous genes can be overexpressed only in platelet lineage  
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１．研究開始当初の背景 
血小板は造血幹細胞から産生され、止血、

血管修復等の重要な役割を担っている。1994
年に発見されたトロンボポエチンは、血小板
産生を強く促進する因子であり、血小板減少
症の治療に用いられることが期待された。し
かし、生体における中和抗体の生成等、臨床
応用は困難であることが明らかとなり、トロ
ンボポエチンに代わる血小板減少症治療薬
の開発が強く望まれていた。このため、造血
幹細胞からどのように血小板へと細胞が分
化するのかについてのメカニズムの解明は
急務であったが、国内外において本研究の大
きな進展は見られていなかった。 
著者らは、造血幹細胞から血小板への分化

成熟メカニズムを解明するために、血小板系
列の遺伝子発現制御に関与する転写因子の
同定を目的に研究を進め、血小板系列特異的
に発現する血小板第４因子（PF4）の発現制
御機構についての解析から、血小板の分化成
熟を制御する可能性のある候補転写因子と
して、RUNX1、MEIS1、USF をはじめとする 11
種の転写因子の同定に成功していた。そこで、
これらの転写因子がPF4 遺伝子をどのような
メカニズムで発現制御するのか、また、血小
板の分化成熟にどのように関与するのかを
解明することで、血小板の分化成熟機構の詳
細を解明しようと考えた。 

 
２．研究の目的 
(1) 転写因子 RUNX1 が PF4 遺伝子の発現を制
御するメカニズムを明らかにする。 
 
(2) 家族性血小板減少症に見られるRUNX1 遺
伝子への変異が血小板減少症を引き起こす
メカニズムを提唱する。 
 
(3) 血小板減少症モデルマウス作製のため
に必要となる、血小板系列特異的に遺伝子を
強制発現させるシステムを構築する。 
 
３．研究の方法 
(1) RUNX1 が結合する PF4 プロモーター中の
配列をゲルシフトアッセイにより同定する。
また、RUNX1 と協調的に PF4 プロモーターを
活性化する転写因子をレポータージーンア
ッセイにより同定する。 
 
(2) 正常型 RUNX1 と RUNX1 変異体の機能の違
いを、レポータージーンアッセイにより解析
する。 
 
(3) PF4 プロモーターに GFP 遺伝子を連結さ
せた配列をもつ ES 細胞を作製し、これを in 
vitro で血小板へと分化させる際に、血小板
系列特異的に遺伝子を強制発現させること
ができるかを検証する。 

 
４．研究成果 
(1) PF4 プロモーターに含まれる 8 箇所の
RUNX1 結合モチーフを含むプローブと RUNX1
タンパク質を用いたゲルシフトアッセイを
行った。その結果、6 箇所のサイトに RUNX1
が結合することが明らかとなった。また、
RUNX1 と ETS ファミリーの転写因子の発現ベ
クターを用いたレポータージーンアッセイ
から、ETS-1、FLI-1 が RUNX1 と協調的に PF4
プロモーターを活性化することが明らかと
なった。 
 
(2) 家族性血小板減少症に見られる 10 種の
RUNX1 変異体を用いてレポータージーンアッ
セイを行った。その結果、変異型RUNX1 では、
天然型 RUNX1 でみられた ETS-1、FLI-1 との
協調的な転写活性化は見られず、正常型と比
べ PF4 プロモーター活性は、80％以上減少す
ることが明らかとなった。この結果から、家
族性血小板減少症にみられるRUNX1 遺伝子へ
の変異は、血小板系列に特異的に発現する遺
伝子の発現を大きく減少させることが明ら
かとなり、この現象が血小板産生を妨げるこ
とで血小板減少症が発症する可能性が示さ
れた。 
 
(3) PF4 プロモーターに GFP 遺伝子を連結さ
せたトランスジーン 1コピーをマウス ES 細
胞の Hprt 遺伝子の上流に相同組換えにより
挿入した。得られた ES 細胞を骨髄ストロー
マ（OP9）細胞上で 5日間培養することで、
FLK-1 陽性の中胚葉系細胞へ誘導後、さらに
新しい OP9 細胞上で 5日間トロンボポエチン
を含む培地で巨核球、血小板系列へと分化さ
せた。分化後の細胞を蛍光顕微鏡で観察する
と、GFP を強く発現する細胞、包帯突起を形
成する細胞が確認された（下図）。さらに、 
 

図１ 血小板系列特異的に外来遺伝子を強制発現

できる血小板分化システム 

 
CD41 抗体を用いた FACS 解析、アセチルコリ
ンエステラーゼ染色の結果から、血小板系列



特異的にGFP が発現していることが明らかと
なった。本結果から、RUNX1 変異体の機能解
析、血小板減少症モデルマウス作製のための
基盤技術を構築できたと考えられる。 
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