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研究成果の概要（和文）：microRNA（miRNA）は哺乳類では 2000 年に発見された 18-24 塩基の
small non coding RNA である.  

miR-126 は造血幹細胞では高発現しているが, B細胞の分化が進むにつれて発現が低下す
る. 昨年度までにmiR-126 のB細胞分化促進作用をMLL-AF4 白血病細胞や正常造血細胞において
見出した。興味深いことに、MLL-AF4白血病細胞においては、miR-126はB細胞分化における重
要転写因子であるEBF1, E2A, PAX5 といった転写因子群の発現を変化させなかった。更には転
写因子を欠損している場合においてもmiR-126 が部分的にB細胞分化を誘導できることを見出
した。miR-126 まだ系列にコミットしていない細胞群に対して 転写因子非依存的にB細胞に細
胞運命決定する機能を持つことが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）： MicroRNAs (miRNAs) are small noncoding RNAs vital to many cell 
functions that act post-transcriptionally to decrease the expression of target mRNAs. In this study we 
investigated miRNA involvement in cell differentiation in acute leukemia.  In ALLs with MLL 
rearrangement, the expression of miR-126 is downregulated compared to other types of ALLs. When we 
restored miR-126 expression in a cell line derived from an MLL-AF4 ALL patient (SEM), B cells 
markers CD20 and CD19 were significantly upregulated, suggesting that miR-126 had induced B cell 
differentiation in MLL-AF4 ALL. A cDNA array measuring gene expression also showed upregulation of 
B cell related genes in SEM cells overexpressing miR126.  When we overexpressed miR-126 in normal 
hematopoietic cells in vivo via mouse bone marrow transplantation, we also observed an increase in the 
number of CD19+ cells in the peripheral blood, revealing that miR-126 induces B cell differentiation both 
in leukemia and normal hematopoietic cells. The mechanism of B cell differentiation by miR-126 was 
investigated using the coculture system of mouse fetal liver cells and TSt-4 stromal cells, which showed 
that miR-126 induces differentiation in uncommitted cells but not in cells committed to a lymphoid or 
myeloid lineage.  
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１．研究開始当初の背景 

microRNA（miRNA）は哺乳類では 2000 年に発

見された 18-24 塩基の small non coding RNA で

ある. 急性前骨髄性白血病におけるレチノイン
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酸による分化誘導療法は従来の抗がん剤を用

いた“total kill therapy”とは一線を画す画期的

な治療法であるが, 他の悪性疾患においては

有効なものが報告されていない。細胞系列決定

は発生において、また成体組織の維持において

も重要である。造血系では表面マーカーによっ

て細胞を純化することによって、発生学的ヒエラ

ルキーが最も精力的に研究され、詳細に明らか

にされている。細胞の運命決定には現在までの

ところ転写因子が重要な働きをしているというの

が一般的で、各系列への運命決定は、EBP, 

PAX5, GATA2, C/EBP, PU.1 などによって誘導

されると考えられている。しかしながら、転写因

子によって引き起こされる転写活性の差だけで

造血系全ての系列決定を説明するのは難しく、

他のメカニズムが関わっている可能性が考えら

れる。その一例に B 細胞にコミットした細胞に、

骨髄系細胞の分化に必須の転写因子 c/EBPα

を異所性に発現させた場合や、逆にB細胞分化

維持に必要な PAX5をノックアウトした場合、マク

ロファージへのリプログラミングが起こるが、逆に、

骨髄系にコミットした細胞、つまり CMP 以降に分

化した骨髄系の細胞に PAX5 や E2A を導入し

ても、c/EBPαをノックアウトしても B 細胞系列へ

のリプログラミングはおこらないということがある。

microRNA は哺乳類では 2000 年に発見された

18-24 塩基の small non coding RNA である。

microRNA はターゲット mRNA の 3’UTR に結合

し、その発現を mRNA レベルおよび、蛋白翻訳

レベルにおいて抑制する機能を持つ。一つの

microRNA は数百のターゲット遺伝子をもつこと

もあり、その機能的な重要性は microRNA の生

成に必須である Dicer や Drosha 遺伝子をノック

アウトしたマウスが胎性致死であることより明らか

である。また、がんにおいても重要な機能を担っ

ており、申請者は最近 MLL-AF4ALL (acute 

lymphocytic leukemia)において miR-128b, 

miR-221 を発現したときには抗がん剤に対する

感受性を高めることを報告した。(Kotani A et al 

BLOOD 2009)  更に miR-126 を B 細胞と骨髄

系細胞両方のマーカーを発現し B-骨髄系前駆

細胞が形質転換したと考えられる MLL-AF4 

ALL 細胞に導入した場合、CD20, CD19 といっ

た B 細胞分化マーカーの発現が上昇することを

見出した。ｃDNA array の結果では、miR-126 を

過剰発現した場合、B 細胞関連遺伝子群の発

現が、単球骨髄細胞関連遺伝子群よりも全体と

して有意に上昇するという結果を得た。興味深

いことに、B 細胞分化が進むにつれて発現の上

昇する PAX5、EBF1 といった転写因子の発現は、

miR-126 を過剰発現しても変化しなかった。 

 

２．研究の目的 

以上の結果より、転写因子以外のメカニズム、

PAX5, EBF1 などのＢ細胞分化維持に重要な働

きを持つ転写因子とは独立な働きを持つ可能性

がある miR-126 によって引き起こされるＢ細胞分

化のメカニズムを詳細検討することを本研究の

目的とする。 

 

３．研究の方法 

miR-126 が機能する造血前駆細胞分化段階を

特定するために、マウス胎児肝より各分化段階

細胞分画を分離性精製し、miR-126がB細胞系

の分化を促す分化段階を、前述の TsT4 細胞と

の共培養系にて特定する。更にその作用機序を

転写因子との相互作用を中心に cDNA array 等

を用いて検討し、miR-126 の B 細胞分化促進作

用のメカニズムを明らかにする。 

C57/B6 CD45.1 胎児肝より、All progenitor 

cells (lin-), 

lymphoid-primed multipotent progenitor (LMPP)  

(lin-c-kit+Sca-1+CD27+), CMP(Lin- Sca-1- 

CD34+c-kit+IL-7Rα-FcγRlow),  



GMP((Lin-Sca-1- CD34+c-kit+IL-7αR-FcγR 

high)、CLP(lin-c-kitlow Sca-1low  

Thy1-IL-7Rα+)を採取し、レトロウィルスによっ

て miR-126/GFP を導入した後、GFP 陽性細胞

をソートし、TsT4 細胞と共培養する。6 日後に

CD19、mac-１等系列マーカー（lin）を測定し、コ

ントロール細胞との差を比較する。すでに lin-細

胞にCD19細胞がmiR-126導入細胞において、

コントロール細胞 より増加することを明らかにし

ている。よって、lin-を更に分画した上記 4 種類

の細胞群に同様の表現形を持つ細胞群が存在

するはずである。その細胞群よりソーティングし、

ゲノムを抽出し、免疫グロブリン重鎖のVDJ領域

組み換えの有無を変性ゲノミック PCR にて検討

し、分子レベルでの B 細胞系列へのコミットの有

無を確認する。分子レベルにてB細胞へのコミッ

トが確認されたmiR-126導入細胞がコントロール

細胞より B 細胞の産生を増やす血液分化段階

が特定されれば、上記結果をより厳格に確認す

るために、顕微鏡下 1細胞採取、もしく限界希釈

法による単一細胞培養を行い、B 細胞の出現頻

度を測定する。 

また、miR-126 が上記を引き起こすメカニズムに

ついて、転写因子との関連性の有無、ターゲット

遺伝子同定を目的に、マイクロアレイを用いて網

羅的に遺伝子の発現を検討する。 

 

４．研究成果 

miR-126 の B 細胞分化促進作用を

MLL-AF4 白血病細胞や正常造血細胞にお

いて見出した。興味深いことに、MLL-AF4 白

血病細胞においては、miR-126はB細胞分化

における重要転写因子である EBF1, E2A, 

PAX5 といった転写因子群の発現を変化させ

なかった。更には転写因子を欠損している場

合においても miR-126 が部分的に B 細胞分

化を誘導できることを見出した。miR-126 まだ

系列にコミットしていない細胞群に対して 転

写因子非依存的に B 細胞に細胞運命決定す

る機能を持つことが明らかとなった。 
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