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造血幹細胞の分化と自己複製の制御機構

１．研究実施の概要

�　少数の純化した造血幹細胞から全長型c DNAライブラリーを作製し、造血幹細

胞に特異的に発現されている膜型蛋白の遺伝子を効率よく同定する系を用いてス

クリーニングを行った。得られた候補遺伝子の構造解析を行う一方で、レトロウ

イルスおよびレンチウイルスベクターを用いて造血幹細胞に遺伝子を導入し発現

させるシステムをそれぞれ確立した。

�　造血幹細胞と同様の方法を用いてマウス胎児肝臓中に含まれる肝幹細胞を分離

同定する方法を確立した。この肝幹細胞は成熟肝細胞ならびに胆管上皮細胞に分

化することが可能であるが、いまのところ血液細胞への分化は認められない。ま

た、造血幹細胞を肝幹細胞の培養系に導入しても肝幹細胞は誘導されない。造血

幹細胞と肝幹細胞の分化の可塑性はクローナルなシステムでさらに詳しい検証が

必要であると考えられた。

�　造血幹細胞の自己複製能を反映するものとして加齢マウス骨髄中に存在する造

血幹細胞の性状を解析した。その結果、予想に反して造血幹細胞の数が増加して

いること、リンパ球系への分化能が低下した欠陥造血幹細胞が出現してくること

が明かになった。

２．研究実施内容

�　造血幹細胞に発現されている遺伝子のクローニング

　造血幹細胞持つ多分化能と自己複製能を支える分子機構を明らかにするために

は造血幹細胞に特異的に発現されている遺伝子を同定することが必要となる。そ

こで純化した５０００個の造血幹細胞よりmRNAを抽出し、これを材料にしてPCRに

基づくサブトラクション法であるRepresentational Difference Analysis、目的と

する遺伝子が造血幹細胞の細胞表面に存在すると仮定したSignal Sequence Trap

法、膜通過シグナルシークエンスを持つ遺伝子を選択的にクローニングする

Transmembrane Trap 法などを行った。得られた候補遺伝子の構造解析ならび

に機能解析を進め、サイトカイン受容体類似の構造を持つ二つの新規遺伝子

Cytokine Receptor-like Molecule（CRLM-２）ならびにＭ８３について解析し、その
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結果を報告した。これ以外にも前述のスクリーニングから造血幹細胞に特異的に

発現している遺伝子を数多く同定することができた。

�　造血幹細胞の分化の可塑性と他の幹細胞との比較

　マウス胎児肝臓中に存在する造血幹細胞が受容体型チロシンキナーゼである

Tie-２を発現していることを明らかにし、マウス胎児肝臓中においても単細胞レベ

ルの移植実験が可能になった。これにより骨髄と胎児肝臓中に存在する造血幹細

胞の自己複製能を定量的に比較解析することが可能になった。 

　一方で、胎児肝臓には造血幹細胞以外に肝臓の幹細胞が存在すると考えられる。

しかし、胎児ならびに成体を問わず肝幹細胞の存在を明確に示した仕事は無い。

造血幹細胞で用いたFACSとモノクローナル抗体による細胞分離法を用い、マウ

ス胎児肝臓中に存在する多能性（肝細胞および胆管上皮細胞に分化できる）およ

び自己複製可能な肝幹細胞を分離同定することに成功した。また、この細胞はin 

vitroでも自己複製させることが可能であることから、遺伝子導入も容易である。

造血幹細胞は分化の可塑性を持っていて肝細胞にも分化できるとする報告もある

が、我々が純化した造血幹細胞や肝幹細胞を用いる限り、それぞれの間での分化

の可塑性は認められていない。やはり幹細胞の可塑性はクローナルなレベルで厳

密に検討されるべきことと考えられた。

３．造血幹細胞に発現されている遺伝子の転写制御

　６つのzinc fingerモチーフとSNAGドメインを持つ最近同定されたG fi１ならびに

Gfi１ bという転写因子が造血幹細胞に強く発現されていることを明らかにした。レ

トロウイルスベクターに組み込み、遺伝子導入により機能アッセイを行ったところ
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造血前駆細胞の増殖ならびに細胞周期に影響を与えることがわかった。

発現誘導型のGATA-２ドミナントネガティブフォームのコンストラクトでトランス

ジェニックマウス作製を試みたが一匹も生まれてこなかった。おそらくリークして

発現されたGATA-２ ドミナントフォームが胎児に対して致死的に作用したと考え

られた。今後、in vitroで遺伝子導入し、その発現が造血幹細胞の分化や自己複製に

与える影響を解析する予定である。

４．動物個体を利用したヒト造血幹細胞のアッセイ系ならびに増殖系の開発

　ブタ胎児へのヒト造血幹細胞の子宮内胎児細胞移植の系を確立し、PCRレベルで

は８０％以上の確立でヒト血液細胞の生着が得られるようになった。しかし、高いキ

メリズムを安定して得ることは難しく、今後さらに工夫が必要と考えられた。一つ

の可能性としてヒト・ブタ間の種差により造血幹細胞の分化・自己複製に必要な微

小環境因子が違いすぎることが考えられる。そこでカニクイザルを用いてヒト造血

幹細胞の子宮内胎児細胞移植の実験を開始した。サルは妊娠期間が長いため、まだ

結果が得られていないが、既に２匹の胎児に移植を行った。

５．加齢と造血幹細胞の関係。

　生体内での造血幹細胞の自己複製を反映するものとして、加齢マウス（１８カ月齢）

における造血幹細胞の数と機能について解析した。同数の若いマウスならびに加齢

マウス骨髄細胞を致死量放射線照射した若いマウス移植したところ、予想に反して

加齢マウスの方が強い造血活性を示した。詳細な解析から加齢マウスでは造血幹細

胞数が２倍に増加していること、同時に自己複製能は持っているがリンパ球系への分

化能が低下している欠陥造血幹細胞および造血前駆細胞も増加していることが明ら

かとなった。造血幹細胞はin vivoで自己複製する際に、分化能に欠陥を示す造血幹

細胞も産生されてくることが示唆された。　加齢マウス骨髄中で造血幹細胞の絶対
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数が増えているということを明確に示したことは、現在ドナーに年齢制限をもうけ

ている骨髄移植医療にもインパクトのある成果である。
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