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緒 言 

 

Meis1 は TALE 構造のホメオドメインを持つ転写因子であり、元々骨髄性白血病に関わるがん遺伝子あるいは他の

がん遺伝子の標的遺伝子として同定され、造血幹細胞の維持に重要であることが明らかになっている。一方、近年では

造血器腫瘍だけでなく、卵巣がんや腎芽腫などの固形がんにおいても Meis1 が強発現することが報告されているが、

詳細な機能についてはほとんどわかっていない状況である［1，2］。これまでに、我々の研究グループはMeis1の上皮

性がんにおける機能に着目し、様々な臓器の上皮で遺伝子の発現を誘導することが知られているType 14 cytokeratin 
プロモーターの下流にEstogen ReceptorとCreとの融合タンパクを連結させtamoxifenによりCreを誘導可能にした

deleter マウス（K14CreER）とMeis1 コンディショナルノックアウトマウス（Meis1 fl/fl）とを交配し、Meis1 欠失の

影響を検討した。その結果、正常皮膚における Meis1 の欠失は表皮幹細胞の減少、毛形成の異常を示したことから、

Meis1は皮膚においても血液同様に幹細胞の維持に重要であることが明らかとなった。一方、発がんにおける機能解析

として化学発がん剤である DMBA/TPA による多段階皮膚発がん実験を行った［3］。その結果、発がん刺激の前後で

Meis1を欠失させると良性腫瘍数の減少および扁平上皮がんへの悪性化率の有意な低下が認められ、特に悪性化に関し

ては発がん刺激後に Meis1 を欠失させると最も扁平上皮がんを抑制した。このように、上皮性の固形腫瘍においても

Meis1が悪性化を促進する因子であることが示された［4］。そこで、Meis1を中心とした腫瘍悪性化の遺伝子ネットワ

ークを明らかにすることを目的に、悪性化過程の表皮由来細胞株を用いたRNA-seq と発がん剤により誘導した腫瘍ク

ロマチンを用いたChIP-seqデータとを統合し、Meis1の新規標的因子の同定を試みた。 
 

方 法 

 
1．Meis1ノックダウン細胞株の作製 
マウス正常皮膚由来細胞株C5Nおよび発がん剤により誘導された腫瘍から樹立された細胞株B9（扁平上皮がん）、

D3（スピンドル型扁平上皮がん）のそれぞれの Meis1 ノックダウン細胞株（Meis1 KD）を作製した。作製法は以前

報告した手法と同様にレトロウィルスベクターコンストラクトを用いてPlatE細胞に導入し、各細胞に感染させ作製し

た［5］。またMeis1の発現低下はqRT-PCR法により確認し、以降の実験に用いた。 
2．RNA-sequencing  
それぞれのMeis1 KD、およびベクターコントロール細胞株からトータルRNAの抽出を行った。またRNAのクオ

リティーチェックにはバイオアナライザーを用い、RINが7.0以上のものを使用した。以降の実験はマクロジェン・ジ

ャパンに委託して行った。ライブラリ調整は Illumina TruSeq RNA Sample Prep Kit v2を用い、次世代シークエンサ

ーは Ilumina の HiSeq 2500 を使用した。最終的なシークエンスデータの解析については GeneSpringGX（Agilent 
Technologies）を用いて網羅的遺伝子発現解析を各細胞株で行った。 
3．K15CrePR-Meis1 fl/flマウスの作製と表現型解析  

すでに千葉県がんセンター研究所にて導入済みであった K15CrePR マウスと Meis1 fl/fl マウスを交配させ、

K15CrePR-Meis1 fl/flマウス作製した。それらのマウスにRU486を腹腔内投与し、コンディショナルなノックアウト処

理を行った後、皮膚組織を採取した。採取した皮膚組織は4％パラフォルムアルデヒドにより固定し、パラフィン包埋
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した。包埋サンプルはミクロトームを用いて薄切し、HE染色により表現型の解析を行った。 
 

 
結 果 および 考 察 

 

1．Meis1ノックダウン細胞株における発現変動する遺伝子群の探索 
当初、K14CreER-Meis1 fl/flマウスにDMBA/TPA により誘導した腫瘍サンプルを用いてRNA-sequencing を実施し

ようと試みたが、RNA-sequencingが可能なRNAクオリティーを保つことが困難であった。そこで、代替法としてマ

ウス正常皮膚由来細胞株 C5N および発がん剤により誘導された腫瘍から樹立された細胞株 B9（扁平上皮がん）、D3
（スピンドル型扁平上皮がん）のそれぞれのMeis1ノックダウン細胞株（Meis1 KD）を作製し、RNA-sequencingを

実施した。それらのMeis1 KD細胞株とベクターコントロール細胞株をそれぞれ比較し、発現量が2倍以上（≧FC2）
変動した遺伝子を抽出した（図1A、BおよびC）。C5N-Meis1 KDにおいて発現低下する遺伝子が398個、同様にB9
では315個、D3では573個であった。それらの遺伝子群の共通性を調査した結果、C5N、B9、D3で共通して発現量

に挙動がある遺伝子は22個、C5NおよびB9に共通する遺伝子は62個、B9とD3に共通する遺伝子は74個、D3と

C5Nに共通する遺伝子は62個であった（図2A）。それらの中で変動する遺伝子群としてサイトケラチン群が認められ

た。特に、上皮性細胞マーカーに用いられる高分子型のKrt5/6a/6b/14/15がB9-Meis1 KDで発現上昇していた。一方

でKrt7/8/18/といった腺細胞に認められる低分子サイトケラチンは逆に発現低下がみられた（図2B）。さらに表皮由来

細胞株全体を通して、通常、悪性化に伴って発現上昇がみられる上皮間葉転換（EMT）関連転写因子の Snai1/2 や間

葉系細胞マーカーのVimの発現が低下する傾向が認められた（図2C）。 

 
 

図1．Meis1ノックダウンC5N、B9およびD3細胞株におけるRNA-seqによる網羅的遺伝子発現変動解析 
A）Meis1ノックダウンC5N（マウス正常皮膚由来細胞株）における発現変動（FC≧2）した遺伝子プロット 
B）Meis1ノックダウンB9（マウス扁平上皮がん由来細胞株）における発現変動（FC≧2）した遺伝子プロット 
C）Meis1ノックダウンD3（マウスSpindle cell Carcinoma由来細胞株）における発現変動（FC≧2）した遺伝子

プロット 
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図2．表皮細胞株におけるMeis1の減少はサイトケラチンの発現上昇とEMT関連遺伝子の発現減少を導く 
A）3種細胞株のMeis1ノックダウンにより発現変動した遺伝子群と主なサイトケラチンおよびEMT関連遺伝子 
B）3種細胞株Meis1ノックダウンにより発現変動した高分子および低分子サイトケラチンの発現変動 
C）B9細胞株におけるMeis1ノックダウンにより変動する遺伝子トップ5遺伝子 

 

2．多段階皮膚発がんモデルにおけるMeis1下流因子の同定  
次にすでに取得済みであった多段階悪性化過程（正常皮膚、早期良性腫瘍、後期良性腫瘍および扁平上皮がん）の

Meis1-ChIP-seq データと併せて解析した結果、Krt5 および Krt15 において正常皮膚および早期良性腫瘍で両遺伝子

の上流にリードピークが検出された（図3AおよびC）。一方、EMT関連転写因子Snai2においても同様に検索した結

果、早期良性腫瘍においてピークが検出された（図3E）。そこでKrt5、Krt15およびSnai2の5’UTR上流の配列を検

索した結果、1 kb以内にMeis1結合モチーフに対するコンセンサス様配列がそれぞれ1つ以上確認できた（図3B、D
およびF）。これらのことから、Meis1が直接的にKrt5、Krt15およびSnai2の発現調節をしている可能性が予測され

た。これらの結果とRNA-seqのデータと照合するとMeis1が発がんステージの早期の段階でKrt5やKrt15を発現抑

制し、Snail2 を発現亢進させることが考えられた。これらのことは、K14CreER-Meis1 fl/flマウスにみられたMeis1 欠

失に伴う正常皮膚の肥厚および悪性腫瘍の発生率低下［3］などが上皮性ケラチンの発現上昇や EMT の抑制によって

誘導されている可能性を示唆する結果となった。一方、悪性腫瘍におけるMeis1の発現がVimとは共局在せず、Krt14
と共局在すること［3］から、EMTが完全に起きた細胞あるいは間葉系細胞よりは、むしろ上皮細胞からの間葉系に移

行する際にMeis1 が表皮細胞に作用することが考えれらた。つまり、正常皮膚においてMeis1 は幹細胞を含めた表皮

細胞の上皮性と間葉性とのバランスを維持する重要な転写因子であり、悪性化するに従って Meis1 の発現が高くなる

ことによってEMTが促進され腫瘍の悪性化を導いていることが推測された。今後は、これらの仮説を証明するため更

なる実験を行う必要がある。 
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図3．Krt5、Krt15およびSnai2における皮膚腫瘍を用いたChIP－seq 解析結果とMeis1結合領域の推定 
A）Krt5におけるマウス組織クロマチンサンプルに対するMeis1特異抗体を用いたChIP-seq解析結果 
B）Meis1のDNA結合モチーフとKrt5遺伝子プロモーター領域におけるMeis1結合コンセンサス様配列 
C）Krt15におけるマウス組織クロマチンサンプルに対するMeis1特異抗体を用いたChIP-seq解析結果.  
D）Krt15遺伝子プロモーター領域におけるMeis1結合コンセンサス配列 
E）Snai2におけるマウス組織クロマチンサンプルに対するMeis1特異抗体を用いたChIP-seq解析結果 
F）Snai2遺伝子プロモーター領域におけるMeis1結合コンセンサス様配列 
ピンク矢印はシークエンスリード・ピークを示し、青矢印は転写開始方向を示す。 
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3．K15CrePR-Meis1 fl/flマウスは毛包減少を示す 
これまでに、我々の研究成果から正常皮膚の表皮幹細胞が存在する毛包バルジ領域においてMeis1が発現し、幹細胞

の維持に関与することが明らかとなっている。一方、Krt15は毛包バルジの表皮幹細胞マーカーの一つであり、実際に

我々は免疫染色レベルで両者が共局在することを明らかにしている［3］。上述した RNA-sequencing および

ChIP-sequencing 結果から、Meis1 が直接的にKrt15 の発現調節を行うことが示唆されたことから、Meis1-Krt15 が

幹細胞の維持に肝要である可能性も考えられた。そこで、Krt15 のプロモーターの下流にCrePRを融合したTg マウス

とすでに我々が保有しているMeis1 fl/flマウスを交配した。これらのマウスにRU486を腹腔内投与し、Meis1の欠損を

誘導した後に皮膚組織の表現型解析をHE染色により実施した。その結果、K15CrePR-Meis1 fl/flマウスはコントロール

マウスと比較してバルジ領域を含む毛包数の減少傾向が観察された（図4B）。このことは、Meis1-Krt15が幹細胞維持

に重要であることを示している。今後はこれらマウスを利用して BrdU を用いた詳細なチェイス実験および

DMBA/TPA による発がん実験を実施することで Meis1 の悪性化機構における更なる理解を深めるとともに、Meis1
が新規がん治療標的となるか検討を継続したい。 

 

 
図4．K15CrePR‐Meis1 fl/flマウスの作製と表皮組織の表現型解析 

A）K15 プロモーター配列の下流に Cre リコンビンナーゼとプロゲステロン受容体融合蛋白質を連結した K15CrePR

マウスと DNA 結合ドメインをコードする Meis1 の Exon8 を loxP 配列で挟んだ Meis1 fl/fl マウスを交配し、

K15CrePR-Meis1 fl/flマウスを作製した。 
B）K15CrePR-Meis1 fl/flマウスの腹腔内にRU486投与後、1週間の皮膚組織像、白括弧は毛包を示す。 

Scale bar = 100 μm。 
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