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研究成果の概要（和文）：造血関連転写因子AML1/Runx1が、血球産生型血管内皮から造血幹細胞が発生する過程を制御
する分子機構解明の検討を行った。Runx1遺伝子にリポーター遺伝子（GFP）をノックインしたマウスの作製に独自に成
功し、GFPシグナルの観察が可能であった。ES細胞分化モデルの網羅的遺伝子解析によりRunx1依存性分子として見出し
た、血管内皮間葉転換関連転写因子がRunx1遺伝子機能阻害により発現低下し、造血幹細胞発生時に解離する密着結合
が発現亢進した。これらは、仮説“極性と密な接着を有する血管内皮が、Runx1により血管内皮間葉転換を介して造血
幹細胞に形質転換する”を支持すると示唆された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to investigate the molecular mechanism in the process of 
hematopoietic stem cells (HSCs) emergence from the hemogenic endothelium by the hematopoietic transcriptio
n factor AML1/Runx1. We originally succeeded in the production of knock in mouse which had reporter gene (
GFP) targeting the Runx1 locus and could observe GFP signal in this mouse. We also discovered Runx1 depend
ing factor, endothelial mesenchymal transition related transcription factor, by using comprehensive gene e
xpression analysis against embryonic stem cell differentiation model. Runx1 gene knock down effects on the
 downregulation of this transcriptional factor and upregulation of the tight junction which dissolves at t
he HSCs emergence. These findings suggest that Runx1 can transform vascular endothelium with polarity and 
tight adhesion into HSCs via hemogenic endothelium.
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１．研究開始当初の背景 
Runx1遺伝子（AML1とも呼ばれる）はヒト急

性骨髄性白血病全体の約20%という高頻度で
染色体転座による再構成の標的となる遺伝子
であり、申請者らはRunx1遺伝子破壊マウスの
作製によって、この遺伝子が造血初期発生に
おいて必須の役割を担っていることを明らか
にした。造血発生は、卵黄嚢における胚型造
血に引き続き、成体型造血が大動脈-生殖原器
-中腎領域の背側大動脈の限られた血管内皮
（血球産生型血管内皮）から、造血幹細胞が
発生するかたちをとって始まるとされている。
また血管内皮特異的Runx1ノックアウトマウ
スの解析からは、血管内皮からの造血幹細胞
発生過程にRunx1が必須であることが示され
ている。これらの背景のもと、現在、血管内
皮から造血幹細胞が発生する過程でRunx1が
果たす具体的な分子制御機構の解明が望まれ
ている。 
 
２．研究の目的 
(1)二光子フェムト秒光パルスレーザ走査顕
微鏡を用いた分子イメージングによって造
血幹細胞発生動態を可視化し、遺伝子改変マ
ウスを用いてこのステップで重要となる
Runx1 依存性分子を検索・同定することを目
的とした。 
 
(2)“極性と密な接着を有する血管内皮が、
Runx1 により内皮間葉転換を介して造血幹細
胞に形質転換する”との仮説検証をもうひと
つの目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）造血幹細胞発生動態の解析 
 
① 遺伝子改変マウス 
Runx1:DsRed マウス作製のための DNA 

construct は、相同組換えを用いてマウス
Runx1 遺伝子座中のエクソンに Runx1 の cDNA
を組込み、引き続き IRES 配列を介して DsRed
を発現させる “ノックイン”アレルを導入
すべくデザインされている。マウスへの導入
は定法どおり、胚盤胞へのインジェクション
によるキメラマウス作製を経て、交配による
安定した胚細胞系列マウスラインの樹立を
試みた。 
また、上記の補完アプローチとして、所属

研究室にて独自に作製したRunx1:GFPノック
インマウスも並行して以下の実験に用いた。 
 
②二光子フェムト秒光パルスレーザ走査型
顕微鏡を用いた分子イメージング 
Runx1 の生体マーカーノックインマウスを

用いて以下の3通りの方法で生体蛍光マーカ
ーによる Runx1 シグナルの検出を試みた。

Runx1 ノックインマウス（ヘテロ）と野生型
マウスの交配によって得られた胎仔（10.5 日
齢、11.5 日齢、14.5 日齢）を摘出後、4％パ
ラホルムアルデヒドで 1時間固定し、リン酸
緩衝生理食塩水にて洗浄した。引き続き、ま
ず始めに、凍結組織包埋剤に包埋後、薄切し
た切片を用いて免疫蛍光抗体法（1 次抗体：
抗 GFP 抗体、抗血小板内皮細胞接着分子-1 抗
体）により染色後、二光子フェムト秒光パル
スレーザ走査型顕微鏡を用いてGFPシグナル
の観察を行った。次に、凍結標本作成後に抗
GFP 抗体を用いないで（1 次抗体：抗血小板
内皮細胞接着分子-1 抗体のみを使用）、観察
を行った。最後に、10.5 日齢の胎仔を固定洗
浄後に凍結せずに、抗 GFP 抗体を用いないで
（1次抗体：抗血小板内皮細胞接着分子-1 抗
体のみを使用）全載標本とし、シグナルの観
察を行った。 
 
（２）血球産生型血管内皮から造血幹細胞が
発生する分子メカニズムの解析 
 
①Runx1 依存性分子のスクリーニング・同定
と造血幹細胞発生時における内皮間葉転換
関与の有無の検討 
遺伝子改変マウスES細胞 (Runx1-/-と

Runx1+/-)および対照として野生型マウスES
細胞を用いた胚様体形成モデルにおいて、培
養0日、4日、6日、8日、12日目に得た細胞か
らRNA抽出、cDNA合成を行ったサンプルを以下
の検討に用いた。まず、網羅的遺伝子解析に
よりRunx1依存性分子として種々の分子の検
出を行った。続いてその中から、造血幹細胞
発生時における血管内皮間葉転換関与の有
無の検討を行う目的で、マーカー遺伝子発現
評 価 を 行 っ た 。野 生 型 、 Runx1 ヘ テ ロ
(Runx1+/-)、Runx1ノックアウト(Runx1-/-)
での血管内皮間葉転換マーカー（スネイル）、
間葉系マーカー（ビメンチン、α平滑筋アク
チン）、上皮系マーカー（E-カドヘリン、ZO-1）、
血管内皮系マーカー（血小板内皮細胞接着分
子-1、カドヘリン5）遺伝子発現をリアルタ
イムPCR法にて検出し、比較CT法（ΔΔCT法）
により相対定量比較を行った。 
 
② 新規Runx1依存性分子の検出と解析 
上記ES細胞分化（胚様体形成）モデルの網

羅的遺伝子解析により得られた、Runx1依存
性分子のリストアップを行った。発現変動の
見られる分子については、上述と同様にリア
ルタイムPCRで相対定量にて比較を行った。
新規Runx1依存性分子としての対象は、イン･
シリコ検討でそのプロモーター領域にRunx1
結合部位があるか確認を行った。確認されれ
ば、プロモーター部位を含む遺伝子断片を用
いた本分子のRunx1による転写活性調節をル



シフェラーゼアッセイにて検討するものと
した。 
 
４．研究成果 
（１）Runx1:生体マーカーノックインマウス
を用いた検討 
Runx1:DsRed ノックインについてはマウス

ES 細胞で相同組み換え体を得ることができ、
キメラマウスの作製に成功した。現在、交配
によって胚細胞系列移行マウス系統の樹立
を図っている。他方、これに先んじて、当教
室で独自に作製したRunx1遺伝子にリポータ
ー遺伝子（GFP）をノックインしたマウスを
用いて以下の検討を行った。Runx1:GFP ヘテ
ロマウスにおいて、GFP により Runx1 の発現
確認が可能であるか否か、シグナル検出を試
みた。胎生 14.5 日齢の胎仔を固定･薄切後、
GFP 抗体を用いた免疫蛍光染色法による検討
では、胸腺･肝臓において強陽性細胞が確認
された。また、胎生 11.5 日齢の胎仔を固定･
薄切後、GFP 抗体を使用しない検討では、大
動脈-生殖原器-中腎領域の背側大動脈にお
いて、GFP 弱陽性を示す細胞集塊が確認され
た。さらに、胎生 11.5 日齢の胎仔を固定後
に薄切しない全載標本に対する、GFP 抗体を
使用しない検討では、シグナルの検出は困難
であった。現在 in vivoにおける Runx1 シグ
ナル発現の有無をフローサイトメーターに
より確認をおこなっている。加えて、今後生
きたままの組織でRunx1発現の検出を試みる
計画をしている。また、今後 Runx1:DsRed マ
ウスが樹立できれば、他の遺伝子座に GFP が
組み込まれたマウスと掛け合わせることに
よって、この検出が容易になることが期待で
きる。 
 
（２）Runx1 依存性分子のスクリーニング・
同定と造血幹細胞発生時における内皮間葉
転換関与の有無の検討 
①ES細胞分化（胚葉体形成）モデルの網羅的
遺伝子解析によりRunx1依存性分子として
種々の分子が見出された。その中から、造血
幹細胞発生時における血管内皮間葉転換関与
の有無の検討を行う目的で、野生型、Runx1
ノックアウト(Runx1-/-)でのマーカー遺伝子
発現の検討を行った。結果として、血管内皮
間葉転換を促進する転写因子スネイルは、
Runx1-/-では野生型と比較して、発現低下が
確認された。間葉系マーカーのビメンチン、
α平滑筋アクチンにおいても発現低下が見ら
れた。上皮系マーカーであるE-カドヘリン、
ZO-1や血管内皮細胞マーカーの血小板内皮細
胞接着分子-1、カドヘリン5では、野生型と比
較してRunx1-/-では発現増加が確認された。 
以上より、ES細胞レベルではRunx1ノックア

ウトにより血管内皮間葉転換マーカーの発現

低下、間葉系マーカーの発現低下、上皮･血管
内皮細胞マーカーの発現増加する傾向が確認
され、仮説“極性と密な接着を有する血管内
皮が、Runx1により血管内皮間葉転換を介して
造血幹細胞に形質転換する”を支持すると考
えられた。今後、さらに個体レベルでのマー
カー発現の検討を行う予定である。 
 
②内皮間葉転換関連転写因子スネイルの機能
解析 
Runx1依存性に発現変化するスネイル遺伝

子において、プロモーター領域に種を超えて
保存されたRunx1結合部位が存在することが
確認された。今後、スネイルのRunx1による転
写活性調節をルシフェラーゼアッセイにより
検討する予定である。 
 
③新規Runx1依存性分子として見出されたノ
ンコーディングRNAの機能解析 
種々のRunx1依存性分子の中で、特に発現変

化が顕著なノンコーディングRNAが見出され
た。リアルタイムPCRによる相対定量比較によ
り、野生型と比較してRunx1(-/-)では極めて
顕著な発現低下が認められた。現在、胎仔サ
ンプル（野生型、Runx1ヘテロマウス、Runx1
ノックアウトマウス）を用いて、in vivoレベ
ルでの本分子の発現評価を行っている。さら
に、プロモーター領域にRunx1結合部位が存在
することから、本分子のRunx1による転写活性
調節をルシフェラーゼアッセイにて検討する
準備を行っている。 
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