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巨核球・血小板系列の遺伝子発現に関与する転写因子
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Megakaryocytes are the hematopoietic precursors of platelets, which play an essential role in thrombosis and
hemostasis. Platelet factor 4 (PF4) is expressed exclusively in megakaryocytes and platelets and serves as a lineage-
speciˆc marker of megakaryocytic diŠerentiation. We previously characterized a number of upstream enhancer and
repressor elements and demonstrated that GATA-1 and ETS-1 are important for PF4 gene expression. Recently, we have
determined the novel regulatory element termed ``TME'' in the PF4 promoter and identiˆed a group of binding proteins
from megakaryocytic HEL cells. Here we review the function of these proteins in PF4 gene expression and discuss
megakaryocyte-speciˆc gene expression and megakaryocytepoiesis.
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1. はじめに

巨核球は，すべての血液系細胞の源となる多能性

血液幹細胞が一方向に分化・増殖し産生される 1 系

列の細胞であり，核内 DNA の多倍体化と言う特徴

的な分化・成熟過程を経て最終的に血小板を放出す

る．

血液幹細胞が巨核球系前駆細胞，巨核球系細胞へ

と分化・成熟する過程に関与する因子の探求は，今

から 30 年以上も前から多くの人々によって研究さ

れてきた．これらの研究から，interleukin 3 (IL-3),

granulocyte-macrophage colony-stimulating factor

(GMCSF), interleukin 6 (IL-6), interleukin 11

(IL-11), oncostatin, leukemia inhibitory factor

(LIF), erythropoietin (EPO）などが関与すること

が示されてきたが，血小板減少時に特異的に血小板

増加作用を示す因子として，いわゆる throm-

bopoietin (TPO）の正体が明るみに出たのは今か

ら約 10 年前のことである．1―4)この発見により巨核

球の分化・成熟機構の解明と TPO の臨床応用への

期待が高まった．現在，TPO 受容体からのシグナ

ル伝達に関して，Janus family of protein tyrosine

kinase 2 (JAK2）などのチロシンリン酸化酵素の活

性化による signal transducers and activators of tran-

scription (STATs）などを介する経路，5,6) Ras 系か

ら mitogen-activated protein kinase (MAPK）を通

る Ras シグナルカスケード，7) phosphatidylinositol

3-kinase (PI3K）から Akt を介する経路，protein

kinase C (PKC）活性化経路などが明らかになって

いる．8,9)しかし，その先の巨核球の成熟機構，マー

カータンパク質の形質発現機構まではほとんど明ら

かにされていない．

巨核球の分化・成熟に関する遺伝子発現レベルで

の分子機構については，いくつかの転写因子が関与

することが明らかにされている．遺伝子欠損マウス

を用いた実験より，転写因子 GATA-1, nuclear fac-

tor-erythroid 2 (NFE2), Fli-1, acute myeloid leuke-

mia 1（AML1，別名 Runx1）などが巨核球の分化・

成熟に関与することが報告されている．10―14)中で

も，GATA-1 は巨核球の分化に非常に重要な役割

を果たしている転写因子であり，GATA-1 欠損マ

ウスや GATA-1 のコファクターである friend of

GATA-1 （ FOG-1 ）との相互作用ができない

GATA-1 変異を持ったヒトでは，大きく血小板数
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Fig. 1. Schematic Representation of DiŠerent Stages in Megakaryocyte DiŠerentiation and Related Transcription Factors
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が減少していた．15) Figure 1 に現在まで明らかにさ

れている転写因子を示す．

巨核球系細胞の分化・成熟機構を解明するための

他のアプローチとして，巨核球において特異的に発

現するマーカータンパク質の発現制御機構を解明す

る方法がある．巨核球分化の早い時期に発現のみら

れる glycoprotein IIb (GPIIb), MPL や，それから

少し遅れて発現のみられる platelet factor 4 (PF4),

glycoprotein V (GPV), glycoprotein IX (GPIX）な

どについて，その発現制御機構が調べられてき

た．16―21)

筆者らは，巨核球における分化・成熟の分子機構

を明らかにする目的で，先に挙げたマーカータンパ

ク質の内，ケモカインの 1 つである PF4 に着目

し，この遺伝子の発現制御機構の解明を行ってき

た．血小板系列に必要な膨大な数の遺伝子を解析す

る代わりに，巨核球特異的発現遺伝子の発現制御を

行う数少ない転写因子の種類，発現時期，機能につ

いての解析を行い，これを基に血小板系列の遺伝子

発現制御の全体像を知ろうというアプローチであ

る．筆者らは，このアプローチにより，Fig. 1 に新

たに加えるべき転写因子の同定をめざしている．本

稿では，これまで行ってきた巨核球特異的発現遺伝

子の発現機構を明らかにする研究について，PF4

遺伝子の発現制御に関わる転写因子の同定を中心

に，最近の知見を交え概説したい．

2. PF4 遺伝子の発現制御に関与する DNA 領域

筆者らは rat PF4 遺伝子のクローニングに成功

し，その巨核球特異的発現に関与する領域がイント

ロン部や 3′下流域にはなく，転写開始点より上流

1.1 kbp 領域に含まれることをみつけた．22)この 1.1

kbp について欠失変異体を作成して活性化領域を調

べ，さらにそれに基づき点変異体を作成し詳しく調

べた結果，Fig. 2 に示すように，コアのプロモー

ターとして－30 付近の GATA サイトが関与し，ま

たエンハンサーとして－370, －130 付近の配列が活

性化に働くことが判明した．23,24)一方，－160 付近

の T- クラスター配列は抑制的に働いた．この 5′側

上流に存在する T- クラスターは，ラットだけでな

くヒトの PF4 遺伝子のプロモーター領域にも存在

するため，PF4 遺伝子の発現制御に重要な配列で

あることが示唆された．23,25)

コアのプロモーター配列としての GATA 配列に

加え，－130 付近にも GATA 配列があり，また－

370 付近には Ets 結合配列が存在している．GPIIb

遺伝子の発現においては，GATA 配列と Ets 結合

配列がその制御に関与することが報告されたことよ

り，これらが PF4 遺伝子発現にどのような影響を

及ぼすかについて検討を行った．26)

巨核球系培養細胞に GATA 配列，Ets 結合配列
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Fig. 2. EŠect of DiŠerent PF4 Promoter Deletions and Mutations on Transcriptional Activity and Speciˆcity
The triangles represent deletions of P1, P2 and P3 site.
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にそれぞれ変異のある PF4 遺伝子プロモーターを

有するレポータープラスミドを導入し，その発現を

調べた結果，これらの配列が大きく関与することが

明らかになった（Fig. 3）．さらに，ゲルシフトア

ッセイにより，これらの配列には，GATA-1, Ets-1

がそれぞれ結合することが判明した．またこれら因

子の PF4 プロモーターにおける転写活性化能を調

べたところ，両因子を加えることにより巨核球にお

ける PF4 遺伝子の発現が 20 倍近く増加することが

確認できた．

このように，PF4 遺伝子の発現には GATA-1 及

び Ets-1 が大きく関与することが明らかになった

が，これらの因子が発現しているにも関わらず

PF4 遺伝子を発現しない赤血球系細胞などでは，

これだけでは説明がつかず，別の制御機構が存在す

ることが予想される．

そこで，次に PF4 遺伝子の巨核球特異的発現に

関与する DNA 配列が他にも存在するのではないか

と予想し，そのエレメントの探索に着手した．27)

PF4 プロモーターの下流にほとんどすべての細

胞で働く SV40 プロモーターを接続したコンストラ

クトを作成し，非巨核球系細胞 HepG2 細胞におけ

る発現を調べた結果，SV40 プロモーター単独の場

合に比べ発現が大きく低下した．そこで，次にこの

効果が PF4 プロモーターのどの領域に存在するの

かを調べるために，5′- 側からプロモーター配列を

欠失させた変異体を作成し調べた結果，ある領域を

欠如すると HepG2 における発現が大きく増加する

ことが判明した．さらに，その欠如したプロモー

ター配列にその領域を加えるとその抑制効果が回復

し，またその部分に変異の入った断片を加えた場合

では，抑制効果が回復できないことが分かった．興

味深いことに，この領域が欠如した PF4 プロモー

ターの巨核球系細胞における発現を調べたところ，

発現の顕著な低下が観察された．この結果から，こ

の領域には非巨核球系細胞における発現抑制，さら
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Fig. 3. The EŠect of the Mutations of the GATA and Ets Motifs on the PF4 Promoter Activity
∨：designates the deletion point, ×：indicates the point-mutated sequence.

Fig. 4. Screening of the Regulatory Elements Related to the Tissue-speciˆc Expression of the PF4 Gene
Relative activities of the constructs containing PF4 promoter fragments in the 4 cell lines.

688 Vol. 125 (2005)

に巨核球系細胞における発現促進作用を担う情報が

含まれていることが示唆された．

次に，PF4 プロモーター全域を種々断片に分け

（ただし，それぞれの断片には隣り合う断片の配列

が一部存在するように調製した），先と同様に

SV40 プロモーターの上流に組み込んだコンストラ

クトを作成し，これらを非造血系細胞株である，

HepG2, HeLa の各細胞，比較的未分化な造血系細

胞である K562 細胞，巨核球形質を持つ HEL 細胞

の 4 つの細胞株に導入し，これら断片の発現に及ぼ

す影響を評価した（Fig. 4）．その結果，先と同じ

領域が非造血系細胞株において PF4 遺伝子のプロ

モーター全長を用いたときと同等の活性の低下がみ

られた．一方，造血系細胞ではこの抑制効果はみら
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Fig. 5. Structure of the Novel Regulatory Element Found in the P2-E Fragment
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れなかった．この配列には，Ets-1 結合モチーフに

似た配列，2 つの TGACAG モチーフ（myeloid

ecotropic integration site 1 (MEIS1), Pbx-regulating

protein 1 (PREP1）の結合モチーフとして知られて

いる），3 つの連続した E-box モチーフが存在して

おり，筆者らはこの配列を TME (tandem repeat of

MEIS1 binding element）と名付けた（Fig. 5）．こ

れらのモチーフの存在から，TME への転写因子の

結合が予想され，TME をプローブとしゲルシフト

アッセイを行った結果，すべての細胞株の核抽出液

中に TME に特異的に結合するタンパク質が存在

し，特に巨核球形質を持つ HEL 細胞に多く存在す

ることが明らかとなった．

いくつかの巨核球特異的発現マーカータンパク質

遺伝子のプロモーター領域の模式図を Fig. 6 に示

す．いずれのプロモーターにも共通に存在するエレ

メントのみを示したが，これから分かるように

GATA, Ets エレメントが複数個それぞれのプロ

モーターに存在しており，これらが遺伝子発現に重

要な働きをすると考えられる．さらに，今回筆者ら

が示した抑制，促進の両方に働くエレメントと相同

性の高い配列がすべてのプロモーターに存在してお

り，これが巨核球特異的発現に深く関与することが

予想された．

3. PF4 遺伝子の発現制御領域に結合するタンパ

ク質の同定

これまでに PF4 遺伝子上に存在する発現制御領

域を明らかにしてきたが，次に発現制御の分子機構

を明らかにするために，この領域に結合するタンパ

ク質の同定を試みた．

まず，T- クラスター領域に結合するタンパク質

を，サウスウエスタン法を用いて探求した．25) HEL

細胞から調製した cDNA ライブラリーを用い，ス

クリーニングを行った結果，nucleolysin のスプラ

イシングアイソフォームを単離した．T- クラス

ターに結合するタンパク質と言うことで，T-cluster

binding protein (TCBP）と名付けた．TCBP は，2

本鎖の T- クラスター配列，及びその下流に存在す

る T が多く含まれる領域と相互作用し，HEL 細胞

において転写を負に制御することが明らかになった

（Fig. 7）．

次に TME 領域に結合するタンパク質の探求を行

った．28) TME 配列を用いたゲルシフトアッセイの

結果から，多くのタンパク質の結合が予想された．

多種類のタンパク質が複合体を形成し相互作用する

ことが考えられ，その中には直接 DNA と結合しな

いタンパク質も存在することが予想されたため，方

法として TME 配列を用いた DNA アフィニティー

カラムによる精製を試みた．

まず，大量調製した HEL 細胞の核抽出液と

TME の末端をビオチン化したオリゴヌクレオチド

を混合したのち，この混合物をアビジン樹脂を詰め

たカラムに通し，TME とタンパク質の複合体をカ

ラムに結合させた．その後カラムを十分に洗浄し，

KCl により結合タンパク質を溶出した．得られたフ

ラクションを用いてゲルシフトアッセイを行い，そ

の結果から TME 結合活性フラクションを集めた．

このフラクションをさらにイオン交換カラムクロマ

トグラフィーなどにより精製することを試みたが，

精製を重ねる毎に活性の低下がみられ複合体が壊さ
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Fig. 6. Megakaryocyte-speciˆc Promoters Including GATA, Ets and Negative Regulatory Elements
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れていることが予想された．そこで，アフィニテ

ィーカラム後のフラクションに含まれるタンパク質

を，すべて質量分析装置を用い同定することにした．

Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel elec-

trophoresis (SDSPAGE）からバンドを切り出し，

dithiothreitol (DTT）による還元，ヨードアセトア

ミドによるアルキル化後，ゲル中でトリプシン消化

を行い，マススペクトル用のサンプルとした．質量

分析装置（LCMS/MS システム）による解析から

ペプチドの 1 次構造を決定し，解析プログラム SE-

QUEST を用いてデータベースサーチを行った結

果，様々な核酸結合タンパク質が同定され，その中

にいくつかの転写因子も含まれていた（Table 1）．

これらの中から，TME 中に結合モチーフが含まれ

直接の結合が予想された upstream stimulatory fac-

tor 2 (USF-2），並びに造血系への関与が示唆される

pre-B-cell leukemia transcription factor (PBX）

（PBX1B と PBX2）と AML1 の 3 つの転写因子に
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Fig. 7. Transcriptional Repression by TCBP
The TCBP expression vector (pHSVTK-TCBP) was co-transfected with

the PF4 promoter plasmid (pPF4GH (A) or pPF4GH (-T) (B)) in HEL
cells. pPF4GH, reporter plasmid containing native PF4 promoter; pPF4GH
(-T), reporter plasmid containing PF4 promoter without T-cluster and T
rich region; pHSVTK-TCBP(rev), the TCBP cDNA is inserted in the oppo-
site orientation as compared with pHSVTK-TCBP.

Table 1. Identiˆed Proteins by Mass Spectrometry

kDa Search result

114 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U

90 PTB-associated splicing factor

80 ATP-dependent DNA helicase II, 70-kDa subunit
(KU70)

80 Nucleolar protein NOP56

80 Probable RNA-dependent helicase p72 (dead box pro-
tein p72)

80 Putative pre-mRNA splicing factor RNA helicase

80 Proto-oncogene tyrosine-protein kinase ABL (P150)

65 Probable RNA-dependent helicase p68 (dead box pro-
tein p68)

65 GAP-associated tyrosine phosphoprotein p62

65 RNA-binding protein (FUS)

55 Similar to zinc ˆnger protein (BR140)

55 54-kDa nuclear RNA-binding protein

45 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein G

45 Transcription factor NF-AT 45k chain

43 Upstream stimulatory factor
43 Pre B-cell leukemia transcription factor

43 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein C-like protein

43 Repressor ZEB

40 Heterogeneous nuclear riboproteins A2/B1
40 Paired box protein 8

40 Heterogeneous nuclear riboprotein A1

40 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3

40 Heterogeneous ribonucleoprotein homolog
40 Heterogeneous nuclear proteins C1/C2

28 Transcription factor CBF alpha 2, splice form 1,
AML1a protein

28 Nonhistone chromosomal protein (HMG-1)

28 Transcription initiation factor TFIID 30-kDa subunit

691No. 9

注目し以後の解析を行った．

4. 転写因子の機能解析

4-1. ホメオドメインタンパク質 PBX について

の解析 ホメオドメインタンパク質 PBX は，白

血病関連遺伝子として同定されたものであり，遺伝

子転座が原因で発現する融合タンパク質 E2APBX

は白血病化を引き起こす．29)また，PBX1 のノック

アウトマウスは，造血細胞分化の多くの系列でその

分化阻害が認められている．30)また，PBX は同じ

くホメオドメインタンパク質である HOXA9,

MEIS1, PREP1 と相互作用し，31)これら相互作用因

子の造血系への関与も示唆されている．今回，同定

し た TME 中 に は 2 つ の TGACAG モ チ ー フ

（MEIS1, PREP1 の結合モチーフ）が含まれており，

PBX が MEIS1，PREP1 を介して TME に結合して

いる可能性が考えられたため，これらの TME への

結合と PF4 遺伝子のプロモーターへの影響につい

て検討を行った．

始めに PBX と MEIS1 についての解析を行っ

た．27)まず，これらが実際に TME に結合すること

をスーパーシフトアッセイにより確認したのち，

TME への結合様式を種々の因子の組み合わせによ

るゲルシフトアッセイを行い明らかにした．Figure

8 に示すように，MEIS1 は単独で TME に結合する
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Fig. 8. Binding Activities of Various Combinations of
MEIS1, PBX1B, and PBX2 to the TME

HEL NE (nuclear extract) and MEIS1, PBX1B, and PBX2 prepared by
in vitro translation were used in electrophoresis mobility shift assay.

Fig. 9. Transcriptional Activities of Various Combinations
of MEIS1, PBX1B, and PBX2 to the PF4 Promoter

PF4luc contains 1.1 kb PF4 promoter in front of the luciferase reporter
gene. PF4mut contains mutations in the MEIS1 binding sites in the TME.

692 Vol. 125 (2005)

が，PBX は結合しないことが分かった．しかし

MEIS1 と PBX を加えたときに生じる TME 複合体

には，PBX が含まれることがスーパーシフトアッ

セイにより明らかになった．すなわち PBX の

TME への結合には MEIS1 が必要であり，PBX は

MEIS1 を介して TME に結合していることが判明

した．同様の実験を TME に点変異を加えた配列を

用いて行ったが，そのときは DNAタンパク質複

合体の形成はみられなかった．

次に，これらの因子の PF4 遺伝子発現への効果

を，HepG2 細胞を用いたレポーター遺伝子（ルシ

フェラーゼ）発現系により確認した．その結果，

Fig. 9 に示すように，MEIS1, PBX はそれぞれ単独

では活性化を示さないが，両因子が存在すると約 2

倍の活性化を示した．また，TME に点変異が入っ

た配列では，これらの活性化はみられなかった．こ

れらのことから，MEIS1 と PBX は，TME 上で

MEIS1/PBX 複合体を形成し，初めて PF4 遺伝子

の転写を活性化できることが明らかになった．

次に既知の PF4 遺伝子のプロモーター活性化因

子である GATA-1, ETS-1 との協調作用について調

べた．MEIS1, PBX を GATA-1, ETS-1 と共発現さ

せ，先ほどと同様に HepG2 細胞におけるレポー

ター遺伝子発現系で調べた．その結果，Fig. 10 に

示すように，GATA-1 と ETS-1 による活性化作用

を，MEIS1 と PBX2 はさらに 2 倍上昇させること

が判明した．すなわち活性化効果が相乗的に増加

し，最大 20 倍の転写活性化を示すことが明らかと

なった．始め MEIS1 と PBX の活性化効果は約 2

倍と小さく，その意味が問われる程度のものであっ

たが，これらは他の因子による作用を相乗的に増加

させる働きがあったため，これら因子による活性化

効果は非常に意味のあるものと考えられる．

また，HepG2 細胞ではなく，巨核球系細胞であ

る HEL 細胞を用いて，TME に点変異の入ったレ

ポーター遺伝子の発現を調べた結果，PF4 遺伝子

プロモーターの活性は約 6 割にまで減少した．この

ことから，これら因子が結合する TME 配列は，巨

核球系細胞における PF4 遺伝子発現にとって重要

な配列であり，そこに結合するこれらの因子の重要

性が確かめられた．

PREP1 は MEIS1 ホモログであり，PBX と相互

作用する因子として同定されている．32) PREP1 が

DNA アフィニティーカラムの精製フラクションに

も含まれていたことから，PREP1 も MEIS1 と同
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Fig. 10. The Synergistic Activation of the PF4 Promoter by
GATA-1, ETS-1, and the PBX/MEIS Complex

PF4luc contains 1.1 kb PF4 promoter in front of the luciferase reporter
gene. PF4mut contains mutations in the MEIS1 binding sites in the TME.

Fig. 11. Binding Activities of USF1 and USF2 to the TME
The bracket indicates the speciˆc shifted bands. NS indicates a nonspeciˆc band. TMEmut probe includes the mutations in the E-box motifs.
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様の働きをすることが考えられた．そこで，先と同

様の解析を行った結果，PREP1 は単独でも，PBX

との複合体を形成しても TME に結合でき，MEIS1

と同様に PF4 の発現制御に関与していることが示

唆され，ホモログ間で類似した機能を持つことが明

らかとなった．33)

4-2. USF についての解析 USF は， basic

Helix-Loop-Helix ( bHLH）構造を持ち E-box モ

チーフに結合する転写因子である．34,35) USF ファミ

リーの中には USF-1, 2 が存在しており，ホモ，ヘ

テロ 2 量体を組んで DNA に結合することが知られ

ている．USF-2 が質量分析装置による解析で検出

されたことから，まず，USF の TME への結合を確

認した．その結果，Fig. 11 に示すように USF-1,

USF-2 単独でも，両者を加えた場合でも結合活性

があることが判明した．次に，PF4 遺伝子発現へ

の影響について HepG2 細胞を用いた強制発現系で

解析したところ，USF-1 単独で 7 倍，USF-2 単独

で 12 倍，両者を同時に強制発現させた場合には 14

倍まで強く活性化されることが明らかとなった．さ

らに，ラットから巨核球を調製し，クロマチン免疫

沈降を行ったところ，Fig. 12 のように TME を含

む DNA 配列が検出され，巨核球細胞において

USF が TME に結合していることが確認できた．以

上より，USF-1, USF-2 は，TME に結合し，PF4
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Fig. 12. Puriˆed Megakaryocytes were Incubated for 2 hr in
IMDM Containing 5％ FBS, 100 IU/ml Penicillin, 100 mg/
ml Streptomycin and 0.2 ng/ml Thrombopoietin (TPO)
(Donated by Kirin Brewery)

After the incubation, the ChIP assay was performed using a Chromatin
Immunoprecipitation Assay Kit (Upstate, Lake Placid, NY) according to
the manufacturer's instructions. For the assay, 10 mg of antibodies for USF1
and 2 or subtype-matched normal rabbit IgG (Santa Cruz) were used. The
PCR ampliˆcation for the fragment including the TME was performed by 35
cycles of three steps (94°C for 30 sec, 55°C for 30 sec, 72°C for 30 sec). The
PCR ampliˆcation for Hprt (hypoxanthine phosphoribosyltransferase) was
performed by 40 cycles of three steps (94°C for 30 sec, 60°C for 30 sec, 72°C
for 30 sec) as a control. PCR products were separated on a 2％ agarose gel
and stained by ethidium bromide.
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遺伝子のプロモーターを活性化することが明らかと

なった．28)

4-3. AML1 についての解析 AML1（別名

Cbfa2, Runx1, Pebp2aB）遺伝子においては，急性

骨髄性白血病患者の細胞で，遺伝子転座を始めとす

る遺伝子変異を起こしていることが知られてい

る．36―39)この遺伝子の変異は，成体型造血の欠損

をもたらすことから，造血細胞全般に対する

AML1 遺伝子の関与が考えられていた．13,40,41)最近，

Cre-loxP システムを用いた AML1 遺伝子のコンデ

ィショナルノックアウトマウスの作成実験から，こ

のマウスにおいては，T-cell, B-cell の減少，成熟巨

核球，血小板の減少が引き起こされることが明らか

になった．42) AML1 遺伝子に変異を持つ家系におい

ては，血小板減少症（familial platelet disorder with

predisposition to acute myelogenous leukemia (FPD/

AML））を発症する頻度が高いことが報告されてお

り，AML1 は成体型造血全般における役割とは別

に，血小板系列特異的な役割を持っていると考えら

れる．

筆者らは TME 結合因子として AML1 と ETS-1

を同定した．そこで，これら因子と AML1 との相

互作用が知られている core binding factor b (CBFb）

が，PF4 遺伝子の発現にどう影響するかについて，

HepG2 細胞を用いた強制発現系を用いて調べた．

その結果，各因子単独では顕著な転写活性化がみら

れなかった（AML1 で約 2 倍）が，AML1, ETS-1

の共発現で約 6 倍，AML1, CBFb の共発現で約 12

倍，3 因子を強制発現させると約 25 倍にまで強く

活性化されることが判明した．これらの結果から，

AML1 はその相互作用因子 ETS-1, CBFb とそれぞ

れ協調的に機能し，PF4 遺伝子のプロモーターを

大きく活性化することが明らかとなった．

非造血系細胞株 HepG2 において，AML1 単独の

発現では細胞質における分解が速やかに進むため，

約 2 倍の活性化しか示さなかったが，ETS-1 との共

発現では，その協調作用によりさらなる活性化がみ

られたと考えられる．一方，CBFb は，細胞質にお

いて ˆlamin A と相互作用していることが最近報告

されているが，43) AML1 の CBFb との共発現におけ

る約 10 倍に及ぶ転写活性化は，AML1 が CBFb と

相互作用することによって分解を受けずに安定に存

在したことによるものと推測される．AML1 や

ETS-1 は，mitogen-activated protein (MAP）キナー

ゼによりリン酸化を受けることが知られており，

TPO が MAP キナーゼのシグナル伝達に関わって

いることを考えると，これら 3 因子の相互作用は，

巨核球特異的遺伝子発現に重要な意味を持っている

と予想される．

一方，FPD/AML の家系においては，片側の染

色体上に AML1 遺伝子に変異が入り，例として

Fig. 13 に示すように点変異体や欠失変異体が作ら

れることが明らかになっている．44―47)筆者らは，

これら変異体を作成しその機能を調べた結果，自身

の転写活性化機能を失う変異であることが判明した

が，その中には共存する正常な AML1 の活性を阻

害する変異も含まれていた．現在，その機構を明ら

かにする試みを行っているが，3 因子の相互作用が

この機構にも関与していると思われる．

5. おわりに

以上のように，巨核球（血小板）系列特異的に発

現する PF4 遺伝子の発現制御に関与する DNA 配

列を決定し，またその領域への結合を介して転写を

活性化あるいは抑制する因子群の同定に成功した．

この DNA アフィニティカラムと LCMS/MS シス
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Fig. 13. Schematic Representation of FPD/AML RUNX1 Mutations
Solid ellipse indicates the mutation point.

695No. 9

テムを用いた転写因子群の同定法は，非常に有用な

手法であり，これまでの多くの材料と労力，時間を

費やしてようやく 1 つの因子を同定できる状況を一

変させることができた．すなわち，直接結合する 1

つの因子のみならず，複合体を形成する因子群を 1

度に同定することを可能にしている．

筆者らは，PF4 遺伝子のプロモーターを解析

し，その発現制御に関わる DNA エレメントを決定

したが，これらの DNA 配列は Fig. 6 に示すよう

に，巨核球で発現される他のタンパク質のプロモー

ター領域にも存在している．したがって，今回筆者

らが明らかにした PF4 遺伝子の発現を制御する因

子群は，巨核球特異的な遺伝子発現に関与すると考

えられる．今後，これらの因子が巨核球の分化・成

熟における引き金役としても関わっているのか否か

について検証していく必要がある．巨核球の分化・

成熟へのスイッチが入り，そのアウトプットの 1 つ

として巨核球特異的タンパク質の遺伝子発現がみら

れるが，その間の時空的隔たりは予想外になく，同

じ転写因子が制御している可能性も考えられる．事

実，分化・成熟の段階で GATA-1 が重要な役割を

果たしているが，これは，Fig. 6 にも示すように

マーカータンパク質の発現に非常に重要な役割を果

たしている．

筆者らは，ヒト臍帯血からの CD34 陽性細胞を巨

核球に分化させ，その過程におけるこれら転写因子

の発現を mRNA レベルで調べたが，分化前後で差

がみられたものもあるが，分化前から存在する因子

も多く存在した．分化・成熟には，これら一連の転

写因子の存在が必要であるが，これに加え TPO な

どの刺激によるシグナルカスケード，すなわちリン

酸化などの修飾が必要であり，これら条件が揃うこ

とにより，必要な転写因子群が必要な状態で必要な

場所に集まり，巨核球特異的遺伝子発現を実行する

と考えられる．

筆者らは，巨核球特異的に発現される PF4 遺伝

子の発現に関わる因子群の同定に成功したが，現

在，これらが造血幹細胞から巨核球への発現にどの

ように関与しているかを明らかにする試みを，これ

ら因子の遺伝子発現をノックダウンすることにより

行っている．

巨核球系細胞の分化・成熟における分子機構の全

容はいまだ明らかではないが，現在探究中である因

子の働きが明らかになれば，その解明に繋がること

が予想される．TPO が血小板減少症に対する究極

の治療薬と期待され臨床試験が続けられてきたが，

最近中和抗体の出現等により開発が停止され足踏み

状態となっている．われわれは，本研究成果が新し

い治療薬開発の発端となり，多くの人々を救う手段

となることを願いさらに研究を続けていきたい．
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