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研究成果の概要（和文）：ヒト白血病発症において高頻度に遺伝子変異の標的となる転写制御

関連分子として Runx1（AML1）が知られている。本研究では、骨格系形成細胞における Runx1

に特異的な新規機能を明らかにするために、組織特異的 Runx1 遺伝子欠損マウス（Prx1-

Cre:Runx1flox/flox：）を作製し、これらマウスの解析をおこなった。その結果、10 週齢 Runx1-

cKO の海綿骨の骨密度は、野生型と比較して有意に減少していることが明らかとなった。また、

Runx1 は間葉系幹細胞において、骨関連因子 Osterix の発現制御を介して骨芽細胞分化メカニ

ズムに何らかの関与を有する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）： Runx1(AML1) encodes a hematopoesis-associated transcription
factor, the mutations of which are frequently encountered in human leukemia. To
investigate the potential role of Runx1 in bone development, therefore, we
systematically analyzed the skeleton of the mice in which Runx1 was removed using a
Cre-loxP system (Prx-Cre; Runx1fl/fl: Runx1-cKO, fl: floxed allele). In these mice, Runx1
should be abolished selectively from the early mesenchyme of the calvaria and the limb
primordium. µCT analysis showed that Runx1-cKO had significantly lower trabecular
bone mineral density compared with controls. In addition, bone marrow-derived
stromal cells cultures (BMSCs) from 10-week-old Runx1-cKO mice showed that bone
marrow stromal osteogenic colony number relative to total colony forming number
(colony-forming unit alkaline phosphatase/ CFU-fibroblast) in Runx1-cKO mice was
decreased in comparison to those observed for the control mice. Taken together, these
results suggest that Runx1 contributes to the murine osteogenesis.
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１．研究開始当初の背景
　Runx1 は造血幹細胞に必須の転写関連因子
であり、特に Runx1 は遺伝子破壊個体の作
出と解析によって、造血系において決定的
な役割を果たしていることが示され、多く
の関連報告によって支持されてきた
（Hayashi 他, J. Immnol., 2000; Taniuchi
他, Cell, 2002; Ichikawa 他, Nature Med.,
2004）。また、Runx1 を標的とする染色体転
座は白血病患者全体の 20％あまりで検出さ
れ、そのキメラ型変異遺伝子が白血病発症
の根本的な原因となることが明らかにされ
ている（Look， Science,1997）。一方で、
Runx1 の遺伝子破壊は初期発生段階で胚性致
死となり、後期発生段階や成体での正常な
機能を解析するには方法論的に限界がある。
また、Runx はアミノ酸配列や分子構造のよ
く似た類縁分子が複数存在しファミリーを
構成しており、哺乳動物では 3 種のファミ
リー分子 Runx1, Runx2, Runx3 が存在する。
各 Runx 分子は極めてよく保存された DNA 結
合モチーフ runt ドメインを持ち、いずれも
CBFb を二量体形成の唯一のパートナーとし
て転写因子複合体を形成する。Runx1 ノッ
クアウト（KO）が造血系に主な異常を示す
のに対し、Runx2 KO では骨形成に、Runx3 KO
では消化管や神経系発生に異常が見られ
（Komori 他 , Cell, 1997; Li 他, Cell,
2002）、各ファミリー分子それぞれの機能
特異性が伺える。一方で、Runx1 が後期発生
段階や成体で、正常あるいは疾患発症時に
未知の機能を有する可能性は高い。事実、
現所属教室の研究グループのこれまでの成
果（Fukushima-Nakase 他, Blood, 2005）
からも Runx ファミリーの分子間補償性が強
く示唆されているところである。すなわち、
Runx1 KO で欠失させた部位に Runx2、3 の相
同な cDNA を挿入した Targeted ノックイン
（KI）マウス（Runx1-2/1-3 KI マウス）は
Runx1 KO の造血障害を回復し、胎生致死も
回避して成体まで成育することを現所属教
室の研究グループが示している。しかしな
がら、造血障害がレスキューされた機能低
下型 Runx1/AML1 変異体マウス（Runx1 分子
のカルボキシル末端側をそのファミリー分
子である Runx2 由来のものに置き換えたも
の：Runx1-2 KI）は正常体と比べて個体サ
イズが小さく、更に胸腺及び脾臓が著しく
縮退するという新たな異常が観察された。
これは、KI による不十分な Runx 機能レスキ
ューに起因する分子作用機序、標的遺伝子
などの混乱によるものと推察されるが、
Runx1 が特異的な造血系以外の新規機能の存
在を有する可能性が示唆された。

２．研究の目的
　これまでの Runx1 に関する報告例と
Runx1-2 KI マウスの観察所見から、Runx1-2
KI マウスにおいても骨組織の成長に何らか
の異常が生じていることが強く推察された。
また、ファミリー分子間の機能補償性や
Runx1 の新規機能などを明らかにするために
はシンプルな遺伝子破壊だけでなく、組織
特異的・誘導的遺伝子標的実験などによる
より高度な遺伝学的手法、すなわち異なっ
た視点からのより複合的なアプローチによ
る解析が重要であると考えられるが、その
ようなアプローチによる解析は十分になさ
れたとは言えない。したがって、本研究計
画では分子レベルおよび個体レベルの両面
から Runx ファミリーの制御、作用機序、生
物作用を明らかにし、特に骨組織における
Runx1 の新規機能の探索を目的とした。さら
に、Cre-loxP システムを利用した組織特異
的 Runx1 遺伝子欠損マウスを解析し、Runx
ファミリーの持つ機能補完性、特異性を明
らかにすることを目指した。

３．研究の方法
(1)  　骨組織における Runx1 に特異的な新
規機能を明らかにするために、Cre-loxP
システムを用いた間葉系組織特異的
Runx1 遺 伝 子 欠 損 マ ウ ス （ Prx1-
Cre:Runx1flox/flox：Runx1-cKO）を作製し、
これらマウスの解析を行い、Runx ファ
ミリーの持つ機能補完性、特異性を明ら
かにすることを目指した。

1.  Runx1-cKO から大腿骨と頚骨を取り
出し，X 線 CT 装置を用いた骨密度測定
を行った。また、Runx1-cKO 由来の骨
髄由来間葉系幹細胞（bone marrow-
derived stromal cells：BMSC）を培
養して RNA とタンパク質を回収した
後，定量的 RT-PCR により遺伝子発現
について検討を行った。
2.  骨分化誘導時における Runx1 の機能
解析をアルカリフォスファターゼ
（ALP）染色と von Kossa 染色を用い
て行った。
3.  BMSC の脂肪分化を Oil Red O 染色
を指標に評価した。

(2) 　Runx1flox/floxマウスから調製した BMSC に
対して、組換えアデノウイルスを用いて
Cre リコンビナーゼを強制的に過剰発現
させ、in vitro における誘導的 Runx1 機
能低下システムを構築した。これらの細
胞について骨関連遺伝子である Osx、オ
ステオポンチン mRNA の発現変動等、細
胞生物学的解析を行った。



(3) 　Runx ファミリーの標的分子の同定を目
的とした解析を行った。Runx1 機能低下
システムを用いて、マイクロアレイ法に
よる解析を行い、Runx1 の標的候補分子
を絞り込んだ。最終的に、Runx1 の標的
候補分子については、レポーターアッセ
イを行い Runx1 が標的候補分子の発現に
どのような影響を与えるのかを検討し、
Runx1-cKO により影響を受ける分子カス
ケードの絞込みと同定を試みた。

４．研究成果
(1) 　骨格系形成細胞における Runx1 に特

異的な新規機能を明らかにするために、
Cre-loxP システムを用いた間葉系細胞
特 異 的 Runx1 遺 伝 子 欠 損 マ ウ ス
（Runx1-cKO）を作製し、これらマウス
の表現型の解析をおこなった。その結
果、生後３週齢までの Runx1-cKO にお
ける胸骨剣状突起の形体異常と骨化遅
延が明らかとなった。さらに、X 線 CT
装置を用いた骨密度測定の結果、10 週
齢 Runx1-cKO における海綿骨の骨密度
は、野生型と比較して有意に減少して
いることが明らかとなった。また、間
葉系幹細胞の CFU-F（線維芽細胞コロニ
ー形成単位）活性を測定した結果、
Runx1-cKO から採取した骨髄細胞の
CFU-ALP（ALP 陽性 CFU）は、野生型に
比べ有意に減少することが明らかとな
った（図１）。

(2)   Runx1-cKO から調製した BMSC を骨分
化誘導し ALP 染色を用いて骨分化能を
評価した結果、Runx1-cKO においては、
野生型から調製した細胞と比べて、ALP
活性の低下が観察された。また、定量
的 RT-PCR により分化マーカーの発現を
検討した結果、骨関連因子 Osx、オステ
オポンチン mRNA の発現低下が確認され
た（図２）。すなわち、Runx1 が間葉系
幹細胞から骨芽細胞への細胞分化を制
御している可能性が示唆された。一方

で、Runx1-cKO から調製した BMSC の脂
肪分化を Oil Red O 染色によって評価
したが、Runx1 機能低下による脂肪細胞
分化能への影響は見られなかった。

(3) 　間葉系幹細細胞に発現する Runx1 の
機能的役割を検討する目的で、BMSC を
Runx1flox/flox マウスから調製し、組換え
アデノウイルスを用いて Cre リコンビ
ナーゼを強制的に過剰発現させ、in
vitro における誘導的 Runx1 機能低下
システムを構築し、定量的 RT-PCR によ
る解析を行った結果、骨関連遺伝子で
ある Osx、オステオポンチンの mRNA 発
現低下が確認された。

(4) 　Runx1 は間葉系幹細胞において、骨芽
細胞分化メカニズムに何らかの関与を
有する可能性が示唆されたので、次に、
Runx1 の標的分子【Runx1 により発現制
御される遺伝子群】の同定を目指した。
具体的には、BMSC において誘導的に
Runx1 の機能低下を誘導したときの遺伝
子変動を DNA マイクロアレイを用いて
解析した。その結果、骨関連遺伝子で
ある Osx 、 Periostin 、 Osteoglycin,
Semaphorin-3A mRNA の発現低下が観察
された。また、BMSC に対する Runx1 の
強制過剰発現によって Osx の mRNA 発現
が有意に上昇することを定量的 RT-PCR
によって確認した。以上の結果より、
Runx1は間葉系幹細胞において、Osx mRNA
の発現制御を介して骨芽細胞分化メカ
ニズムに何らかの関与を有する可能性
が示唆される。

(5) 　現在、Runx1 による Osx 転写活性化へ
の影響を検討するために、マウス線維
芽細胞 C3H10T1/2 を用いて転写活性の
測定を行い、Runx1 による Osx mRNA の
発現制御機構に関して詳細に検討中で
ある。また、Runx１の標的候補分子に
関しても同様の解析を継続して行う。
具体的な手法は、注目する遺伝子の転
写調節領域をルシフェラーゼなどのレ
ポーターにつないだもの（レポーター
ベクター）を作製する。レポーターベ
クターと共に Runx1 発現クローンを細

図２



胞に導入し過剰発現させる。Runx1 発現
クローンが注目する遺伝子の転写調節
領域に及ぼす作用をルシフェラーゼ活
性などで評価する。本研究成果は Runx
分子の新たな機能・生物作用について
の理解のみならず骨粗鬆症といった疾
患発生における Runx 分子の作用機序理
解に必要不可欠な情報を提供すること
が期待される。
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