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研究成果の概要（和文）：炎症や感染症によって産生されるサイトカインに応答して転写因子が

上昇し、標的遺伝子が活性化され、これらが細胞内因子を調節することによって免疫制御など

の生体防御機構が担われる。炎症や IFN-γなどのサイトカインで血小板産生誘導が促進される

ことが知られている。IRF	
 (interferon	
 regulatory	
 factor)-2 がマウス骨髄中の造血幹細胞分

画に	
 特異的に高発現していることを見いだし、IFN-γ	
 による CD41 発現誘導に伴う巨核球細胞

誘導には IRF-2 による制御が関連していることを明らかにした。感染症や炎症による造血機能

の変化において IRF-2 が重要な役割を担っているという新しい知見を得た。 

 
 

研究成果の概要（英文）：Megakaryopoiesis is associated with inflammation, and certain inflammatory 

cytokines stimulate hematopoietic progenitors to differentiate into megakaryocytes. Interferon-γ (IFN-γ) 

is an inflammatory cytokine that stimulates megakaryocyte development, and interferon regulatory 

factors (IRFs), IRF-1 and IRF-2 are typical transcription factors that are involved in IFN-γ response.  

We investigate the role of IRFs in megakaryopoiesis. To investigate the role of IRFs in 

megakaryopoiesis, mouse bone marrow hematopoietic stem cells (HSCs) were prepared and stimulated 

with IFN-γ. IFN-γ treatment induced IRF-2 expression as well as CD41 although their induction levels 

were much lower than that of IRF-1. When IRF expression levels were studied in mouse bone marrow 

cell fractions, IRF-2 expression was relatively high in HSCs. An in vitro clonogenic assay showed that 

IRF-2 overexpressed cells increased the number of megakaryocytic colonies, but not IRF-1 

overexpressed cells, suggesting that IRF-2 is involved in megakaryopoiesis. Mechanistic analysis 
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showed that IRF-2 transfection up-regulated CD41 promoter activity in hematopoietic cell lines through 

its binding to an ISRE-like site in the CD41 promoter. These findings suggest that IRF-2 plays an 

important role in megakaryocytic cell commitment or differentiation from hematopoietic stem cells by 

regulating CD41 expression in an inflammation state.  
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１．研究開始当初の背景	
 

抗ウイルス薬、及び抗癌剤として用いられて

いるインターフェロン(IFN)は細胞に作用さ

せると細胞核内で種々の遺伝子を発現誘導

し、それらの遺伝子産物がタンパク質合成阻

害及び、細胞増殖阻害などの効果を発揮する。

IFNで発現レベルが制御される因子のうち転

写因子IRFはDNA共通結合配列ISREに結合し

て転写を調節する。現在IRFファミリーは9種

類クローニングされ、その機能の解析が進め

られている。その中でIRF-2はインターフェ

ロン産生誘導を負に制御することで発見さ

れたが、申請者は細胞増殖分化の系において

正の制御因子として機能することについて

研究を進めてきた。すなわちIRF-2が細胞核

内でヒストンアセチル化酵素やその他の核

内タンパク質と結合し複合体を形成し、転写

活性促進等を介して細胞増殖機能を発揮し

ていることを明らかにしてきた。さらに最近

他の研究者によってIRF-2が未分化の培養血

液細胞を巨核球、血小板に分化誘導するとい

う報告がなされた (Stellacci,E.et	
 al.	
 

Biochem.	
 J.	
 2004)。この報告はIRF-2を培養

血液細胞に発現させた研究なので、さらには

動物(マウス)の骨髄細胞を用いた研究を行

う必要があると考えられたことから、IRF-2

の血液分化へ及ぼす影響を調べるという着

想に至った。動物から初代培養細胞を用いる

ことによって、再生医療分野におけるIRF-2

の機能研究にも発展し、IRFの生体機能にお

ける重要性を明らかにすることにより、さら

にはIFNの疾患治療への応用研究に役立てる

ことを目的とした。	
 

	
 

２．研究の目的	
 



インターフェロン制御転写因子IRF-2はイン

ターフェロン(IFN)の作用とIFNで誘導され

るIRF-1に対して拮抗するという機能解析に

おいてかなり進んでいる。しかしながら、こ

こ数年の間にIRF-2のIFN系以外での転写機

構が見いだされ、H4,	
 gpPhox91,	
 VCAM,	
 CIITA

などの遺伝子の上流にも作用し、細胞増殖な

どを制御しているという報告がされた。申請

者もこれまでH4遺伝子の系を用いて細胞増

殖におけるIRF-2の機能解析を転写活性と共

役因子の探索ということで研究成果を示し

てきた(A.	
 Masumi	
 et	
 al.	
 Mol.	
 Cell	
 Biol.	
 

1999,	
 A.Masumi	
 et	
 al.	
 J.	
 Biol.	
 Chem.	
 2001,	
 	
 

A.Masumi.	
 et	
 al.J.	
 Biol.	
 Chem.2003,	
 and	
 A.	
 

Masumi	
 et	
 al.	
 Oncogene	
 2006)。IRF-2は生

体において広く発現分布しており、また

IRF-1と異なり半減期も長く安定で、サイト

カイン刺激等による発現変動も少ないこと

から通常においてもなんらかの生体機能に

関わっていることが示唆される。さらに最近

IRF-2の血液分化に及ぼす影響に関する内容

が他の研究者によって報告されたことから、

IRF-2の細胞分化、特に血液細胞分化に及ぼ

す影響を調べることは、生体機能解析に非常

に役立つと考えられる。IRFの研究はそのノッ

クアウトマウスのphenotypeなどからもイン

ターフェロン(IFN)応答と切り離せないため、

多くの研究者はIFN応答性との関係で行って

いるが、別の観点からすなわちIFN反応,感染

ということから全く切り離して解析すること

により、IRF-2の別の機能が明らかになり、IFN

の疾患治療への応用にもつながると考えられ

る。本研究はIRFというインターフェロン系で

見いだされた因子を血液分化系関連因子とし

ての可能性を推定し、既に知られている血液

系分化因子との相互作用を見いだし、IRF-2

の血液分化制御における重要性を新規に見い

だすことを目的とした独創的な研究である。	
 

	
 

３．研究の方法	
 

（１）IRF-2が血液分化にかかわる因子を遺

伝子レベルで制御しているかどうかをその

因子の上流の配列を検索し、IRF-2結合制御

配列を見いだす。すなわちその因子の機能調

節を検討するために、血液培養細胞にIRF-2

を高発現させる系またはノックダウンさせ

る系を用いて、細胞分化誘導因子の遺伝子ま

たはタンパク質レベルの変動を見ることに

よってIRF-2制御因子を推察する。推定され

た因子の上流の配列にIRF-2結合部位が存在

するかどうかを検討し、IRF-2の転写活性上

昇作用が認められることを確認する。IRF-2

が制御する血液分化系因子が見いだされれ

ば、血液前駆細胞の赤血球または巨核球への

分化誘導機能に関わっているか否かを明ら

かにする。	
 

（２）また別にIRF-2が血液分化系に重要な

転写因子と相互作用することを見いだし、

IRF-2の血液分化に及ぼす機能と重要性を明

らかにする。IRF-2と相互作用する転写因子

が見いだされれば、その転写因子の制御する

別の因子とIRF-2との関連が解明される。こ

れらのin	
 vitroまたは培養細胞での結果をも

とに次に実験動物のマウスの骨髄細胞等を

用い、IRF-2の発現程度を調節する系(IRF-2

高発現、IRF-2ノックダウン)を用いてアッセ

イを行い、IRF-2の生体における役割を解析

し、IRF-2が生体における造血系に不可欠な

タンパク質であることを証明する。IRF-2結

合転写因子が見いだされたならば、それぞれ



のcDNAからDNA結合ドメイン、N末、C末の欠

損した変異cDNAを作成し、これらの遺伝子に

タグをつけて293T細胞に遺伝子導入し、抗体

アガロースを用いたbinding	
 assayをするこ

とで２つのタンパク質の結合部位を明らか

にする。	
 

	
 

４．研究成果	
 

（１）マウス骨髄細胞由来の造血幹細胞にお

いて	
 IRF-1とIRF-2の発現が高いことが明

らかとなった（図１）。	
 

図１	
 

	
 

（２）造血幹細胞にIFN-γ 刺激を行うとCD41

とともにIRF-1,2が誘導されることが確認さ

れた。レトロウイルスベクターを用いた系で

骨髄造血幹細胞にIRF-1,2を高発現させ、コ

ロニーアッセイを行ったところ、IRF-2を発

現した細胞において巨核球コロニーの数が

コントロールに比べ50-80%	
 増加した。この

機構について検討したところ、IRF-2がCD41

のプロモーター領域中のISRE配列を正に制

御することによってCD41の発現量を調節し

ていることが見出された（図２）。他の巨核

球分化に関与するいくつかの遺伝子もIRF-2

高発現によって上昇することがreal-time	
 

PCRで確認され、IRF-1およびIRF-2の変異体

発現細胞ではこれらの遺伝子に変化は認め

られなかった(図３)。IRF-2を高発現導入し

た骨髄幹細胞をマウスに移植すると、抹消血

細胞の血小板増加までは見られなかったが、

骨髄細胞においてCD41発現細胞数の有意な

増加が認められた。	
 

図２	
 

	
 

図３	
 

	
 

（３）さらにIFN-γ	
 によるCD41発現誘導に伴

う巨核球細胞誘導にはIRF-2による制御が関

連していることが明らかになった。IRF-2は骨

髄細胞の中でも造血幹細胞に特異的な発現が

見られることから、他の造血系特異的因子と

の相互作用も示唆される。以上のことから感

染症や炎症による造血機能の変化において

IRF-2が重要な役割を担っているという新し

い知見を得た（図５）。以上の研究成果はFEBS	
 

Lett.(2009)で発表され、続く研究成果は

Book,Hematopoietic	
 Stem	
 cells	
 (In	
 Tech社)

の	
 Chapter	
 proposalで発表しているところ

である。	
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