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研究成果の概要（和文）：本研究では、生体における代謝ストレス、酸化ストレスなどが造血細

胞の増殖分化に及ぼす影響を、CNC-Maf２量体転写因子の機能から明らかにすることを目的と

した。血小板形成の鍵因子である NF-E2 p45 は、酸化ストレス応答の鍵因子である Nrf2 の機

能に拮抗することで、巨核球の終末分化を促進することを明らかにした。また、巨核球におい

て NF-E2 p45 は血小板活性化に重要な因子群を直接活性化していることを見いだし、担癌状

態の巨核球では、p45 とその標的遺伝子である血小板関連遺伝子群の発現上昇がおこることが

わかった。 

 
研究成果の概要（英文）：This study aimed at clarifying how metabolic and oxidative stresses 

influence the proliferation and differentiation of hematopoietic cells from the viewpoint of 

CNC-Maf transcription factors.  I found that NF-E2 p45 antagonize with Nrf2 and 

promotes the terminal differentiation of megakaryocytes resulting in the increase of 

intracellular reactive oxygen species.  I also found that NF-E2 p45 directly activates the 

genes encoding the factors involved in the platelet function.  In tumor-bearing mice, 

expression of NF-E2 p45 and its target genes was robustly increased.   
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１．研究開始当初の背景 

小 Maf 群因子は、癌遺伝子 v-Maf の関連因子
で、塩基性領域・ロイシンジッパー(bZip)構
造を有し、それ自身でホモ２量体として、あ
るいは、p45 や Nrf2 などの CNC 群因子との
ヘテロ２量体として、Maf 群因子認識配列
(Maf recognition element; MARE)に結合する。

これまでに我々が作成した遺伝子改変マウ
スの解析より、Nrf2-小 Maf２量体は異物代
謝・酸化ストレス応答に、p45-小 Maf２量体
は血小板形成に重要であることが明らかに
なった(Motohashi et al, 1998; Motohashi et al, 

2000, Motohashi et al, 2004)。 

 p45と Nrf2 は結合配列を共有するにもかか
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わらず、生体におけるそれぞれの機能は大き
く異なる。p45 は巨核球の終末分化に重要で
ある一方、Nrf2 は分化初期の巨核球の増殖を
促進することが観察されていた。巨核球では、
MARE 配列に作用する転写活性化因子の違
いが、細胞の増殖相と成熟相との変換もたら
すと考えられた。また、我々による巨核球の
解析では、Nrf2-小 Maf が、細胞内の ROS を
低下させ、かつ、細胞増殖を促進することが
示唆されている。近年、Nrf2 の機能亢進が発
がんと関連することが報告され、肺がん細胞
の解析でも、Nrf2 依存的な ROS の低下と細
胞増殖の促進が報告された。しかしながら、
ROS の低下と細胞増殖促進との関係につい
ては、未だ明らかではない。また、巨核球の
成熟をもたらす p45 の直接の標的遺伝子につ
いても十分な解析はなされていなかった。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、生体における代謝ストレス、
酸化ストレスなどが造血細胞の増殖分化に
及ぼす影響を、CNC-Maf２量体転写因子の機
能から明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）巨核球初代培養を用いた NF-E2 p45

の ChIP-seq 解析 

 胎生 13.5 日の胎児肝臓より巨核球を培養
し、３日目に ChIP-seq 解析用にサンプルを
調製した。次世代シーケンサーを用いてゲノ
ムワイドな NF-E2 p45 の結合部位を決定し、
典型的な Nrf2 の標的遺伝子との比較を行っ
た。 

 

（２）野生型巨核球と NF-E2 p45 欠損マウ
ス由来の巨核球を用いたトランスクリプト
ーム解析 

 胎生 13.5 日の胎児肝臓より巨核球を培養
し、３日目にマイクロアレイ用の RNA を調製
した。マイクロアレイ解析により、両者の遺
伝子プロファイルを比較した。 

 

（３）NF-E2 p45 変異分子 p45NTR 発現マ
ウスの作成とその巨核球の解析 

 NF-E2 p45 のアミノ末端領域を欠失した
p45NTR を巨核球特異的に発現するトラン
スジェニックマウス、G1HRD-p45NTR マ
ウスを作成し、NF-E2 p45 欠損マウスと交配
して、NF-E2 p45-/-::G1HRD-p45NTR 複合
変異マウスを作成した。同マウスの血小板数、
巨核球における遺伝子発現、巨核球分化、血
小板の活性化能などについて解析を行った。 

 

（４）担癌マウスにおける巨核球造血の解析 

 担癌状態では消費性の血小板減少が観察
され、２次的な巨核球造血の亢進が観察され
る。このような状態における巨核球の分化、

成熟、血小板機能、NF-E2 p45の発現とその
標的遺伝子の発現について検討を行った。 
 
４．研究成果 
（１）巨核球において、NF-E2 p45 は、典型
的な Nrf2 の標的遺伝子に結合していること
がわかった。また、Nrf2 の標的遺伝子として
は同定されていない遺伝子群にも結合して
いることがわかった。とりわけ、血小板の機
能に関連する遺伝子群に多く結合が認めら
れた。 
 
（２）NF-E2 p45 欠損巨核球においては、Nrf2
の標的遺伝子の発現が上昇傾向にあること
が観察された。p45 が Nrf2 の機能に拮抗して
いるというこれまでの観察と一致する結果
である。また、血小板機能に関連する遺伝子
群は、NF-E2 p45 欠損巨核球において有意に
減少しており、ChIP-seq 解析の結果とあわせ
て解釈すると、NF-E2 p45 は、血小板機能に
関連する遺伝子群を直接活性化していると
いえる。 
 
（３）NF-E2 p45-/-::G1HRD-p45NTR 複合
変異マウスにおいては、ほぼ正常な巨核球分
化がおこっていることが確認された。しかし、
胞体突起形成が障害されており、血小板の軽
度減少が認められた。さらに、血小板の機能
を解析したところ、トロンビンに対する反応
性が低下していることがわかった。このよう
な巨核球における遺伝子発現を調べたとこ
ろ、NF-E2 p45 の直接の標的遺伝子として同
定された血小板機能関連遺伝子群の発現が
低下していることがわかった。このことから、
巨核球における NF-E2 p45 の活性は、血小
板数のみならず、その機能も規定しているこ
とが in vivo の実験系で確認された。 

 

（４）担癌マウスでは、がん移植後２週間あ
たりから、血小板が減少し、肺の血管には微
小血栓が多数認められた。このことより、担
癌マウスにおいては、血小板の活性化が亢進
状態にあることが示唆された。この状態にお
いては脾臓における巨核球造血が亢進して
おり、巨脾と成熟巨核球の増加が観察された。
脾臓から得られる巨核球では、NF-E2 p45 の
タンパク質量が著増し、それに伴い、その標
的遺伝子の発現も一様に増加していた。さら
に、NF-E2 p45 の遺伝子発現自体も増加して
おり、その上流因子である Gata1 の発現も上
昇していたことから、担癌ストレスにより巨
核球が応答して、Gata1-NF-E2 p45 制御系
が活性化されていることが明らかになった。 
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