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はじめに 

 本研究で標的としている転写因子 Runt related transcription factor 1 (RUNX1) は、

RUNX1, 2 及び 3 より構成される RUNX ファミリーに属する (Ito et al 2015)。RUNX1 遺

伝子はヒトでは 21 番染色体上に位置し、RUNX1a-c の３つアイソフォームから構成される

(Levanon et al 2001 and Osato et al 2014)。 RUNX1 は共役因子 Core Binding Factor B 

(CBFB) と二量体を形成することが知られており、CBFB は RUNX1 の安定性及び DNA へ

の結合能を高め転写因子としての機能を亢進する (Crute et al 1996, Gu et al 2000 and 

Zhang et al 1996)。また、RUNX1 の機能及び活性は、翻訳後修飾により精巧に制御されて

いることが報告されている (Goyama et al 2015)。さらに、正常造血において RUNX1 は造

血幹細胞の発生及び分化に寄与することが知られており、造血系で重要な役割を担っている 

(Chen et al 2009 and Link et al 2010)。一方、造血器腫瘍において RUNX1 は急性骨髄性白

血病 (Acute Myeloid Leukemia / AML) で多くの変位を認める為、 別名 Acute Myeloid 

Leukemia 1 (AML1) とも呼ばれている (Miyoshi et al 1991)。また、染色体 8 及び 21 番点

座転座によって生じる融合遺伝子 RUNX1-RUNX1T1 (AML1-ETO, AML1-MTG8) は、急

性骨髄性白血病において約 10%の遺伝子変異を認める (Grimwade et al 2016, Loolk et al 

1997 and Miyoshi et al 1991)。さらに、RUNX1 の異常はリンパ球性白血病や固形腫瘍でも

報告があり (Banerji et al 2012 and Grossmann et al 2011)、元来多くの腫瘍において癌抑

制遺伝子として考えられている。しかしその一方で、多くの造血器腫瘍細胞株や造血器腫瘍

モデルマウスにおいて RUNX1 の活性を低下させることは、腫瘍細胞株の増殖抑制やモデル

マウスの生存期間延長に寄与することが近年報告されている (Goyama et al 2013 and 

Morita et al 2017)。したがって現在では、RUNX1 は癌抑制遺伝子としての側面を持つ一方

で、腫瘍形成後の環境下において RUNX1 は治療標的になりうると考えられている。 

 以上述べたように、正常造血及び造血器腫瘍の双方において RUNX1 は非常に重要な役割

を果たしており、これまで多くの先行研究がなされてきた。 

 

RUNX1 及び CBFB との関係 

 RUNX ファミリーは Runt ドメインと呼ばれる CBFB 及び DNA 結合領域を保有する。

RUNX1 の Runtドメインは protein 53 (p53), Nuclear factor-kappa B (NF-kB)及び Signal 

Transducers and Activator of Transcription 1 (STAT1) 等が保有する免疫グロブリンフォ
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ールドと呼ばれる構造を持ち、実際には Runtドメ

イン内の免疫グロブリンフォールドが DNA に結

合する(Rudolph et al 2001)。また、他の免疫グロ

ブリンフォールドを持つタンパク質とは異なり、

Runt ドメインはフォールド内の C 末端領域が直

接 DNA に結合する。RUNX1 の点変異を持つ患者

検体の多くは、Runt ドメインの C 末端側に変異

が存在し、DNA 及び CBFB の結合能の変化が疾

患を誘発する原因だと考えられる。また共役因子である

CBFB は DNA に結合することなく、Runt ドメインに結合

し ( Bravo et al 2001 and Tahirov et al 2001) RUNX1 の安定性、DNA 結合能及び転写活性

能を補助する (Crute et al 1996, Gu et al 2000, Warren et al 2000 and Zhang et al 1996) 

(図 1-1)。標的遺伝子としては、活性化遺伝子として The colony stimulating factor1 (CSF1) 

(Zhang et al 1996) 及び Specificity protein 1 (SP1) (Huang et al 2008)、 抑制遺伝子とし

て Krueppel Like Factor 1(KLF1 ) (Kuvardina et al 2015) 及び Cyclin Dependent Kinase 

Inhibitor 1(CDKN1A) (Hoi et al 2010) 等が知られている。 

 

RUNX1 の造血発生での役割 

 造血細胞 (白血球、赤血球及び血小板など) の形成に重要な造血幹細胞は、胎生期に形成さ

れる。また、造血発生は、胎生初期に卵黄嚢で起こる一次造血と胎児体内の aorta-gonado-

mesonephros (AGM) 領域で起こる二次造血に分か

れる。一次造血は、胎生期の 7.5日に起こり主に赤血

球を産生する。その後すぐに胎生期の 8.5日より二次

造血に置き換わり、胎生期の 10.5日あたりから血管

内皮細胞から剥がれ落ちるように、造血幹細胞が形

成される (Bertrand et al 2009)。一般的にこの過程

を、内皮造血転換 : Endothelial to Hematopoietic 

transition (EHT) と呼ぶ。Runx1 は主にこの二次造

血に必須な転写因子である。Runx1 は、二次造血に

RUNX1(Runt domain)

CBFB

DNA

Crystal structure of DNA, CBFB and RUNX1
図 1-1

PDBj: 1E50

図 1-1  
RUNX1-CBFB-DNAの共結晶 
(Warren et al 2000) 
 

図 1-2 
Runx1ノックアウトによる胎児出血 
*-/- =AML1完全欠失 (Okuda et al 1991) 
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おける血球産生系血管内皮細胞から造血幹細胞が作成される過程において重要な役割を持ち、

Runx1 を二次造血期に欠失すると造血幹細胞が血中に産生されなくなる (Chen et al 2009 

and Lancrin et al 2009)。また、Runx１ノックアウトマウスは胎生期の 12.5日ごろに、二次

造血不全による出血及び血球産生不全により死に至る (Okuda et al 1996) (図 1-2)。さらに、

Cbfbノックアウトマウスにおいても同様の表現系を示し死に至り、RUNX1 及び CBFB の機

能協調は二次造血において非常に重要である (Miller et al 2002)。 

 

RUNX1 の正常造血での役割 

RUNX1 は造血幹細胞の発生に重要あるとともに、造血幹細胞の分化にも重要な転写因子で

ある。Runx1 のコンディショナルノックアウトマウスの解析により、Runx1 は造血幹細胞が

微小環境に局在する際に重要な CXC Chemokine receptor 4 (CXCR4) や αインテグリンな

どの転写調節を正に行うとともに、幹細胞の自己複製能を規定する B cell specific Moloney 

murine leukemia virus integration site 1 (BIM1) の発現を負に制御している事が示唆され

た (Jacob et al 2010 and Wang et al 2010)。また、マウスの造血幹細胞で Runx1 遺伝子を

欠失させると造血幹細胞が一時的に増加した後、枯渇することも報告されている。したがっ

て、RUNX1 は造血幹細胞の維持にも深く関わっている。さらに、RUNX1 は造血幹細胞が分

化した後の血球細胞にも影響を与えることが知られている (Behrens et al 2016 and Kiel et 

al 2005)。造血幹細胞から、骨髄球系前駆

細胞、顆粒球及びリンパ球系の分化促進

に 寄 与 す る  (Braun et al 2009, 

Ichikawa et al 2004 and Pietras et al 

2015)。一方、赤血球系への分化は抑制

し、巨核球系への分化を促すことも知ら

れ て い る  (Kuvardina et al 2015, 

Willcockson et al 2019 and Yonezawa 

et al 2018)。このように、RUNX1 は造

血幹細胞の発生や発生後の造血幹細胞

並びに下流の造血細胞全般の制御に関

わる重要な転写因子と言える (図 1-3)。 

RUNX1 regulates hematopoietic differentiation

Myeloid  progenitor
White blood cellsHematopoietic

stem cell

Promoted by RUNX1 

Inhibited by RUNX1

Granulocyte

Monocyte
RUNX1

Megakaryocyte/
Erythroid  progenitor

Red blood cell

PlateletRUNX1 Megakaryocyte

図 1-3

Lymphoid progenitor
T Cell

B Cell

図 1-3 
RUNX1の主な造血系での制御細胞をまとめた。 
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RUNX1 と翻訳後修飾 

 RUNX1 の活性そのものは、分子レベルでは様々な翻訳後修飾により制御されている。

RUNX1 における主な翻訳後修飾機構は、大きく分けてリン酸化、メチル化、アセチル化及び

ユビキチン化の 4 つに分類される (Goyama et al 2015 and Wang et al 2009) (図 1-4)。 

 RUNX1 のリン酸化は、主に RUNX1 の C末端側で頻出する。また、RUNX1 のリン酸化

は転写抑制因子 SWI-independent3A (SIN3A)、 Histone Deacetylase 1 (HDAC1) 及び

HDAC3 と RUNX1 との結合を阻害することにより RUNX1 の転写活性能を強める (Imai et 

al 2004, Lutterbach et al 2000 and Zhao et al 2008)。一方で、 Src Homology region 2 

(SHP2) や C-Src との結合による RUNX1 のリン酸化は、RUNX1 の転写共役因子である

CBFB との結合が低下する一方で、クロマチンリモデリング因子 Sucrose Nonfermenting 5 

(SNF5) と結合し、RUNX1 は標的遺伝子の転写抑制を行う (Huang et al 2012)。このよう

に、RUNX1 のリン酸化は標的遺伝子の転写制御を行っている。 

 RUNX1 のメチル化は RUNX1 の中心部位で起こり、メチル化転移酵素である Protein 

arginine N-methyltransferase 1 (PRMT1) や PRMT4 が結合することにより生じる (Vu et 

al 2013 and Zhao et al 2008)。PRMT1 による RUNX1 のメチル化は、転写抑制因子 SIN3A

と RUNX1 の結合を解除し RUNX1 の転写活性能を高め (Zhao et al 2008)。一方で、PRMT4

による RUNX1 のメチル化は、骨髄球系への分化に重要な RUNX1 の標的遺伝子や mir-223

の転写を抑制することが知られており、RUNX1 の機能を抑制する (Vu et al 2013)。 

 RUNX1 の ア セ チ ル 化 は 、

RUNX1 及びリジンアセチル化ト

ランスフェラーゼファミリーの

P300 や Monocytic leukemia Zinc 

finger protein (MOZ) が協調して

行われる。Protein 300 (P300) は、

RUNX1 の N末端側のリジンの 24

及び 43 番に、MOZ は RUNX1 のト

ランスアクティベーションドメイン 

にアセチル化修飾を行い RUNX1 の 

図 1-4 
RUNX1の主な翻訳後修飾部位及び関連タンパク質 
(Ac= アセチル化, K=リジン, Me=メチル化, P=リン酸化, 
R=アルギニニン, S=セリン, T=スレオニン, Ub=ユビキ
チン化) (Goyama et al 2015) 
 

図 1-4
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DNA 結合能及び転写活性能を高める (Kitabayashi et al 2001 and Yamaguchi et al 2004)。 

 RUNX1 のユビキチン化は Runt ドメインの内部及びその近傍にあるリジン残基に対して

行われる (Goyama et al 2015 and Huang et al 2001)。RUNX1 に対するユビキチン化修飾

の主な役割は、RUNX1 のユビキチン-プロテアソーム経路を介した分解調節である (Huang 

et al 2011, Shang et al 2009 and Yonezawa et al 2017)。しかしながら近年の研究により、

RUNX1 のユビキチン化はプロテアソーム非依存的分解誘導、RUNX1 自身のアセチル化の

減少及び RUNX1 タンパク質の安定化に関わる可能性が示唆された (Yonezwa et al 2018 

and Yonezawa et al. the article under submission)。 

 

RUNX1 変異による造血器腫瘍の形成 

 RUNX1 変異は大きく分けて、染色体転座、スプライシングバリアント及び RUNX1内の点

変異体に大別される (図 1-5)。染色体 8:21 転座により生じる融合遺伝子 RUNX1-RUNX1T1

は、主な急性骨髄性白血病の原因遺伝子である(Miyoshi et al 1991)。RUNX1-RUNX1T1 をヘ

テロに発現した細胞では、正常の RUNX1 の作用が抑えられ腫瘍形成に関与していると考えら

れている。例えば、RUNX1-RUNX1T1 は RUNX1 と拮抗して CBFB と結合することにより、

癌抑制遺伝子 CDKN2A の遺伝子発現を抑制することで、腫瘍形成を促進すると考えられてい

る ( Linggi et al 2002 and Yang et al 2005)。他にも慢性・急性骨髄性白血病や骨髄異形成症

候群で報告されている染色体 3:21転座により生じるRUNX1- MDS1 and EV1 Complex Locus 

protein (MECOM) 融合遺伝子 (Mitani et al 1994 and Nucifora et al 1994) や前駆 B 細胞急

性リンパ性白血病で報告されている ETV6 (TEL)-RUNX1 も RUNX1 染色体転座による変異

体として造血器腫瘍の原因となる (Golub et al 1995)。 

 また、RUNX1 はスプライシングの違いにより、a, b 及び c の三つのアイソフォームより構

成され、RUNX1b が正常の RUNX1 として考えられている。RUNX1a は RUNX1b, c と比較

して全長が短く、RUNX1-RUNX1T1 同様、RUNX1 の C 末端側を欠失した形となる。また

RUNX1a は、RUNX1b の機能を抑制し腫瘍形成に関わっていると考えられている (Liu et al 

2009 and Sakurai et al 2017)。また、RUNX1c は N末端が RUNX1a, b と異なり、造血幹細

胞の発生及び B 細胞の分化制御に関わっている (Navarro et al 2017)。融合遺伝子 ETV6-

RUNX1 は、RUNX1c の N 末端側が欠失しており、B 細胞分化異常を引き起こす事が腫瘍形

成の原因だと考えられている (Brady et al 2013)。 
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 最後に、RUNX1 の点変異体は、造血幹細胞の異常分化を引き起こす骨髄異形成症候群 

(Myelodysplastic syndromes/MDS) や AML で高頻度に見つかっている (Harada et al 2004 

and Imai et al 2000)。また、MDS 及び AML の患者検体において RUNX1 の点変異体は、

遺伝子発現が喪失するミスセンス変異に関しては比較的 RUNX1 遺伝子の広域で起こるが、

アミノ酸置換が起こるミスセンス変異は Runtドメイン内で頻出し、Runtドメイン内の C末

端側に多い。これらの点変異は、Runt ドメインと DNA 及び CBFB の結合に異常をきたし

MDS 及び AML が発症すると考えられている (Forbes et al 2015 and Metzeler et al 2016)。 

RUNX1 阻害による造血器腫瘍抑制効果 

 RUNX1 変異は、造血器腫瘍の原因になることを前項で説明したが、その一方、正常の

RUNX1 が白血病に寄与することが近年報告されている。(Goyama et al 2013 and Morita et 

al 2017)。例えば、RUNX1-RUNX1T1 や Mixed Lineage Leukemia (MML)-AF9保有細胞株

や白血病モデルマウスに対して RUNX1 の活性を低下させると、細胞増殖の抑制並びに生存

期間の延長が見られた (Goyama et al 2013 and Morita et al 2017)。さらに、白血病幹細胞

の維持に RUNX1 が重要であるという報告もある (Wesely et al 2020)。また、RUNX1 変異

のない造血器腫瘍細胞株 (TF-1 や Jurkat 細胞) に対して RUNX1 の遺伝子レベルでの欠失

図 1-5 急性骨髄性白血病における遺伝子変異頻度のまとめ。 
       *RUNX1とその関連変異は赤枠で囲った (Grimwade et al 2016) 

図 1-5
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を行うと細胞の増殖が抑制された (Goyama et al 2019)。以上の先行研究より、RUNX1 は腫

瘍の形成促進及び維持にも関わっていると考えられる。したがって、RUNX1 変異の有無に

関わらず、複数種の造血器腫瘍において RUNX1 は有望な治療標的となりうる。 

 

本研究の目的 

 以上述べたとおり、RUNX1 は複数種の白血病患者において変異が認められた為、癌抑制

遺伝子として元来考えられている。一方で、複数種の造血器腫瘍細胞株やモデルマウスにお

いて RUNX1 の活性を低下させることは、細胞増殖の抑制や生存期間の延長を認める。した

がって、RUNX1 の不活化は多くの造血器腫瘍に対して有効な治療標的となりうる。このよ

うな研究背景より、RUNX1 阻害剤の開発もこれまで行われてきた (Cunningham et al 2012, 

Illendula et al 2016 and Morita et al 2017)。しかしながら、転写因子 RUNX1 は核内で複

合体を形成して働く為阻害剤の開発が難しく、現在まで、承認に至り臨床の現場に届いた有

効な治療薬は存在しない。そこで、本研究では RUNX1 のような “undruggable” なタンパク

質を標的とした治療薬開発のために、RUNX1 の翻訳後修飾の一つであるユビキチン化に着

目した。近年、undruggable な因子のユビキチン化を誘導し、分解を促す低分子化合物が注

目されている (Ito et al 2010 and Krönke et al 2014)。しかしながら、RUNX1 のユビキチン

化修飾機構はこれまで詳細に解明されてこなかった。そこで、本研究ではこれまで詳細に解

析されてこなかった、RUNX1 のユビキチン化修飾機構の解明に取り組んだ。さらに、RUNX1

のユビキチン化修飾機構を応用した RUNX1 分解誘導剤や RUNX1 との結合共役因子である

CBFB との結合阻害剤の開発にも取り組んだ。 

 

したがって、本研究の目的は RUNX1 の不活化を目指した RUNX1 のユビキチン化修飾機

構の解明並びに RUNX1 のユビキチン化修飾機構や共役因子 CBFB との制御機構に着目し

た RUNX1 阻害剤の開発を行い、最終的に臨床の現場に RUNX1 阻害剤を届けることである。   
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第二章 

 
RUNX1 のユビキチン化修飾機構の解明 

 
 
 
 

 
 

 

 

 

1. The STUB1 research was originally published in the Journal of Biological Chemistry. Yonezawa T, 
Takahashi H, Shikata S, Liu X, Tamura M, Asada S, Fukushima T, Fukuyama T, Tanaka Y, Sawasaki 
T, Kitamura T, Goyama S, The Ubiquitin Ligase STUB1 Regulates Stability and Activity of RUNX1 
and RUNX1-RUNX1T1, 292(30): 12528-12541 (2017). 

2. The RNF38 research was originally published in the Biochemical and Biophysical Research 
Communications. Yonezawa T, Takahashi H, Shikata S, Sawasaki T, Kitamura T, Goyama 
S, The Ubiquitin Ligase RNF38 Promotes RUNX1 Ubiquitination and Enhances RUNX1-
Mediated Suppression of Erythroid Transcription Program. Biochemical and Biophysical 
Research Communications, 505(3): 905-909 (2018). 
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要旨 

 転写因子 RUNX1 の活性は、主に翻訳後修飾のリン酸化、メチル化、アセチル化及びユビ

キチン化により制御されている。特に、RUNX1 のユビキチン化修飾は、ユビキチンプロテア

ソーム系によるタンパク質分解に関与することが報告されていたが、RUNX1 の分解を誘導

する ユビキチンリガーゼ (E3 リガーゼ) が何であるかを含め、詳細な解析は行われていな

かった。E3 リガーゼによる基質タンパク質のユビキチン化には、E3 リガーゼと基質タンパ

ク質の相互作用が重要であることから、本章ではまず、RUNX1 と相互作用する E3 リガーゼ

の同定を試みた。具体的な手法としては、コムギ出芽胚を用いた無細胞タンパク質合成系及

びタンパク質間相互作用を検出する “AlphaScreen” を用いた。さらに、“AlphaScreen”によ

り同定した相互作用能の高い E3 リガーゼを用いて RUNX1 に対するユビキチン化誘導能を

検討したところ、３つの E3 リガーゼ STUB1, DTX2 及び RNF38 が RUNX1 のユビキチン

化を誘導する事を突き止めた。 

 さらに、RUNX1 のユビキチン化を誘導した 3 つの E3 リガーゼが RUNX1 に与える影響

を詳細に検討した。まず、STUB1 は RUNX1 及び染色体転座により生じる融合タンパク質

RUNX1-RUNX1T1 のユビキチン化及び分解を誘導することを突き止めた。また、DTX2 は

RUNX1 の分解は誘導しなかったが RUNX1自身の活性に重要なアセチル化と DTX2 による

ユビキチン化が競合することにより、RUNX1 の転写活性を減弱させることを突き止めた。

興味深いことに、DTX2 は RUNX1-RUNX1T1 の相互作用及びユビキチン化は確認できなか

った。さらに、STUB1 又は DTX2 を RUNX1 依存性細胞株にレトロウィルスベクターを用

いて遺伝子導入しタンパク質発現を増強させると、RUNX1 依存性細胞株の増殖が抑制され

ることを見出した。その一方で、RNF38 は RUNX1 のユビキチン化を介して RUNX1 の安

定性を高め、RUNX1 が持つ分化誘導能を増強させる事を見出した。 

以上のように、本章では RUNX1 のユビキチン化修飾に着目し、その機構を詳細に解析し

た。その結果、複数の E3 リガーゼが RUNX1 のユビキチン化を誘導することを突き止め、

さらに、それぞれの E3 リガーゼは RUNX1 に異なる影響を与える事を見出した。また、

STUB1 及び DTX2 の活性化は RUNX1 依存性造血器腫瘍の増殖を抑制するため、これら腫

瘍に対する有効な治療戦略になると考えられる。 

  



 14 

序論 

 造血細胞の発生及び分化に重要な転写因子 RUNX1 の機能は、翻訳後修飾により精巧に制

御されている (Goyama et al 2015)。その中でも RUNX1 のユビキチン化は、主にユビキチ

ンプロテアソーム経路による分解に関与する事が報告されている(Huang et al 2011 and 

Shang et al 2009)。また、RUNX1 は Runtドメインと呼ばれる DNA 及び共役因子 CBFB

との結合領域を保有し、その内部及び近傍にユビキチン化修飾を受けるリジン残基を保有す

る (Goyama et al 2015 and Huang et al 2001)。また、先行研究より RUNX1 の分解を制御

する因子に関しても複数の報告がされてきた。例えば、ヒストンメチルトランスフェラーゼ

である MLL は、CBFB と RUNX1 の Runtドメインに結合する事で RUNX1 のポリユビキ

チン化を減弱させ、RUNX1 のタンパク質分解を阻害することが報告されている (Huang et 

al 2001 and Huang et al 2011)。また、APC-SCF複合体は細胞周期及び RUNX1 のリン酸

化依存的に RUNX1 の分解を誘導することが報告されている (Biggs et al 2006)。さらに、マ

ウス E3 リガーゼ Stip1 homology and U-Box containing 1 (Stub1/Chip) は Runx1 及び 

Runx2 の分解に関与し (Shang et al 2008 and Li et al 2009)、E3 リガーゼ WWP1 及び

NEED4 は、RUNX ファミリーのユビキチン化を促進するという報告がある (Jones et al 

2006 and Chen et al 2007)。しかしながらこれまで、内因性レベルで RUNX1 の安定性及び

活性を制御する E3 リガーゼに関して詳細な解析は行われてこなかった。 

 また、急性骨髄性白血病の主な融合タンパク質である RUNX1-RUNX1T1 (RUNX1-ETO, 

RUNX1-MTG8) は、RUNX1 の N末端から 177 アミノ酸と RUNX1T1 の融合タンパク質か

らなる (Miyoshi et al 1991)。RUNX1-RUNX1T1 は、他の成長因子の変異体とともに癌抑制

遺伝子の活性を落とし、造血幹細胞の自己複製能及び白血病化を促進する (Goyama et al 

2011 , Linggi et al 2002 and Lin et al 2017)。また、RUNX1同様、RUNX1-RUNX1T1 に

関するユビキチン化修飾機構もほとんど解明されていない。先行研究において、RUNX1-

RUNX1T1 は E2 エンザイム UbcH8 と E3 リガーゼ SIAH1 を組み合わせる事で分解を促進

するという報告があるのみである (Kramer et al 2008)。また、RUNX1 のユビキチン化に関

与する Runt ドメイン内部及び近傍の 9 つのリジン残基のうち 7 つは、RUNX1-RUNX1T1

でも保有されており、RUNX1-RUNX1T1 融合タンパク質も RUNX1 と同様のメカニズムで

ユビキチン化修飾を受け分解されることが予測される (図 2-1)。 
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しかしながら、RUNX1 同様に細胞内では他の共役因子と精巧に制御されている等を理由

に、責任 E3 リガーゼに関する詳細な研究はこれまで行われていなかった。そこでまず本研

究では、精製度の高いコムギ無細胞タンパク質合成系 (Harbers et al 2014) 及びタンパク質

相互作用能を検討する “AlphaScreen”を駆使して( Takahashi et al 2009 and 2016)、RUNX1

と相互作用する E3 リガーゼを同定した。さらに、RUNX1 と相互作用する E3 リガーゼに対

して、RUNX1 に及ぼす影響を詳細に検討した。 

 

  

図 2-1 
RUNX1 及び RUNX1-RUNX1T1 のユビキチン化修飾部位 
RUNX1-RUNX1T1 は N末端より 177 アミノ酸を RUNX1 と同様に保有している一方、

残りの大半は RUNX1T1 が占めている。図の数字は、N末端からのアミノ酸残基を示し

ており、Runtドメインは DNA 及び CBFB の結合領域である。RUNX1 の 9個のリジン 
(K) 残基のうち 7個は RUNX1-RUNX1T1 においても保存されている。 

図 2-1図 2-1 
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実験材料及び方法 

(1) 使用プラスミド 

 一過性の RUNX1b の発現のために、Myc-又は FLAG-RUNX1b を pCDNA3 又は pCMV2

ベクターに導入した。また、レトロウィルスベクターを用いた実験には、pMYs-Ires (I) GFP 

(G) 又は NGF Receptor (R) に RUNX1b を導入した。RUNX1 のユビキチン化修飾サイトで

あるリジン残基をアルギニン残基に置換した RUNX1-K24/43R 変異体の作成には、

QuikChange Lightning Site-directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, 

CA) を使用した。また、作成した変異体は、pMYs-IG 又は pCDNA3ベクターに同導入して

使用した。 

一過性の STUB1 又は STUB1K30A 変異体の発現のために、Myc-又は FLAG-STUB1 又

は K30A を pCDNA3 に導入した。また、レトロウィルスベクターを用いた実験には pMYs-

IG ベクターに導入して使用した。一過性の DTX2 又は DTX2 ΔR 変異体の発現のために、

HA-又は FLAG-DTX2 又は ΔR を pCDNA3 に導入した。また、レトロウィルスベクターを

用いた実験には、pMYs-IGベクターに導入して使用した。 

一過性の RNF38 発現のために、RNF38 を pCDNA3 に導入した。また、レトロウィルス

ベクターを用いた実験には、pMYs-IGベクターに導入して使用した。HA-, Myc- 及び FLAG-

ユビキチンは、pCMV2ベクターに導入した。 pMCSFR-luc 及び pCMV5-CBFB は、Addgene

より入手した。RUNX1-RUNX1T1 及び RUNX1 の C末端欠失変異体 (S291fsX9) の発現は、

pMYs-IGベクターに導入して使用した。またコムギ無細胞タンパク質合成系における 287種

類の E3 リガーゼは、pEU-FLAGベクターに導入して使用した。また、RUNX1 及び CBFB

は、pEU-FLAG 又は blsベクターに導入して使用した。 

(2)コムギ無細胞タンパク質合成系及び AlphaScreen を用いた相互作用アッセイ 

287種類の E3 リガーゼタンパク質アレイは、the robotic synthesizer Gen-Decoder 1000 

(Cell Free Science, Yokohama, Japan) を使用し合成した (Takahashi et al 2009 and 2016)。

RUNX1 及び CBFB の抽出のために 22,000×g で 10 分間遠心し、上清と沈殿物を分離した。

また、その抽出物を SDS-PAGE で処理した後、合成タンパク質をウェスタンブロッティング

で検出した。FLAG タグの検出には、horseradish peroxidase  (HRP) 混合 anti-FLAG 抗体 

(M2, SIGMA) を用い、biotin タグの検出には anti-biotin 抗体 (BN-34, Sigma) を用いた。

RUNX1 を可溶化するオリゴヌクレオチドとして、AGATGTGTGGTTAACCACAAAC 及び
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AGGTTTGTGGTTAACCACACAT を使用した。ビオチン化 RUNX1 及び 287種類の FLAG

タグが付加された E3 リガーゼの無細胞系における相互作用は、AlphaScreen technology 

(PerkinElmer Life Sciences) を用いて検出した (Takahashi et al 2009 and 2016)。 

(3) 細胞培養 

 ヒト臍帯血は、Riken BRC 又は日本赤十字社 関東甲信越 臍帯血バンクより入手した (東

京、日本)。CD34陽性細胞は、CD34 MicroBead Kit (Miltenyi Biotec) を用いて分離した。

また、レトロウィルスを用いることにより CD34陽性ヒト臍帯血細胞に RUNX1-RUNX1T1

を導入し、RUNX1-RUNX1T1 発現細胞を作製した (Mulloy et al 2002, Mulloy et al 2003 

and Goyama et al 2016)。ヒト臍帯血細胞及びそれら細胞に RUNX1-RUNX1T1 を導入した

細胞は、StemSpanTM SFEMⅡ (STEMCELL Technologies) 中に [10 ng/ ml ( human SCF、

human TPO、human IL-3、human IL-6、murine FLT3L)] (R & D systems) を添加して培

養した。K562、Kasumi-1、THP1、HEL 及び HL-60 細胞は、RPMI-1640 と 10% fetal bovine 

serum (FBS) 及び1%ペニシリン-ストレプトマイシン環境下で、SKNO-1細胞及びTF-1は、

RPMI-1640 と 10%FBS、1%ペニシリン-ストレプトマイシン及び 1 ng/ mL human GM-CSF 

(R and D systems) 環境下で培養した。 

(4) トランスフェクション/ウェスタンブロッティング/共免疫沈降法 

Human Embryonic Kideny cells 293 (HEK293 T / 293T) 細胞に、3 µg の標的遺伝子発現

ベクター又はコントロールベクターを 30 µl のポリエチレンイミン及び 600 µl の OptiMEM  

(Thermo Fisher) 混合溶液に加え細胞培養液中に添加した。細胞は遺伝子導入 48時間後に、

Cell Lysis Buffer (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA; Catalog Number 9803) 

を用いて回収した。共免疫沈降法は、anti-[Myc 9E10 (Santa Cruz Biotechnology, sc-40)、

FLAG (SIGMA, F3165)、HA (Roche, 12CA5) 又は RUNX1 (Cell signaling Technology, 

Catalog Number 4336)] 抗体を用いて 4℃で 30 分間撹拌した後、サンプルに Dynabeads 

Protein-G (Themo Fisher Scientific, USA)を加え、さらに 4 ℃で 30 分間撹拌した。免疫沈

降後は、サンプルを 1 mM のフェニルメタンスルホニルフルオリドを含む Cell Lysis Buffer 

(Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA; Catalog Number 9803) で 3回洗浄した。

その後、サンプルを SDS-PAGE で泳動しウェスタンブロッティングを行った。ウェスタンブ

ロッティングで使用する抗体は以下の通りで、 
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Anti-[FLAG M2-Peroxidase (Sigma, A8592)、Myc 9E10 (Santa Cruz Biotechnology, sc-40)、

anti-HA-Peroxidase (Roche, 12CA5)、RUNX1 (Cell signaling Technology, Catalog Number 

4336)、STUB1 (Cell Signaling Technology, Catalog Number 2080)、DTX2 (NOVUS, NBP2-

13941, Lamin (Santa Cruz Biotechnology, B1304)、GAPDH (Cell Signaling Technology, 

Catalog Number 5174) Ubiquitin (Cell Signaling Technology, P4D1, Catalog Number 

3936) 及び Tubulin (Sigma, T5168)] 抗体を用いた。シグナルの発光には、SuperSignal West 

Pico (Pierce, Rockford, IL, USA)、バンドの検出には、LAS-4000 Luminescent Image 

Analyzer (FUJIFILM)、バンドの発光強度の測定には、LabWorks Version 4.5 software 

(UVP, LLC) を使用した。 
(5) (核・細胞質) 画分抽出 

細胞を回収後、ハイポトニックバッファー [ (10 mM HEPES、1.5 mM MgCl2、10 mM 

KCl、0.5 mM DDT、0.1% TritonX-100 及び protease inhibitor cocktail) ]を加え、4℃で 20

分培養した後、8000 rpm で 5 分遠心し上清を細胞質画分のタンパク質溶液として回収した。

次に、沈殿物にライシスバッファー [0.5 % NP-40、protease inhibitor cocktail (Sigma)、及

び Benzonase (Sigma)] を加え、4℃で 35 分培養した後、8000 rpm で 30 分し上清を核画分

として回収した。 

(6) 間接蛍光抗体法 

293T 細胞に標的遺伝子を導入し、48時間後に 4%パラホルムアルデヒドを加えオルガネラ

を固定した。また、0.2%Triotn X-100 を加え細胞を透過処理した後、2%BSA 及び 5%ヤギ血

清を用いてブロッキングした。その後、 [anti-RUNX1 (Abcam, ab92336)、anti-FLAG (Sigma, 

F3165 or F7425) 及び anti-HA (Bio Legend, Catalog Number 901513)] 抗体を一次抗体と

して、Alexa Fluor 568–conjugated anti-rabbit 又は-mouse 抗体 (Thermo Fisher, A11011 

or A11030) 及び Alexa Fluor 488–conjugated anti-rabbit or -mouse 抗体 (Thermo Fisher, 

A11029 or A11034) を二次抗体として蛍光標識した。 

 K562 又は Jurkat 細胞に標的遺伝子を導入し、48 時間後に 4% パラホルムアルデヒドを

加えオルガネラを固定した。また、0.2 % Triotn X-100 を加え細胞を透過処理した後、2 % 

BSA 及び 5%ヤギ血清を用いてブロッキングをした。その後、 [anti-RUNX1 (Abcam, 

ab92336)、 anti-FLAG (Sigma, F3165)、anti-HA (Bio Legend, Catalog Number 901513) ] 
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抗体を一次抗体として、Alexa Fluor 568–conjugated anti-rabbit 抗体 (Thermo Fisher, 

A11011) 及び Alexa Fluor 633-conjugated anti-mouse 抗体 (Thermo Fisher, A21050) を

二次抗体として蛍光標識した。上記の実験において、核染色に DAPI (Bio Legend) を用い

た。蛍光染色サンプルの解析には、confocal microscope (Nikon A1) 又は super-resolution 

microscope (Nikon SIM) を使用した。 新規タンパク合成阻害剤Mg-132 は、20 µM加え実

験に使用した。 

(7) フローサイトメトリー解析 

 細胞の解析には、FACS Verse 及び細胞のソートには FACS Aria (BD Biosciences, San 

Jose, CA, USA) を使用した。また、NGFR 及び CD235a の検出には、anti-NGFR-PE 

(Biolegend, H12649) 及び anti-CD235a-APC (Biolegend, ME 20.4) を利用した。 

(8) レポーターアッセイ (ルシフェラーゼアッセイ) 

293T 細胞を 24 ウェルプレートに 10万個撒き 24時間後、500 ng の pMCSFR-luc (Zhang 

et al 1996)又は pKLF1 (Kuvardina et al 2015) とその他実験で使用する遺伝子を 100 ng ポ

リエチレンイミンを用いて遺伝子導入した。遺伝子導入 48 時間後細胞を回収し、the 

luciferase assay system (Promega) 及び a luminometer (BMG LABTECH, FLUOstar 

OPTIMA) を用いてルシフェラーゼ活性を解析した。実験誤差の正規化には、500 ng の GFP

発現ベクター (pMYs-IG) を他のプラスミドと同時に遺伝子導入し、GFP陽性細胞の割合か

ら転写効率を導き出し行った (Dandekar et al 2005)。 

(9) レトロウィルス形質導入 

 リン酸カルシウム法によりレトロウィルスベクターを 293T 細胞に一過性に発現させ、レ

トロウィルスを作製した (Morita et al 2000)。作製したレトロウィルスの細胞への導入には、

レトロネクチン (Takara Bio Inc, Otsu, Shiga, Japan) を使用した。 

(10) CRISPR/Cas9 システムを用いた STUB1 又は DTX2 欠失誘導 

 STUB1 を 標 的 と し た gRNA は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド  [gRNA-1 FW: 

CACCGGGCCGTGTATTACACCAACC /RV: AAACGGTTGGTGTAATACACGGCCC 、

gRNA-2 FW: CACCGGAAGCGCTGGAACAGCATTG /RV: 

AAACCAATGCTGTTCCAGCGCTTCC (FASMAC, Kanagawa, Japan)] 及び DTX2 を標的

と し た gRNA は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド   [gRNA-1 FW: 
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CACCGAGCCGTGGCCCGTAATGTTG /RV: AAACCAACATTACGGGCCACGGCTC 、

gRNA-2 FW: CACCGAGTTGGGGTCGGGATAGCCG /RV: 

AAACCGGCTATCCCGACCCCAACTC (FASMAC, Kanagawa, Japan)] を用いた。これら

ヌクレオチドをアニーリングし、the lentiGuide-Puro: Addgene (Plasmid 52963) ベクター

にサブクローニングした (Sanjana et al 2014)。また、Addgene より Cas9 発現ベクター 

(lentiCas9-Blast, 52962) 及びレンチウィルス発現ベクター [(pMD2.G, 12259) and (psPAX, 

12260)] を入手した。リン酸カルシウム法によりレンチウィルスベクターを 293T 細胞に一

過性に発現させ、Cas9 及び gRNA のレンチウィルスを作製した。 その後、作成したレンチ

ウィルスを K562、 Jurkat 及び Kasumi-1 細胞に感染させて 24 時間後にブラストシジン 

(10 ng/ml) を用いて Cas9 安定発現細胞の、ピューロマイシン (1 ng/ml) を用いて gRNA 安

定発現細胞のセレクションを行った。最後に、STUB1 及び DTX2 の欠失誘導効率をウェス

タンブロッティングによって確認した。 

(11) 統計解析 
 非対応又は両側 t 検定は、ルシフェラーゼアッセイ (レポーターアッセイ) において異なっ

たグループ間の評価に使用した。Welch’s t 検定は、コントロール及び STUB1欠失細胞にお

ける RUNX1 と RUNX1-RUNX1T1 の安定性の比較又はベクターコントロール及び STUB1 

導入細胞の増殖能の比較に使用した。  

(12) アセチル化リジンを基質とした免疫沈降法 

293T 細胞に、3 µg の Myc- RUNX1 又は RUNX1K24/43R 及び HA-DTX2 発現ベクターを

PEI 法により一過性にトランスフェクションした。また、細胞の回収及び免疫沈降法は、ア

セチル化リジン結合ビーズを用いて以下の製品のプロトコールに従い行った  (Signal-

SeekerTM Acetyl-Lysine Detection Kit; Cytoskeleton, Inc, Denver, CO, USA)。また、アセ

チル化リジン及び RUNX1 をウェスタンブロッティングにおいて検出するために、anti-

RUNX1 (Cell signaling Technology, Catalog Number 4336) and anti-acrtyl-lysin-HRP 

(Cytoskeleton, Inc) を用いた。 
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結論 

a. AlphaScreen を用いた RUNX1 と相互作用する E3 リガーゼの探索 

 基質タンパク質のユビキチン化には、基質タンパク質とユビキチン化リガーゼ (E3 リガ

ーゼの相互作用が重要である。そこで本節では、RUNX1 と相互作用する E3 リガーゼの探

索を行った。具体的な手法は、コムギ出芽胚を用いた無細胞タンパク質合成系 (図 2-2) 

(Harbers et al 2014) 及びタンパク間相互作用を検出する実験系 “AlphaScreen” を用いた 

(図 2-3) ( Takahashi et al 2009 and 2016)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-2 
コムギ出芽胚を用いた無細胞タンパク質合成系の模式図 (Harbers et al 2014)。 
コムギ出芽胚は翻訳因子を多く含む。抽出液に、目的タンパク質の遺伝子をコードした 
プラスミド又は PRC産物を導入し遺伝子の翻訳を行う。 

(Matthias G, 2014FBES Letter)

図 2-2

(Harbers et al 2014) 



 22 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

元来、タンパク質精製には原核生物の大腸菌や (kigawa et al 2004)、真核生物ではウサ

ギ網状赤血球用血液を酵素源とした無細胞系が用いられてきた (Arnstein et al 1964)。前者

は、タンパク質の大量培養を可能とする一方で、原核生物と真核生物による翻訳速度や使用

コドン頻度の違いなどからタンパク質によっては全長合成が難しい等の欠点がある。また、

ウサギ網状赤血球用血液を酵素源とした無細胞系は、真核生物による翻訳と無細胞系で翻訳

を行うことにより細胞内の生理的な制約を回避しタンパクを合成できる。一方で、溶血操作

により混入するリボヌクレアーゼが mRNA の分解を誘導し、タンパク質の大量合成を行う

ことに対して課題を残した。そこで本研究では、まず発芽に備えて翻訳因子を大量に貯蔵す

るコムギ胚芽を用い無細胞系にてタンパク合成を行った。N末端に FLAG 又はビオチン化

タグを付加した RUNX1 及び共役結合因子である CBFB を合成した。CBFB は、上清にお

いて検出され可溶化タンパクとして合成されることが分かった (図 2-4 A)。一方、RUNX1

は通常の合成条件では主に不溶性画分において検出されたが、RUNX1 の結合配列を含んだ

オリゴヌクレオチドを加えることによって可溶化することに成功した (図 2-4 B)。以上の結

果は、RUNX1 の DNA 結合領域が疎水性に富み、オリゴヌクレオチド非存在下では溶解し

づらい性質を持つと推測される。 

図 2-3 
“AlphaScreen”を用いた RUNX1 と 287 種類の E3 リガーゼとの相互作用解析の模式図

RUNX1 にビオチンタグを、E3 リガーゼに FLAG タグを付加した。また、ビオチンはド

ナービーズを、FLAG はアクセプタービーズを認識する。ドナービーズに励起光を照射し

た際に、アクセプタービーズの距離が近いほど (相互作用が強い) アクセプタービーズが

発光する。 

“AlphaScreen”

Emission

Acceptor
Beads

Donor
Beads

Biotin tag

FLAG tag RUNX1

Streptavidin

*287 E3 ligases 

o2

E3 ligase library

Excitation

(Takahashi H et al, 2016 PLOS ONE) 

図 2-3
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次に、 AlphaScreen を用いて RUNX1 と CBFB 又は RUNX1 と 287種類の E3 リガーゼ

との相互作用能を検討した。AlphaScreen の蛍光は、ドナー及びアクセプタービーズの相互

作用により観察される。ドナービーズとアクセプタービーズが近接した際に、ドナ 

ービーズに励起光を照射すると一重項酸素がアクセプタービーズに伝達され発光を示す 

(Ullman et al 1994)。今回は、ストレプトアビジンで標識されたドナービーズを認識するビ

オチンを RUNX1 に、アクセプタービーズを認識する FLAG タグを CBFB 又は 287種類の

E3 リガーゼに付け、相互作用能を検討した。その結果、RUNX1 及び CBFB を反応させたと

きに生体内同様に RUNX1 と CBFB の強い相互作用が AlphaScreen のシグナルとして検出

された (図 2-5)。この結果は、コムギ無細胞系で合成した RUNX1 タンパク質の相互作用が

AlphaScreen により検出可能であることを示している。 

図 2-4 
コムギ無細胞タンパク質合成系を用いた RUNX1 及び CBFB のタンパク質の発現 
A. コムギ無細胞タンパク質合成系を用いて、N末端に FLAG 又はビオチン化タグを付加

させた RUNX1 及び CBFB を合成した。合成したタンパク質を遠心後、合成産物をそ

れぞれの画分に分け  [全合成産物= the whole translation mixture (W)、上清

=supernatant (S)、及び不溶物= insoluble pellet (P)] SDS-PAGE によりサンプルを

泳動後、anti-Biotin 又は anti-FLAG 抗体を用いウェスタンブロットティングにより

解析を行った。CBFB は上清、RUNX1 は沈殿物画分において主に検出された。 
B. RUNX1 に結合するオリゴを加え A.と同様の実験を行った。オリゴを加えたことによ

り、可溶性画分においても RUNX1 タンパク質の発現を認めた。 

図 2-4
A B
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次に、287種類の E3 リガーゼと RUNX1 の AlphaScreen による相互作用解析を行った。

非特異的結合を評価するためのコントロールとして、本来 E3 リガーゼと相互作用を示さな

い DHFR と 287種類の E3 リガーゼの相互作用も検討した。その結果、RUNX1 と E3 リガ

ーゼの結合能が、DHFR より顕著に上昇した 10 つの E3 リガーゼ (WWP1、Rnf38、Rnf44、 

RNF38、STUB1、DTX2、TRIM5、UHRF2、DZIP3 及び NEDD4) を同定した (図 2-6)。       

 

 

 

 

 

 

 

  

図 2-6 
AlphaScreen による 287種類の E3 リガーゼと RUNX1 の相互作用解析 
非特異的結合を評価するために、ネガティブコントロールとして DHFR と 287種類の E3
リガーゼの相互作用も検討した。相互作用能が高かった上位 10個の E3 リガーゼをデー

タとして示した(m=murine)。 
 

図 2-5

図 2-5 
AlphaScreen を用いた RUNX1 及び CBFB の相互作用検出 
Biotin-又は FLAG-RUNX1 及び Biotin-又は FLAG-CBFB (それぞれ 0.75 µL) を全合成

産物から抽出し、RUNX1 及び CBFB の相互作用を AlphaScreen により検出した。Biotin-
又は FLAG-DHFR は RUNX1 及び CBFB に対する相互作用評価のネガティブコントロ

ールとして用いた。 
 

図 2-6
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また、RUNX1 と相互作用の強い E3 リガーゼ上位 10個に関して、RUNX1 のユビキチン

化能を検討した。そして最終的に、E3 リガーゼ STUB1、Deltex2 (DTX2) 及び Ring Finger 

Protein38 (RNF38) が RUNX1 のユビキチン化を細胞レベルで誘導することを見出した。一

方、先行研究において WWP1 及び NEDD4 も RUNX1 の責任 E3 リガーゼとして機能する

可能性が示唆されているが、本研究においては、RUNX1 のユビキチン化誘導能は認められ

なかった。また、これら３つの E3 リガーゼ (STUB1, DTX2 及び RNF38) が RUNX1 に対

して異なる作用をもたらす事を発見した。次節以降、これら3つのE3リガーゼによるRUNX1

のユビキチン化修飾が、RUNX1 に与える影響に関して詳細に解説していく。 

 

  



 26 

b. E3 リガーゼ STUB1 による RUNX1 の制御 

b1. STUB1 は RUNX1 のユビキチン化及び分解を誘導する 

“AlphaScreen” により同定した RUNX1 結合 E3 リガーゼのうち、STUB1 は生理学的に

FOXP3 の分解に誘導することで T 細胞の制御に関わり(Chen et al 2013)、分子生物学的に

TFEB の制御を介してオートファジーの制御に関わることも報告されている (Sha et al 

2017)。さらに、STUB1 は RUNX ファミリータンパクと相互作用することが知られている 

(Shang et al 2008 and Li et al 2008)。STUB1 は U-boxドメインと Tetratricopeptide Repeat 

(TPR)ドメインを保有し、U-boxドメインは E2エンザイムの足場となる。また、TPRドメイ

ン内にあるリジンの 30番はHeat Shock Protein 70 (HSP70) との相互作用に重要で、HSP70

は STUB1 のユビキチン化活性を補助することが知られている (図 2-7) (Zhang et al 2015)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Target
Protein

TPR domain U-boxSTUB1

Chaperon
(HSP70)

1

26 230127 293

303

Ub

Ub
Ub

Ub

K30
E2

＊TPR=Tetratrico Peptide Repeat 

図 2-7

図 2-7 
E3 リガーゼ STUB1 の模式図 
STUB1 は、TPRドメイン内のリジンの 30 番を介して HSP70 と結合する。また、HSP70
は STUB1 の E3 リガーゼとしての活性を強める。さらに、STUB1 は U―boxドメイン

を包有し、U-boxドメインは E2エンザイムと結合する。 
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そこでまず、STUB1 が細胞内において RUNX1 と相互作用をして、さらにユビキチン化を

誘導するかを調べた。293T 細胞に Myc-又は FLAG-RUNX1、HA-ユビキチン、FLAG 又は

Myc-STUB1 及び Myc-STUB1K30A (HSP70 との相互作用部位であるリジンの 30 番をアラ

ニンに置換した STUB1-K30A 変異体) を一過性に発現させた。タンパク抽出液を用いて、

RUNX1 を基質とした (anti-FLAG 又は anti-Myc 抗体を使用) 共免疫沈降を行い、anti-HA

抗体を用いてユビキチン化 RUNX1 を検出した。その結果、STUB1 は RUNX1 と相互作用

し、STUB1 は RUNX1 のユビキチン化及び分解を誘導することを明らかにした。一方、

STUB1-K30A 変異体は、野生型 STUB1 と比較すると RUNX1 のユビキチン化及び分解誘導

を顕著に示さなかった。以上の結果より、STUB1 が RUNX1 の基質 E3 リガーゼであること

が示された (図 2-8 A,B)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-8 
STUB1 による RUNX1 のユビキチン化能の検討 
A,B.  293T 細胞に Myc-又は FLAG-RUNX1、HA-ユビキチン、及び FLAG-又は Myc-

STUB1 又は Myc-STUB1-K30A 変異体を一過性に発現させた。タンパク抽出液

を、RUNX1 を基質とした (anti-Myc 又は FLAG 抗体を用いて) 共免疫沈降を行

い、ユビキチン化 RUNX1 を検出するために、anti-HA 抗体を用いてウェスタン

ブロッティングを行った。STUB1-K30A 変異体は、野生型と比較すると RUNX1
のユビキチン化を顕著に誘導しなかった。 

図 2-8

A B
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次に、内因性レベルにおいて STUB1 による RUNX1 の安定性を検討した。Clustered 

Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/ CRISPR associated proteins  

(CRISPR/Cas9) システムを用いて、K562 細胞に Cas9 及び STUB1 を標的とした gRNA を

導入し、STUB1 の欠失を誘導した。STUB1欠失細胞では、RUNX1 のタンパク発現の上昇

及びユビキチン化 RUNX1 の減少を認めた (図 2-9 A,B)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

次に、STUB1 の存在の有無が RUNX1 の安定性に影響するかを調べた。STUB1欠失 K562

細胞又は通常の K562 細胞の培養液中に、新規タンパク質合成阻害剤であるシクロヘキシミ

ド (Cycloheximide/CHX) を添加し、0、2、4、6、8 時間ごとに細胞を回収した。また回収

したサンプルの RUNX1 のタンパク質発現量をウェスタンブロッティングにより確認した。

その結果、STUB1 欠失時は野生型 STUB1 存在時と比較して RUNX1 のタンパク質レベル

での減少の遅延を認めた (図 2-10)。以上の結果から、STUB1 は内因性レベルにおいても

RUNX1 の安定化に寄与していることが示された。 

図 2-9

A B

図 2-9 
STUB1欠失がRUNX1のタンパク質発現及びユビキ

チン化に与える影響の検討 
A,B. K562 細胞に、ベクターコントロール及び二つ

の独立した STUB1 をターゲットとした gRNA
を導入した。gRNA の導入により、STUB1 の

タンパク質発現は減少し、その結果、RUNX1 の

タンパク質発現は上昇し、ユビキチン化

RUNX1 の減少を認めた。 
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b2. STUB1 は RUNX1 の局在変化及び転写活性能を阻害する 

基質タンパク質は、ユビキチン化修飾を受けることによって細胞内の局在を変化させるこ

とが知られている。また、RUNX1 は主に核内に存在し、STUB1 は主に細胞質に存在するこ

とが知られている。そこで、STUB1 が RUNX1 の細胞内局在へ及ぼす影響を、間接蛍光抗体

法を用いて調べた。293T 細胞に RUNX1 及び FLAG-STUB1 を一過性に発現し、細胞内オ

ルガネラを固定した後、anti-RUNX1抗体及びanti-FLAG抗体を用いてRUNX1及びSTUB1

のタンパク質局在をそれぞれ検出した (図 2-11 A)。興味深いことに、STUB1 は RUNX1 の

細胞質への移行を促進することが判明した。また、プロテアソーム阻害剤である MG132 の

添加による細胞質の RUNX1 の増加は認めないため、タンパク分解非依存的に RUNX1 の細

胞内局在の変化をもたらしたか、プロテアソーム非依存的分解経路により、RUNX1 の分解

が制御されている可能性が考えられる (図 2-11 B)。 

図 2-10

図 2-10 
STUB1欠失が RUNX1 の安定性に与える影響の検討 
図 2-9 と同様の細胞に対して、シクロヘキシミドを 25 ug/ml加え図に示した時間

ごとに RUNX1 のタンパク質量を測定した。また、RUNX1 及び GAPDH の発光

強度は、Multi Gauge (Science Lab) を用いて定量した。この実験は独立した 2回 
(n=2) の試行で行った (+/- SEM、**P<0.01、+P<0.05、++P<0.01 を示す)。 
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さらに、血球系細胞株、K562 細胞、においても一過性の STUB1 発現が内因性 RUNX1 の

細胞質への移行を促進することを突き止めた (図 2-12)。これらの結果は、STUB1 による

RUNX1 のユビキチン化修飾が RUNX1 の細胞内局在を制御していることを示している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

次に、 レポータープラスミド pMCSFR-Luc を用いて RUNX1 の転写活性化能に STUB1

が関与するのかを検証した。MCSFRレポータープラスミドは、プロモーター領域に RUNX1

認識配列を含んでいる。293T 細胞に pMCSFR-luc と共に RUNX1、CBFB、STUB1 又はコ

図 2-11 
一過性過剰発現下における STUB1 が RUNX1 の細胞内局在に与える影響の検討 
A. 293T 細胞に RUNX1 及びベクターコントロール又は FLAG-STUB1 を一過性に発

現させ、anti-RUNX1 (ウサギ) 及び anti-FLAG (マウス) 抗体と共に、 anti-ウサ

ギ Alexa568 (赤) 及び anti-マウス Alexa488 (緑) 抗体によって染色した。核は、

DAPI (青) によって染色した。スケールバー10 µm であり、Confocal laser scanning 
microscopy (Nikon A1) により RUNX1 及び STUB1 の局在を観察した。 

B. 20 µM の MG132 を加え A と同様の実験を行った。 

図 2-11
A B

図 2-12
図 2-12 
STUB1 が内因性 RUNX1 の細胞内局在に与える影響の検討 
K562 細胞に FLAG-STUB1 を遺伝子導入し、anti-RUNX1(ウ
サギ) 及び anti-FLAG (マウス) 抗体と共に、anti-ウサギ

Alexa 568(赤) 及び anti-マウス Alexa 633 (緑) 抗体によって

染色した。核は、DAPI (青) によって染色した。スケールバー

は 5 µm で、The super resolution microscopy (Nikon SIM) 
を用いて、内因性 RUNX1 及び過剰発現 STUB1 の細胞内局在

を観察した。RUNX1単独発現においては、RUNX1 の局在は

核内に留まるのに対し (矢印)、STUB1 導入細胞においては、

RUNX1 の局在は核及び細胞質に共局在した (矢頭)。 
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ントロールベクターを一過性に発現させた。このアッセイでは、RUNX1 単独で軽度に、

RUNX1 及び CBFB の共発現で強い転写活性能を示した。また、これら RUNX1 及び

RUNX1/CBFB による MCSFR に対する転写活性は、STUB1 の一過性の発現により減少す

ることを突き止めた (図 2-13)。以上の結果より、STUB1 は RUNX1 の細胞内局在を変化さ

せ、RUNX1 の転写活性能を阻害することが分かった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b3. STUB1 は RUNX1-RUNX1T1 のユビキチン化及び分解を誘導する 

次に、STUB1 が白血病関連融合タンパク質 RUNX1-RUNX1T1 のユビキチン化及び分解

にも関与するのか検討した。HA-RUNX1-RUNX1T1、FLAG-STUB1 及び Myc-ユビキチン

を 293T 細胞に一過性に発現させた。また、タンパク抽出液を anti-HA 抗体を用いた RUNX1-

RUNX1T1 を基質とした共免疫沈降により、ユビキチン化 RUNX1-RUNX1T1 を anti-Myc 

抗体を用いて検出した。その結果、STUB1 は主に核内で RUNX1-RUNX1T1 のユビキチン

化及びタンパク質レベル発現低下を誘導する事を突き止めた (図 2-14 A)。また、293T 細胞

を用いて共免疫沈降法により STUB1 と RUNX1-RUNX1T1 の結合を確認した (図 2-14 B)。 

図 2-13
図 2-13 
STUB1 が RUNX1 の転写活性に 
与える影響の検討 
293T 細胞に pMCSFR-luc と共に、

RUNX1、CBFB、STUB1 又はコント

ロールベクターを一過性に発現させ、

pMCSFR-luc の転写活性能を評価し

た。解析評価の正規化には、pMYs-IG
ベクターを他のプラスミドと同時に遺

伝子導入し、GFP陽性細胞の割合より

転写効率を算出した。全てのルシフェ

ラーゼアッセイは、独立した 3 回の試

行  (n=3) で 行 っ た  (+/- SEM 、

*P=0.0054、**P=0.0055 を示す)。 
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さらに、RUNX1-RUNX1T1 融合タンパク質を発現する急性骨髄性白血病細胞株 Kasumi-

1 に、GFP を共発現する STUB1 を導入した。293T 細胞を用いたときと同様に、STUB1

の過剰発現は RUNX1 及び RUNX1-RUNX1T1 の発現を抑制した (図 2-15)。 

 

図 2-14 
STUB1によるRUNX1-RUNX1T1のユビキチン

化及び細胞内相互作用の検討 
A,B. 293T 細胞に HA-RUNX1-RUNX1T1 、

FLAG-STUB1 及び/又は Myc-ユビキチン

を一過性に発現させた。タンパク抽出液か

ら RUNX1-RUNX1T1 を基質とした共免疫

沈降を行った。ユビキチン化 RUNX1 は

anti-Myc 抗体を RUNX1-RUNX1T1 と

STUB1 の相互作用の検出には Anti-FLAG
抗体を用いた。 RUNX1-RUNX1T1 も

RUNX1 同様に STUB1 によるユビキチン

化並びに分解誘導を受ける事が分かった。 

図 2-14

A B

図 2-15
図 2-15 
STUB1 遺伝子導入による RUNX1 及び RUNX1-
RUNX1T1 のタンパク発現の影響の検討 
Kaumi-1 細胞に、GFP を共発現するコントロー

ルベクター又は FLAG-STUB1 を導入し GFP 陰
性及び陽性細胞を、フローサイトメーターを用い

てそれぞれ分離した。分離した細胞のタンパク質

を抽出し、anti-RUNX1、anti-FLAG 及び anti-
Tubulin 抗体を用いてウェスタンブロットを行っ

た。FLAG-STUB1 発現細胞において、RUNX1 及

び RUNX1-RUNX1T1 の発現低下を認めた。 
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一方で、Kasumi-1 細胞を用いて CRISPR/Cas9 システムにより STUB1 を欠失したとこ

ろ、RUNX1-RUNX1T1 のタンパク質発現の上昇及び安定化を認めた (図 2-16 A,B)。これら

のデータは、STUB1 が RUNX1 と同様に RUNX1-RUNX1T1 のユビキチン化及び分解制御

に関与していることを示唆している。 

 

 

 

 

 

 

 

  

図 2-16

A B

図 2-16 
内因性 STUB1 が RUNX1-RUNX1T1 のタンパク質発現及び安定性に与える影響の検討 
A.  Kasumi-1 細胞にベクターコントロール及び二つの独立した STUB1 をターゲット

とした gRNA を導入した。gRNA の導入により STUB1 の発現は減少し、その結果、

RUNX1 及び RUNX1-RUNX1T1 の発現上昇を認めた。 
B.  A で用いた STUB1欠失 Kasumi-1 細胞に、シクロヘキシミドを 25 µg/ml加え、図

に示した時間ごとに細胞回収し、それぞれの RUNX1 タンパク質の発現量を解析し

た。RUNX1-RUNX1T1 及び GAPDH の発光強度は、Multi Gauge (Science Lab) を
用いて定量した。この実験は独立した 2 回 (n=2) の試行で行った (+/- SEM、

**P<0.01、+P<0.05、++P<0.01 を示す)。 
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しかしながら、RUNX1-RUNX1T1 の細胞内局在は STUB1 の一過性発現では変化せず、

核外移行に関しては、RUNX1 の C末端側が重要である可能性が示唆された (図 2-17)。 

 

 

b4. STUB1 は RUNX1-RUNX1T1 白血病細胞株の増殖を抑制する 

最後に、STUB1 の活性化が造血腫瘍細胞株に与える影響を検討した。Kasumi-1 及び

SKNO-1 造血器腫瘍細胞株は、RUNX1-RUNX1T1 融合遺伝子を保有している。一方で K562、

THP-1、HEL 及び HL-60 造血器腫瘍細胞株は、RUNX-RUNX1T1 融合遺伝子を保有してい

ない細胞株である。RUNX1 及び STUB1 は、それら細胞株の全てに発現しているが STUB1

の発現量が最も低いHEL細胞ではRUNX1の発現が高く、STUB1の発現量が最も高いTHP1

細胞では RUNX1 の発現量が低い傾向にあった。また、RUNX1-RUNX1T1 白血病細胞株 

(Kasumi-1, SKNO-1) では、比較的 STUB1 の発現量が低い傾向にあった (図 2-18)。 

この結果は、STUB1 のタンパク質レベルでの発現量が RUNX1 のタンパク質量を制御し

ている可能性を示唆している。 

 

図 2-17

図 2-17 
STUB1 が RUNX1-RUNX1T1 の局在与える影響の検討 
293T 細胞に RUNX1-RUNX1T1 及びベクターコントロール、FLAG-STUB1、又は 20 µM
の MG132 存在下において RUNX1-RUNX1T1 及び FLAG-STUB1 を一過性に発現させ、

anti-RUNX1 (ウサギ) 及び anti-FLAG (マウス) 抗体と共に、anti-ウサギ Alexa568 (赤) 
及び anti-マウス Alexa488 (緑) 抗体によって染色した。核は、DAPI (青) によって染色

した。スケールバーは 10 µm で、Confocal laser scanning microscopy (Nikon A1) によ

り RUNX1-RUNX1T1 及び STUB1 の局在を観察した。 
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また、Kasumi-1 及び SKNO-1 白血病細胞株にレトロウィルスベクターを用いて GFP を

共発現する STUB1 及び STUB1K30A を遺伝子導入した。その結果、野生型 STUB1 は

Kasumi-1 及び SKNO-1 細胞の増殖を顕著に抑制したが、STUB1 機能欠失型 K30A 変異体

では顕著な増殖抑制は示さなかった (図 2-19)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-18

図 2-18 
RUNX1 及び STUB1 の造血器腫瘍細胞

株内におけるタンパク質発現量の検討 
STUB1 及び RUNX1 は、骨髄性白血病

細胞株において発現しており、RUNX1-
RUNX1T1 白血病細胞株 (Kasumi-1 及
び SKNO-1) において、STUB1 の発現

レベルは他の細胞株と比べて比較的低

い。細胞株 HEL は RUNX1 の発現が最

も高く、STUB1 の発現は最も低い。 
 

図 2-19 
STUB1 活性化による RUNX1-RUNX1T1 細胞株の増殖に与える影響の検討 
GFP を共発現するベクターコントロール、野生型 STUB1 及び STUB1-K30A 変

異体をRUNX1-RUNX1T1白血病細胞株 (Kasumi-1及びSKNO-1) に導入した。

GFP 陰性及び陽性細胞を共培養し、GFP 陽性率をフローサイトメーターで測定

した。遺伝子導入後三日目の GFP陽性率を 1 とし、経時的に GFP陽性率を測定

した。この実験は独立した 2 回 (n=2) の試行で行った (+/- SEM*P<0.05、
***P<0.005、****P<0.001 を示す)。STUB1 の過剰発現は、RUNX1-RUNX1T1
白血病細胞株の増殖を強く抑制した。この抑制能は、STUB1-K30A 変異体では顕

著には見られなかった。 
 

図 2-19
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また、Kasumi-1 及び SKNO-1 細胞に STUB1 を高発現させることにより AnnexinV 陽

性細胞の割合が増加し、S/G2/M 期の細胞が減少した (図 2-20 A,B)。したがって、STUB1

は、細胞周期の進行を阻止し、アポトーシスを誘導することにより RUNX1-RUNX1T1 細

胞の増殖を抑制していると考えられる。 

 

 

一方 STUB1 の活性化は、RUNX1-RUNXT1 保有細胞株以外の骨髄性白血病細胞株では、

増殖抑制能を示さなかった (図 2-21 A)。さらに、正常のヒト臍帯血細胞に対する STUB1 高

発現による影響を調べた。その結果、正常の臍帯血細胞においては STUB1 による増殖抑制

は認められなかった (図 2-21 B)。これらのデータは、STUB1 の活性化が RUNX1-RUNX1T1

白血病細胞特異的な増殖阻害能を有していることを示している。 

 

 

図 2-20

A B

図 2-20 
STUB1 の活性化がもたらす、RUNX1-RUNX1T1 細胞株増殖抑制の原因究明 
ベクターコントロール又は野生型 STUB1 (共に GFP を共発現する) を RUNX1-
RUNX1T1 白血病細胞株 (Kasumi-1 及び SKNO-1) に導入し、GFP陽性細胞をソー

トした。またそれら細胞を用いて、細胞周期 (サブ G1 期領域は除いている) 及びア

ポトーシス誘導能を評価した。STUB1 過剰発現は、S/G2/M 期の低下及び AnnexinⅤ
陽性細胞の増加によりアポトーシスが亢進していることが分かった。 
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以上の結果より、STUB1 は RUNX1 及び RUNX1-RUNX1T1 の分解を誘導する E3 リガ

ーゼであることを突き止めた。さらに、STUB1 の活性化は RUNX1-RUNX1T1 造血器腫瘍

に対して有効な治療戦略になる可能性も示唆された。 

  

図 2-21 
STUB1 活性化による RUNX1-RUNX1T1非保有急性骨髄性白血病細胞株及び 
ヒト臍帯血細胞を用いた正常造血細胞に与える影響の検討 
A, B. RUNX1-RUNX1T1 融合遺伝子を保有していない細胞株 (K562、THP1、HEL

及びHL-60細胞) やヒト臍帯血細胞に関して図 2-19と同様の実験を行った。 
RUNX1-RUNX1T1 を保有していない細胞及び正常造血細胞において、増殖

抑制能は見られなかった。 

図 2-21

A

B
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c. E3 リガーゼ DTX2 による RUNX1 の制御 

 

 

 

 

 

当該部分は、雑誌掲載する予定があり公表を控える。 
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d. E3 リガーゼ RNF38 による RUNX1 の制御 

d1. RNF38 は RUNX1 のユビキチン化及び安定化を促進する 

“AlphaScreen” により同定した RUNX1 結合 E3 リガーゼのうち RNF38 は、2 つの核局

在化シグナルと E2エンザイムが結合する RING フィンガードメインを保有する E3 リガー

ゼである (図 2-36)。 

 

 

 

 

 

 

 

また、核内において RNF38 は p53 と結合し凝集体を形成し、核内での p53 の機能を制御

する可能性が示唆された (Sheren et al 2013)。さらに、肝細胞癌や結腸・直腸癌など複数の

固形腫瘍において、癌関連因子 AHNAK を分解することにより癌細胞の増殖を助長している

ことが報告された (Peng et al 2019)。以上の点を踏まえて、RNF38 における RUNX1 に対

する影響を調べた。まず、STUB1 及び DTX2 と同様に、RNF38 においても RUNX1 に対す

るユビキチン化への影響を探索した。293T 細胞に Myc -RUNX1、FLAG-ユビキチン及び

RNF38 を一過性に発現させた。さらにタンパク抽出液に対して、anti-Myc 抗体による

RUNX1 を基質とした共免疫沈降を行い、anti-FLAG 抗体を用いてユビキチン化 RUNX1 を

検出した。その結果、RNF38 発現時に顕著な RUNX1 のユビキチン化バンド及び RUNX1 タ

ンパク質の増加を認めた (図 2-37 A)。さらに、RNF38 が核内で p53 と作用することから核

と細胞質に分けてタンパク質を回収し、RNF38 に対する RUNX1 のユビキチン化能を検討

したところ、核と細胞質分画ににおいて異なるユビキチン化 RUNX1 のバンドシフトを検出

した (図 2-37 B)。 

図 2-36 
E3 リガーゼ RNF38 の模式図 
E3 リガーゼ DTX2同様、RNF38 も RING フィンガードメインを包有し、RING フィン
ガードメインは E2エンザイムと結合する。また、近年の報告で RNF38 は多くの固形腫
瘍において癌細胞の増殖を亢進するとされている。 

Target
Protein

NLS RNF38
1

57 71 506

Ub

Ub
Ub

Ub
E2

RING 

RING: RING finger domain

NLS: Nuclear Localization signal

403

515

115 131

NLS 

図 2-36
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シクロヘキシミド (CHX) を用いて RNF38 が RUNX1 のタンパク質の安定性に影響を与

えるかを検討した。K562 細胞に、レトロウィルスベクターを用いて RNF38 を遺伝子導入し

RNF38 の安定発現細胞株を樹立した。次に、CHX を添加し、0、2、4、6 時間ごとに細胞を

回収し、回収したサンプルの RUNX1 のタンパク質発現量をウェスタンブロッティングによ

り検出した。その結果、RNF38 は RUNX1 の安定性を高めることがわかった (図 2-38)。ま

た、ユビキチン化によるタンパク質分解機構は、大きく分けてプロテアソーム経路とオート

ファジー経路に分けられる。そこで、RNF38 がどちらの経路による分解を抑制しているのか

を検討した。まず、K562 細胞にプロテアソーム阻害剤 MG132 又はオートファジー阻害剤

NH4Cl を加えタンパク質を回収しウェスタンブロティングを行った。その結果、RUNX1 は

MG132 及び NH4Clどちらを加えた際もタンパク質レベルでの増加を認めた (図 2-39 A)。し

たがって、RUNX1 はプロテアソーム及びオートファジー両経路においてタンパク分解制御

を受ける可能性が示唆された。 

図 2-37
A B

図 2-37 
RNF38 による RUNX1 のユビキチン化能の検討 
A. 293T 細胞に Myc-RUNX1、FLAG-ユビキチン及び RNF38 を一過性に発現させ

タンパク抽出液を、anti-Myc 抗体を用いて RUNX1 を基質とした共免疫沈降を

行った。また、ユビキチン化 RUNX1 を検出するために、anti-FLAG 抗体を用い

てウェスタンブロッティングを行った。 
B. A で行った実験を核と細胞質分画に分けて行った。 
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次に、RNF38 安定発現細胞株にオートファジー誘導剤としても知られるラパマイシンを添

加した際の RUNX1 タンパク質の安定性を評価した。コントロール群では、ラパマイシン添

加時に RUNX1 の顕著な減少を認めたが、RNF38 安定発現細胞株ではその効果は減弱した 

(図 2-39 B)。したがって、RNF38 はオートファジー経路を介した RUNX1 のタンパク質分

解を阻害し、RUNX1 の安定化に寄与していることが示された。 

 

  

図 2-38 
RNF38 による RUNX1 のタンパク質安定性の検討 
K562 細胞に pMYs-IG-RNF38 を遺伝子導入後、GFP陽性細胞をセルソーターで

回収した。回収した細胞にシクロヘキシミドを 25 µg/ml加え、図に示した時間ご

との RUNX1 のタンパク質量を測定した。また RUNX1 及び GAPDH の発光強度

は、Multi Gauge (Science Lab) を用いて定量した。 

図 2-39 
RNF38 の RUNX1 分解抑制機構の検討 
A. K562 細胞に 10 µM の MG132 又は 25 mM の NH4Cl を加え 4時間培養後、

細胞を回収した。回収した細胞よりタンパク質を抽出して、ウェスタンブロッ

ティグにより RUNX1 タンパク質を検出した。また、RUNX1 及び GAPDH の

発光強度は Multi Gauge (Science Lab) を用いて定量した。 
B. 図 2-38 で利用した細胞に、オートファジー誘導剤としても知られる 100 nM

のラパマイシンを加え４時間後細胞を回収した。回収した細胞よりタンパク質

を抽出して、ウェスタンブロッティグにより RUNX1 タンパク質を検出した。 
 

A B

図 2-39

図 2-38
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d2. RNF38 は RUNX1 の転写抑制能及び分化誘導能を助長する 

 最後に、RNF38 の RUNX1 の安定化が RUNX1 の転写活性能及び分化誘導能に影響を与

えるのか検討した。まず、pMCSFR を用いてレポーターアッセイを行ったところ、RUNX1

及び CBFB で顕著な転写活性の上昇は認めたが、RNF38 の存在の有無で顕著な差は見られ

なかった (図 2-40 A)。さらに、赤芽球系細胞の維持に重要な転写因子 KLF1 によるレポー

ターアッセイを行った。RUNX1 は、KLF1 の遺伝子発現を抑制して赤芽球系から巨核球の

分化を誘導することが知られている (Kuvardina et al 2015)。そこで、293T 細胞に pKLF1-

luc と共に RUNX1、CBFB、RNF38 又はコントロールベクターを一過性に発現させた。そ

の結果、KLF1 の転写活性は RUNX1 又は RUNX1-CBFB の共発現時に顕著に低下し、さら

にRNF38はRUNX1によるKLF1への転写抑制能を助長することが分かった (図 2-40 B)。 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

次に、KLF1 が制御している赤芽球系細胞の表面抗原 GYPA (CD235a) を発現している

K562 細胞を用いて、RUNX1 による赤芽球系分化抑制能と RNF38 の関与を検討した。K562

細胞に、レトロウィルスベクターを用いて NGFR-RUNX1 及び GFP-RNF38 を遺伝子導入

図 2-40

A B

図 2-40 
RNF38 が RUNX1 の転写活性能に与える影響の検討 
A.B. 293T 細胞に pMCSFR-luc 又は pKLF1-luc と共に RUNX1、CBFB、RNF38 又

はコントロールベクターを一過性に発現させ、pMCSFR-luc 又は pKLF1-luc の転

写活性能を評価した。全てのルシフェラーゼアッセイは、独立した 3 回の試行 
(n=3) で行った (+/- SEM、B *P=0.0256, **P=0.0019 を示す)。 
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し GYPA の発現変化を観察した。その結果、RUNX1 導入細胞株では GYPA の表面抗原マー

カーが顕著に減弱し、RNF38 はその効果を増強した (図 2-41 A,B)。 

 

以上の結果より、RNF38 は RUNX1 のユビキチン化及び安定化を誘導し、さらに、RUNX1

と協調して RUNX1 の転写抑制能及び分化誘導能を増強することを見出した。 

  

図 2-41

A

B

図 2-41 
RNF38 が RUNX1 の分化誘導能に与える影響の検討 
A. 実験の模式図。K562 細胞にレトロウィルスベクターを用いて、pMYs-INGFR-RUNX1

及び pMYs-IG-RNF38 又はそれらに付随するベクターを遺伝子導入した。 
B. pMYs-INGFR-RUNX1 及び/又は pMYs-IG-DTX2 が発現している K562 細胞の各分画

の GYPA陽性率をフローサイトメーターを用いて観察した。  
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考察 

 先行研究より、RUNX1 のユビキチン化を誘導する幾つかの E3 リガーゼが同定されてきたが、

それら E3 リガーゼが、RUNX1 の生理学的機能にどのように関与しているのか詳細な分子機

構は不明であった。本研究では、“AlphaScreen” を用いたハイスループットスクリーニング、

細胞レベルでの生化学的解析や造血器腫瘍細胞株を利用した生理学的解析を用いて、RUNX1

の責任 E3 リガーゼが STUB1、DTX2 及び RNF38 であること、これらのユビキチン化修飾

が RUNX1 に対して異なる作用を示すことを突き止めた (Yonezawa et al 2017 and 2018)。 

STUB1 は RUNX1 及び RUNX1-RUNX1T1 のユビキチン化及び分解を誘導することを突き

止めた。この結果は、Stub1 が Runx1 のユビキチン化及び分解を誘導するという、マウスの遺

伝子を用いた先行研究と一致する (Li et al 2008 and Shang et al 2009)。また、シャペロンタ

ンパク質 HSP との結合を低下させた STUB1-K30A 変異体の遺伝子導入では、RUNX1-

RUNX1T1保有造血器腫瘍細胞株の顕著な増殖抑制は起きなかった。一方、RUNX1-RUNX1T1

は同じくシャペロンタンパク質の一つである HSP90 と結合し安定化することが知られており、

今回の結果と合わせると、STUB1-HSP90 複合体は RUNX1 及び RUNX1-RUNX1T1 タンパ

ク質の安定性の調整に重要な役割を担っている可能性がある (Bost et al 2014 Yan et al 2007 )。 

DTX2 は、RUNX1 の分解は誘導しなかったが、RUNX1 の活性に重要なアセチル化と拮抗

することで、RUNX1 の機能低下を引き起こした。DTX2 と RUNX1 は染色体逆位転座による

融合遺伝子の症例が報告されており、DTX2 の不活性化が RUNX1 依存性白血病の一因となる

可能性も示唆されている (Maki et al 2012)。また、RUNX1-RUNX1T1 はヒストンの脱メチル

化に関わる Jumonji domain containing 1C (JMJD1C) と協調することにより、白血病細胞の

維持に関与する事が報告されている (Chen et al 2015)。一方、DTX2 はこの JMJD1C のモノ

ユビキチン化に関わり、JMJD1C を負に制御することが示唆されているため (Luo et al 2017)、

DTX2 は RUNX1-RUNX1T1 を直接的に制御しないことが本研究により示されたが、DTX2 に

おける RUNX1-RUNX1T1 及び JMJD1C の関連研究も非常に興味深い。 

また、STUB1 及び DTX2 は RUNX1 の核外移行を誘導したが、RUNX1-RUNX1T1 の核外

移行は引き起こさなかった。これらの結果は、RUNX1 の核局在化シグナルが Runt ドメイン

の末端に存在することが知られており、その差異が今回の結果に結び付いている可能性を示唆

している。また、STUB1、DTX2 及び RUNX1 は T 細胞の発達及び調整に重要な役割を担っ

ている可能性が報告されている (Chen et al 2013, Lehar et al 2006 and Zhang et al 2020)。
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したがって、STUB1 又は DTX2 と RUNX1 の相互作用やタンパク質発現のバランスを免疫応

答の観点から研究することもとても興味深い。さらに、STUB1 及び DTX2 の活性上昇は

RUNX1 依存性白血病細胞株の増殖を抑制することから、STUB1 及び DTX2 はこれらの造血

器腫瘍における良い治療標的であると言える。 

一方、RNF38 は RUNX1 のユビキチン化及び安定化を誘導することを見出した。さらに、

RNF38 の安定化は RUNX1 の機能を亢進し、赤芽球細胞の維持に重要な転写制御因子 KLF1

の機能を抑制することを見出した。また、RUNX1 は骨髄球系への分化に重要な MCSFR の

転写亢進を行うことが知られているが、RNF38 による RUNX1 の安定化は、MCSFR の活性

には影響を与えなかった。以上の結果から、RNF38 は RUNX1 による転写抑制に重要な役割

を果たしていると考えられ、更なる解析が必要である。また、興味深いことに RNF38 の安定

化は、リソソーム・オートファジー経路による RUNX1 の分解を抑制することでもたらされ

ていることが示唆された。さらに、STUB1 によるタンパク分解は、リソソーム・オートファ

ジー経路を介するとの報告もあるため (Rao et al 2017 and Sha et al 2017 )、STUB1 及び

RNF38 による競合的 RUNX1 の制御機構についても今後解析を行いたい。STUB1 や DTX2

による核外移行は、RUNX1 を細胞質に存在するリソソームに伝達する役割があるのでは無

いかと考えられる。 

さらに、今回同定した 3 つの E3 リガーゼは、RUNX1 の分解、アセチル化の低下及び安定

化というように 3 つの異なる役割を示した。しかし、この差異がどのように生じるのかは分

かっていない。それを紐解く鍵としては、RUNX1 のユビキチン化修飾鎖の違いが考えられ

る。近年、質量分析器を用いたユビキチン修飾鎖の解析によると、ポリユビキチン鎖を形成す

るユビキチン同士の結合も多岐にわたり、例えば、K48型や K63型ユビキチン鎖などの鎖の

種類により異なるシグナル経路を制御することが報告されている (Tsuchiya et al 2013, 

Ohtake et al 2015 and 2016)。また、RUNX1自身複数のユビキチン化修飾部位を保有する

ため、RUNX1 のユビキチン化修飾部位もこれらの差を生み出していると一因と考えられる。

さらに、RUNX1 のリン酸化も RUNX1 の安定性に関与することから、ユビキチン化以外の

他の翻訳後修飾とユビキチン化の関連を調べることも今後重要な課題である。 

以上のように、3 つの E3 リガーゼによる RUNX1 のユビキチン化修飾は、修飾されるユビ

キチン鎖の種類及び長さや修飾部位が異なる可能性が予想される。したがって今後は、これ

らの違いの原因を明らかにする為に生化学的手法を用いながら、詳細に修飾鎖や修飾部位な

どを決定していくことも重要な課題になると考えられる。  
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第三章 

 

RUNX1 のユビキチン化修飾機構を利用

した治療応用 
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本章は、雑誌掲載する予定があり公表を控える。 
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第四章 

 
RUNX1-CBFB 結合阻害剤の開発 
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本章は、雑誌掲載及び特許出願する予定があり公表を控える。 
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第五章 

 

結言 
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終わりに 

 

 

 

 

 

本章は、雑誌掲載及び特許出願する予定があり公表を控える。 
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頂いたお陰で今の自分があります。本当にありがとうございました。 
 

新領域創生科学研究科の皆様 

 研究科の皆様には、本論文や助成金等の手続きの際いつも丁寧にそして迅速に対応して頂

いたこと心より感謝申し上げます。申請書に関して、細かく不備等目を通して頂き誠に有難

う御座いました。皆様のおかげで、日本学術振興会海外特別研究員や他の海外留学に向けた

助成金も獲得することができました、心より感謝致します。また、恵まれた環境で研究活動

に打ち込ませて頂いたことも重ねて御礼申し上げます。 
 

メディカル情報生命専攻の皆様 

メディカル情報生命専攻では、授業の準備や必要な提出書類等の対応をして頂き誠に有難

う御座いました。研究科の本部が無い医科学研究所でも、皆様のご協力で不自由なく生活で

きた事を心より感謝申し上げます。佐藤先生、中野先生、松田先生、安川さん、横田さん及び

佐々木さんをはじめとする多くの方々のサポートのもとで、研究生活に打ち込む事が出来ま

した。大変恵まれた環境を整えて頂いたこと厚く御礼申し上げます。 
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東京大学 医科学研究所 東條 有伸 病院長 四柳 宏 教授 北海道大学 小児科 真部 淳 教授 

平林 真介 特任助教授 聖路加国際病院 青木 悠 看護師 桃井 (小川) 恵理子 看護師 

私が大学院生活を送るにあたり、健康面で多大なるサポートをして頂いたこと誠に感謝致

します。私が研究活動を行うきっかけとなったのは、紛れもなく高校一年生の時に骨髄異形

成症候群を発症したことに起因しています。今では、普通の人以上に活力に溢れ研究活動に

従事できており、私の治療に関して常に最善を尽くして頂いた先生方には心より深謝申し上

げます。 
 

私の両親 米澤 達志氏  米澤 登美子 氏  

 私が大学院生活を送るにあたり、全面的にサポートをして頂いたこと心より深謝申し上げ

ます。父の職場の方が、自分の研究施設よりも最寄り駅が遠いにも関わらず、無理を言って

修士課程の段階から 1 人暮らしをさせて頂き本当にありがとう御座いました。根拠のない自

信ばかりで迷惑をかけてきましたが、ようやく一つ成果が実りました。大学院卒業後からは、

少しずつ恩返しをさせて下さい。本当にありがとう御座いました。 
 

私の妹 米澤 彩香 氏 

 私が高校一年生で骨髄異形成症候群を発症した際に、快く骨髄移植のドナーを引き受けて

くれた事本当にありがとう。感謝をしても仕切れませんが今こうして人一倍元気に、そして

楽しく生活する機会をくれたこと深謝致します。また、移植後は風邪も引きにくくなり、強

い造血幹細胞をくれたことも感謝致します。これからたくさん恩返しをするので、楽しみに

していてください。本当にありがとう御座いました。 
 

  

 

 

最後になりますが、これまで大学院及び研究生活を支えてくださった全ての方々に心より

感謝申し上げます。また、この研究活動を行うにあたって、気力そして体力ともに途中で疲

れ果てる事なくついて来てくれた自分自身にも感謝申し上げ結びとさせて頂きます。 
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