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§１．研究実施の概要 
 

（１）実施概要 

まず、造血幹細胞のエピジェネティクス制御機構の解析を、ヒストン修飾分子であるポ

リコーム群複合体を中心に行った。解析はノックアウトマウスを用いた解析と ChIP-chip や

ChIP-sequence、RNA-sequence による網羅的なエピジェネティック解析とマイクロアレイに

よる遺伝子発現解析を中心に行った。ChIP-chip 解析やマイクロアレイによる遺伝子発現解

析等の多くの部分を遠藤グループが担当し、岩間グループと遠藤グループの共同作業で解

析を効率よく進めることができた。 
はじめに、ES 細胞で認められる bivalent domain 様ヒストン修飾による可逆的な遺伝子発

現抑制と多能性の維持が、組織幹細胞においても機能することを明らかにした。すなわち、

造血幹細胞・多能性前駆細胞において分化関連遺伝子のプロモーターが ES 細胞同様 bivalent
クロマチン修飾 (H3K4me3 と H3K27me3)を受けていることを示した。さらに、polycomb 
repressive complex (PRC) 1 構成分子 Bmi1 の欠損により、PRC1 のみならず PRC2 によるヒス

トン修飾も減弱し、bivalent 修飾による分化関連遺伝子の発現抑制状態が破綻すること、そ

の結果、造血幹・前駆細胞の多能性の維持が障害されることを報告した (Oguro et al., Cell 
Stem Cell, 2010)。また、Bmi1 のコンディショナル過剰発現マウスを作製し、造血細胞特異

的な Bmi1 の過剰発現の効果を解析した。Bmi1 の過剰発現は造血幹細胞に酸化ストレスに

対する耐性を付与することが明らかとなり、造血幹細胞の自己複製能の維持を強化するこ

とが確認された (Nakamura et al., Plos One, 2012)。 
また、ポリコーム群複合体の構成分子である Ezh2 遺伝子のノックアウトマウスの解析から、ポリ

コーム群複合体による造血幹細胞のエピジェネティック制御の様式が胎仔肝と骨髄において異な

ること、すなわち、増幅期にある胎仔肝の造血幹細胞は PRC2 複合体の Ezh2 への依存性が強く
Ezh2機能が必須であるが、静止期にある骨髄の造血幹細胞では Ezh2に加えてEzh1への依存度
は高まり Ezh1 が Ezh2 機能を部分的に代償することが明らかとなった (Mochizuki-Kashio et al., 
Blood, 2011; Muto et al., J Exp Med 2013)。さらに、胎仔肝造血幹細胞が骨髄において成人型に
成熟する過程で、Ezh2 による H3K27me3 修飾により多くの胎仔肝特異的遺伝子の発現が消去さ
れることが確認され、造血幹細胞の成熟の過程に関わるエピジェネティック修飾機能の一端が明ら

かとなった（論文投稿準備中）。 
上述のように、Ezh2を欠損する細胞ではヒストン修飾H3K27me3が劇的に低下するが、造血幹・

前駆細胞においては Ezh1 が代償的に機能し、造血幹・前駆細胞における分化関連遺伝子や癌
抑制遺伝子の発現抑制状態を維持する。しかしながら、この状態は多くの癌遺伝子の脱抑制も同

時に伴う不安定な状態であり、このエピゲノム制御の破綻に伴い骨髄異形成症候群などの骨髄球

系腫瘍が発症することが明らかとなった。実際、ヒトの骨髄球系腫瘍では EZH2の機能喪失型変異
が認められており、この知見と符合するデータである (Muto et al., J Exp Med 2013)。 

クロマチン制御分子 Tif1/Kap1は DNA結合蛋白 KRAB-ZFPs に会合する scaffold 蛋白であ

り、H3K9 トリメチル化酵素 Eset/Setdb1や heterochromatin protein 1 (HP1)、HDAC 複合体を呼

び込み、転写を抑制的に制御する。Tif1と Eset を造血細胞において欠損させると、ともに造血
幹細胞は急速に枯渇することからその維持に重要な機能を有することが確認された。興味深いこと

に、Tif1欠損により造血幹前駆細胞で脱抑制する遺伝子の多くが本来造血細胞には発現しない
非造血系遺伝子であり、Tif1は造血幹細胞における遺伝子発現の特異性を規定する重要な機能
を有するものと考えられた (Stem Cell Reports 2014)。また Gene set enrichment analysis (GSEA)解
析において、Tif1と Eset 欠損マウスともに、糖新生経路の活性化とミトコンドリアにおける

エネルギー産生やリボゾームにおける蛋白合成の低下傾向が認められた。実際、Eset 欠損造

血幹前駆細胞における ATP 量は 20%程度低下していた。H3K9me3を介したヒストン修飾により
糖代謝がエピジェネティックに制御されていると考えられ、解析を進めている。 

マイクロアレイと RNA-sequenceによって造血幹細胞特異的な lincRNAを 344個見いだした。そ
のうち 10遺伝子を抽出し、ノックダウン解析を行ったところ、造血幹細胞に必須な lincRNAが複数
同定された。これら lincRNAの詳細な機能解析を推進中である。 
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以上にように、造血発生や造血幹細胞のエピゲノム、特に抑制性ヒストン修飾による制御が徐々

にではあるが明らかになりつつあり、研究は進展している。しかしながら、その成果を十分にヒト

ES/iPS 細胞から造血幹細胞誘導に反映できていないのが課題である。今後は、これらの成果を、

特に胎仔肝造血で得られた知見を、造血幹細胞の分化誘導に取り入れていきたい。 
 
上記エピジェネティック解析と並行して、ヒト ES/iPS 細胞から造血幹細胞を効率良く誘導する系

の検討を行った。この解析は培養系を江藤グループと密な情報交換をしながら行った。また、使用

する様々なソースからの iPS 細胞も江藤グループから供給された。遠藤グループは ChIP-chip 解

析やマイクロアレイによる遺伝子発現解析等の多くの部分を担当した。3 つのグループの共

同作業で解析を効率よく進めることが可能となった。 
ヒト ES/iPS 細胞から胚様体形成を介して、あるいはストローマ細胞との共培養で

CD34+CD43+CD45+造血幹・前駆細胞を誘導する系を確立した。この系を用いた低分子化合

物のスクリーニングにより、TGF阻害剤 (LY363947) が造血幹・前駆細胞の誘導効率を有

意に上げることを見いだし、特許を出願した（特願 2010-193827 号）（培養プロトコールは

Nakajima-Takagi et al., Blood 2013 の一部として発表）。しかし、誘導される造血幹・前駆細

胞に骨髄を長期に再建する活性は見られていないのが重要な課題であり、様々な蛋白活性

分子や chemical mediator を用いて培養系の改良を継続中である 
一方で、マイクロアレイと ChIP-chip 解析を用いて、マウス ES 細胞の系において造血幹

細胞の分化誘導活性を有する転写因子HoxB4の標的遺伝子を同定した (Oshima et al., Blood, 
2011)。これら HoxB4の標的遺伝子や胎仔造血幹細胞発生に必須な遺伝子から絞り込んだ候補
遺伝子を、ヒト ES/iPS 細胞から分化誘導した造血前駆細胞に強制発現し、造血前駆細胞増幅活

性を評価した。この中で、胎児肝造血幹細胞に必須である転写因子 SOX17をヒトES/iPS細胞から
分化誘導した CD34 陽性間葉系細胞（主として血管内皮系細胞）に強制発現すると、造血細胞産
生能を持つ血管内皮細胞 (hemogenic endothelium) の増幅を促進すること、また、Sox17 が

hemogenic endothelium の造血能に必須であることが明らかとなった。そこで、造血幹細胞の増幅
に繋がる因子として特許を出願した（特願 2010-193828 号）。ChIP-chip 解析により SOX17 の標的
遺伝子も同定し、SOX17がhemogenic endotheliumに発現する遺伝子群を制御することも確認した 
(Nakajima-Takagi et al., Blood 2013)。この発見により、造血幹細胞作出の実現に一歩近づいたも
のと考えている。現在は、ヒト ES/iPS 細胞から分化誘導した hemogenic endothelium 
(CD34+CD43-CD45-細胞) に SOX17 と様々な転写因子、エピジェネティック制御遺伝子（ポリコー
ム群遺伝子 Bmi1 と Ezh2や NotchICなど）を組み合わせて強制発現させることにより、より効率よく
造血幹・前駆細胞を分化誘導するとともに、胎児型造血前駆細胞の成人型への分化転換を試み

たい。 
 

 

（２）顕著な成果 

＜優れた基礎研究としての成果＞ 

１．造血幹細胞の多能性を規定するヒストン修飾 

造血幹細胞・多能性前駆細胞において分化関連遺伝子のプロモーターがES細胞同様bivalent
クロマチン修飾(H3K4me3+H3K27me3)を受けていること、PRC1 構成分子 Bmi1 の欠損により、
PRC1 によるヒストン修飾のみならず PRC2 によるヒストン修飾も減弱し、bivalent 修飾による分化
関連遺伝子の発現抑制が破綻し、造血幹・前駆細胞の多能性の維持に障害を来すことを明ら

かにした (Oguro et al., Cell Stem Cell, 2010)。 

2．Ezh2の造血幹細胞発生における機能 

ポリコーム群複合体の構成分子である Ezh2 遺伝子のノックアウトマウスの解析から、ポリコーム
群複合体による造血幹細胞のエピジェネティック制御の様式が胎仔肝と骨髄において異なるこ

とが示された。すなわち、増幅期にある胎仔肝の造血幹細胞は PRC2 複合体の Ezh2 への依存
性が強く、静止期にある骨髄の造血幹細胞では Ezh2に加えて Ezh1への依存度が高まることが
明らかとなった。 (Mochizuki-Kashio et al., Blood, 2011)。 
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3. Ezh1の機能 

ChIP-sequence を用いた解析から、ポリコーム群遺伝子 Ezh2 を欠損する細胞ではヒストン修飾
H3K27me3 が劇的に低下するが、造血幹・前駆細胞においては Ezh1 が代償的に機能し、造血
幹・前駆細胞において発現が抑制的に制御される重要な分化関連遺伝子や癌抑制遺伝子の

発現抑制状態を維持することが明らかとなった。しかしながら、多くの癌遺伝子の脱抑制も同時

に伴う不安定な状態であり、このエピゲノム制御の破綻に伴い骨髄異形成症候群などの骨髄球

系腫瘍が発症することが明らかとなった (Muto et al., J Exp Med 2013)。 

 

＜科学技術イノベーションに大きく寄与する成果＞ 

1. Bmi1の機能 

Bmi1のコンディショナル過剰発現マウスを作製し、造血細胞特異的な Bmi1の過剰発現の効果
を解析した。Bmi1 の過剰発現は連続移植ストレスにおける造血幹細胞の造血再構築活性の低
下を抑えること、またBSOなどの酸化剤による酸化ストレス状況下で、造血幹細胞の維持に寄与
することが明らかとなり、造血幹細胞に酸化ストレス耐性を付与するものと考えられた (Nakamura 
et al., Plos One 2012)。幹細胞機能操作に繋がる重要な発見と考えられる。 

2. SOX17の機能 

ヒト ES/iPS 細胞から分化誘導した造血前駆細胞に転写因子 SOX17 を強制発現すると、造血細
胞産生能を持つ血管内皮細胞 (hemogenic endothelium) の増幅を促進すること、また、SOX17
が hemogenic endothelium の造血能に必須であることを明らかにした (Nakajima-Takagi et al., 
Blood 2013)。SOX17 を造血幹細胞の増幅に繋がる因子として特許を出願した（特願

2010-193828号）。この発見は、造血幹細胞作出の実現の可能性を高める成果と考えられる。 
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§２．研究実施体制 
 

（１）研究チームの体制について 

① 「岩間」グループ  

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

岩間 厚志 千葉大学大学院医学研

究院 

教授 H20.6～H26.3 

大澤 光次郎 同上 講師 H21.2～H25.4 

宮城 聡 同上 助教 H20.6～H24.9 

小黒 秀行 同上 特別研究員 H20.6～H21.11 

更屋 敦則 同上 技官 H20.6～H26.3 

大島 基彦 同上 産学官連携研究

員 

H21.1～H26.3 

中島 やえ子 同上 産学官連携研究

員 

H21.4～H26.3 

望月 牧子 千葉大学大学院医学薬

学府 

産学官連携研究

員 

H20.6～H26.3 

三嶋 雄太 同上 D4 H21.4～H25.3 

松川 進 同上 D4 H22.4～H24.3 

中村 俊介 同上 D4 H22.4～H24.3 

王 長山 同上 D3 H22.4～H25.9 

小出 周平 同上 D2 H22.4～H26.3 

研究項目 

・造血幹細胞のエピジェネティクス制御機構の解明 

・造血細胞の分化の可塑性と造血幹細胞・多能性幹細胞へのリプログラミング 

・iPS細胞から造血幹細胞への分化誘導におけるエピジェネティクス制御 

 

② 「江藤」グループ  

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

江藤 浩之 京都大学 iPS細胞研究所 教授 H23.7～H26.3 

遠藤 大 同上 研究員 H23.4～H26.3 

高山 直也 東京大学医科学研究所 特別研究員 H20.6～H23.3 

岡田 健 同上 M2 H21.4～H23.3 

研究項目 

・iPS細胞から造血幹細胞への分化誘導におけるエピジェネティクス制御 

 

③ 「遠藤」グループ  

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

遠藤 充浩 理化学研究所 統合生命

医化学研究センター 

研究員 H20.6～H26.3 

研究項目 

・造血幹細胞のエピジェネティクス制御機構の解明 

・iPS細胞から造血幹細胞への分化誘導におけるエピジェネティクス制御 
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（２）国内外の研究者や産業界等との連携によるネットワーク形成の状況について 

チームメンバーの江藤氏やもと千葉大メンバーの大澤氏が CiRA に移られたことから、本チー

ムと CiRA のネットワークが形成されている。また、エピジェネティクス関連では、技術的な面も含

めて東京大学の新領域創成科学研究科の菅野博士、鈴木博士のグループや横浜理研のグル

ープとの連携が進んでいる。 
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§３．研究実施内容及び成果  
 

「岩間」グループ 

(1) 造血幹細胞のエピジェネティクス制御機構の解明 

①研究実施方法 

ヒストン修飾酵素遺伝子群（ポリコーム群遺伝子）やクロマチン制御遺伝子を欠損または高発現す

るマウスの解析や、ChIP-sequence などの網羅的な解析を通して、造血幹細胞制御に特徴的なヒス
トン修飾とその標的遺伝子制御様式を理解する。またヒストン修飾酵素複合体の精製を通して、そ

の構成を理解することにより、造血幹細胞特異的な複合体機能を理解する。RNA-sequence解析に
より、造血幹細胞特異的な lincRNAを同定するとともに、その機能を解析する。 
 
②研究実施内容及び成果 

1) 造血幹細胞の多能性を規定するヒストン修飾 

造血幹細胞のエピジェネティクスの解析を、ヒストン修飾複合体であるポリコーム群複合体を中

心に行った。ES細胞で認められる bivalent domain様ヒストン修飾による可逆的な遺伝子発現抑
制と多能性の維持が、組織幹細胞においても機能することを明らかにした。すなわち、造血幹細

胞・多能性前駆細胞において分化関連遺伝子のプロモーターが ES細胞同様 bivalent クロマチ
ン修飾(H3K4me3+H3K27me3)を受けていること、PRC1 構成分子 Bmi1 の欠損により、PRC1 に
よるヒストン修飾のみならず PRC2によるヒストン修飾も減弱し、bivalent修飾による分化関連遺伝
子の発現抑制が破綻し、造血幹・前駆細胞の多能性の維持に障害を来すことを報告した（下

図）(Oguro et al., Cell Stem Cell, 2010)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
2) Ezh2の造血幹細胞発生における機能 

PRC2の構成分子であるEzh2遺伝子をノックアウトしたマウスの解析から、ポリコーム群複合体
による造血幹細胞のエピジェネティック制御の様式が胎仔肝と骨髄において異なることが示され

た。すなわち、増幅期にある胎仔肝の造血幹細胞は PRC2 複合体の Ezh2 への依存性が強く、
Ezh2 機能が必須である。一方で、一方静止期にある骨髄の造血幹細胞では Ezh2 に加えて

Ezh1 への依存度が高まることが明らかとなった（次頁上段は野生型、下段は Ezh2 欠損造血幹
前駆細胞におけるポリコーム群複合体の活性の程度を示す）。この違いは ES/iPS 細胞からの造
血幹細胞誘導の際に胎仔型から成体骨髄型の造血幹細胞へと成熟を促すうえで有用なエピジ

ェネティック情報を提示するものである(Mochizuki-Kashio et al., Blood, 2011)。 
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3) Ezh2による胎仔型形質の消去 

上記のデータをもとに、Ezh2遺伝子欠損マウスの骨髄 (bone marrow: BM) 造血幹前駆細胞
(LSK細胞) における遺伝子発現解析をマイクロアレイを用いて行ったところ、Ezh2の欠損により
骨髄において発現が脱抑制する遺伝子の約 1/4が、野生型においては胎仔肝 (fetal liver: FL) 
の造血幹前駆細胞 (LSK 細胞) において骨髄よりも優位に発現が高いものであった（下図）。こ
のことは、ポリコーム群蛋白 Ezh2 が、骨髄において胎仔型造血細胞に特徴的な遺伝子群の発
現を抑制していることを意味する。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
そこで、Gene set enrichment analysis (GSEA)を行い、Ezh2遺伝子欠損マウスの骨髄造血幹

前駆細胞 (LSK 細胞) に優位に脱抑制している gene set を解析すると、興味深いことに、胎仔
肝 LSK細胞に特異的に発現する microRNA Let-7の target遺伝子群が同定された（次頁図上
段右 GSEA plots）。 
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MicroRNA Let-7ファミリー前駆体は成熟型へとプロセッシングされるが、この過程を Lin28が
抑制する（上図上段左）。胎仔肝造血幹前駆細胞では Lin28 が特異的に発現し Let-7 ファミリー
の機能を抑制し、Let-7ファミリーで発現が抑制される標的遺伝子 (Hmga2, Igf2bp3など) の発
現を可能にしている。ChIP-sequence解析から、Lin28をはじめLet7ファミリーの標的遺伝子の一
部が野生型骨髄造血幹前駆細胞ではEzh2により抑制されている一方で、Ezh2遺伝子欠損マウ
スにおいてこれらの遺伝子の発現が脱抑制することが確認された（上図下段）。これらのデータ

は、胎仔肝造血幹細胞が骨髄において成人型に成熟する過程で、Ezh2 のヒストン修飾により多
くの胎仔特異的遺伝子の発現が消去されることを示すものである（論文投稿準備中）。 

 
4) Ezh1の機能 

2)で述べたように、骨髄における造血幹細胞機能維持には Ezh2に加えて Ezh1の貢献も大き
い。この点を ChIP-sequenceを用いた解析から検証した。その結果、ポリコーム群遺伝子 Ezh2を
欠損する細胞ではポリコーム群複合体によるヒストン修飾 H3K27me3 が劇的に低下するが、造
血幹・前駆細胞においては Ezh1 が代償的に機能し、造血幹・前駆細胞の機能を保つために、
抑制的に制御されなければならない分化関連遺伝子や癌抑制遺伝子の発現抑制を維持するこ

とが明らかとなった。骨髄前駆細胞のChIP-sequence解析においては、ゲノムワイドに見るとEzh2
欠損前駆細胞における H3K27me3 レベルの低下が明らかにもかかわらず、有意なレベルの

H3K27me3の残存が認められるとともに、レベルが維持あるいは亢進する領域も存在し、Ezh1が
部分的に Ezh2 欠損によるポリコーム修飾異常を代償していることが確認された（次頁図上段）。
例えば HoxD 遺伝子座の H3K27me3 ChIP-sequenceデータに注目すると、この領域は Ezh2が
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欠損しても Ezh1 によって H3K27me3 レベルが保たれていることが明らかである（下図下段）。
Ezh1と Ezh2の２つのH3K27me3酵素の機能を理解する上で興味深い知見である (Muto et al., 
J Exp Med, 2013)。 

 
5) Bmi1の機能 

Bmi1 のコンディショナル過剰発現マウスを作製し、造血細胞特異的な Bmi1 の過剰発現の 

効果を解析した。Bmi1 の過剰発現は、連続移植ストレスにおける造血幹細胞の造血再構築活
性の低下を抑えること、またBSOなどの酸化剤による酸化ストレス状況下で、造血幹細胞の維持
に寄与することが明らかとなり（下図）、造血幹細胞に酸化ストレス耐性を付与するものと考えられ

る (Nakamura et al., Plos One 2012)。酸化ストレスと Bmi1 をつなぐシグナルとして、酸化ストレス
によって活性化する p38が Bmi1を直接リン酸化することを確認したが、この Bmi1 のリン酸化の
意義はいまだ明らかにできていない。 
また、Bmi1 と Ezh2のリン酸化修飾を LC/MS/MSで解析したところ、複数のリン酸化部位が同

定できたが、やはりその生理的意義は同定できていない。特異的抗体も複数作製を試みたが、

いずれも成功しなかった。Bmi1 の Akt によるリン酸化が昨年論文として発表され、我々も同じ部
位が Akt によりリン酸化されることを同定し解析していたが、そのリン酸化が造血幹細胞や Bmi1
を含むヒストン修飾複合体機能におよぼす生物学的意義は不明である。 
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6) Hbo1-Brd1 HAT機能 

トライソラックス様分子 Brd1/Brpf2 に関しては、ヒストンアセチル化酵素 Hbo1 と複合体を形成
することを明らかにし、ノックアウトマウスの解析からHbo1-Brd1/Brpf2複合体がH3K14のアセチ
ル化の中心的な活性を担うことを確認した（Mishima et al., Blood 2011）。Brd1/Brpf2 ノックアウト
マウスは、胎仔肝の赤芽球の有意な減少を認め、貧血のために胎生 13.5日前後に死亡した。し
かしながら、その後コンディショナルノックアウトマウスを作成し解析したところ、造血幹細胞には

明らかな異常が認められなかった。これは、Brd1/Brpf2 ファミリー分子による機能的な補完が行
われるためと考えられる。しかしながら、Hbo1-Brd1/Brpf2複合体がH3K14アセチル化の中心的
な活性を担うことは他の組織でも同様であることが確認できた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

7) クロマチン制御分子 Tif1/Kap1の機能 

クロマチン制御分子 Tif1/Kap1は DNA結合蛋白 KRAB-ZFPs に会合する scaffold 蛋白で

あり、H3K9 メチル化酵素 Eset/Setdb1や heterochromatin protein 1 (HP1)、HDAC 複合体を

呼び込み、転写を抑制的に制御する。Tif1を造血細胞において欠損させると造血幹細胞は
急速に枯渇することからその維持に重要な機能を有することが確認された。興味深いことに、

Tif1欠損により造血幹前駆細胞で脱抑制する遺伝子の多くが本来造血細胞には発現しない非
造血系遺伝子であり（下図下段 Not expressed gene）、Tif1は造血幹細胞における遺伝子発現
の特異性を規定する重要な機能を有するものと考えられた [下図上段、Tif1欠損により造血幹
前駆細胞で脱抑制する遺伝子の多くが正常の造血幹細胞(CD34-LSK)、前駆細胞(CD34+LSK)、
分化抗原陰性細胞（Lin-）、分化抗原陽性細胞(Lin+)に発現されていない]。さらに、Tif1欠損に
より HP1の蛋白レベルが下がることが明らかとなり、Tif1の機能の一部は HP1を介したものと考
えられた (Miyagi et al., Stem Cell Reports 2004)。 
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8) 造血幹細胞のエピゲノム制御の破綻に伴う腫瘍性増殖の解明 

米国国立衛生研究所（NIH）との研究協 力

推進を目的とした追加的支援により、本項目が

追加された。ポリコーム遺伝子 Ezh2 とメチル化
DNA の 脱 メ チ ル 化 酵 素 で あ る Tet2 
hypomorphic mouse におけるエピゲノム異常が、
骨髄異形成症候群などの骨髄球系腫瘍を引き

起こすことを明らかにし（右図は各遺伝子型マウ

スの生存曲線を示す）、その原因となるエピゲノ

ム異常の一端を明らかにした (Muto et al., J 
Exp Med 2013)。 

 

 

(2) 造血細胞の分化の可塑性とリプログラミング 

①研究実施方法 

多能性幹細胞の多能性維持に重要な bivalent histone domain の組織幹細胞における意義を造
血幹細胞について検証する。また、体細胞の多能性幹細胞へのリプログラミングにおけるポリコー

ム群遺伝子の機能を検証する。さらに分化血液細胞から造血幹細胞へのダイレクトリプログラミング

を試みる。 
 
②研究実施内容及び成果 

ポリコーム群蛋白による Pax5 遺伝子の発現制御機構や造血幹細胞のヒストン修飾による多能性
の維持機構の一端は、項目(1)の成果 1) 造血幹細胞の多能性を規定するヒストン修飾の解析に
おいて明らかにすることができた。 
一方、体細胞の多能性幹細胞へのリプログラミングにおけるポリコーム群遺伝子の機能や、体細

胞の造血幹細胞へのダイレクトリプログラミングの研究は、十分な成果が得られないまま、他のグル

ープから同様の報告ななされたことから中止した。具体的には、「E2A
-/- pro-B 細胞の造血幹細胞

へのリプログラミング」に関して、E2A
-/- pro-B細胞に文献等からリストアップした候補遺伝子群のレト

ロウイルスを単独あるいは混合して感染後、赤芽球・巨核球分化を誘導する条件下で培養を行い、

赤芽球・巨核球分化能を有する多能性前駆細胞へのリプログラミングを誘導する遺伝子の同定を

試みた。しかしながら、骨髄球系前駆細胞の表現型を有する細胞が増幅されたのみで、リプログラ

ミングには成功しなかった。 
 
 

(3) iPS細胞から造血幹細胞への分化誘導におけるエピジェネティック制御 

①研究実施方法 

マウス ES 細胞において移植可能な造血幹細胞を誘導しうる HoxB4 遺伝子の標的遺伝子をマイ
クロアレイ解析と ChIP-chip解析により明らかにする。項目 1,2の成果およびHoxB4の標的遺伝子
や胎仔造血幹細胞発生に必須な遺伝子群から絞り込んだ候補遺伝子の発現操作を中心に、ヒト

ES/iPS細胞から造血幹細胞を効率良く誘導する系を構築する。さらに様々な液性因子や化合物ラ
イブラリーをスクリーニングし、造血幹細胞誘導の系を確立する。 
 
②研究実施内容及び成果 

1) ヒト iPS細胞からの造血前駆細胞の分化誘導系の確立 
ヒト ES/iPS 細胞から胚様体形成やストローマ細胞との共培養の系を用いて

CD34+CD43+CD45+造血幹・前駆細胞を誘導する系を確立した。この系を用いて低分子化合

物をスクリーニングし、TGF阻害剤 (LY363947) が造血幹・前駆細胞の誘導効率を有意に

上げることを見いだし、特許を出願した（特願 2010-193827 号）（次頁上図）。また、培養系

にアクチビンを加えることにより造血幹・前駆細胞の誘導効率がさらに向上することを確

認し、アクチビンと TGF阻害剤を用いた培養系を中心に解析を進めている（培養プロトコ 
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ールは Nakajima-Takagi et al., Blood 2013 の一部として発表）。しかし、誘導される造血幹・

前駆細胞に骨髄を長期に再建する活性は見られていないのが重要な課題であり、培養系の

改良を継続中である。 
 
現在の課題の一つは、マイクロアレイによる遺伝子発現パターンや細胞表面抗原の発現パターン

（下図）から評価すると、現行の系で分化誘導した造血幹・前駆細胞の形質が、yolk sac や傍大
動脈・生殖隆起・中腎 (AGM) 領域から発生する段階のものに近く、胎仔肝 (FL) 型まで成熟し
ていないことにある。誘導した細胞の更なる分化転換が重要な課題である。
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上図に示したように、ヒト ES/iPS 細胞からの造血幹細胞分化誘導の標的として様々なものが考え
られる。各種サイトカインや developmental regulator のリガンド、chemical modulators, chemical 
compound libraryなどに加え、造血発生に重要と思われる転写因子やエピジェネティック制御因子
などがある。遺伝子操作による試みは後述するが、その他の試みは一通り行ったものの、十分な効

果は得られなかった。唯一上述の TGF阻害剤 (LY363947) が再現性の良い効果を示した。 
 

2) ヒト型サイトカイン発現ストローマ細胞の効果の検定 

ヒト ES/iPS 細胞からの造血幹細胞の分化誘導に関して、ヒト型サイトカイン  (SCF, TPO, 
Angiopoietin-like protein 5) を発現するストローマ細胞 (OP-9細胞) を作成し、胚葉体形成やスト
ローマとの共培養 （下図）、あるいは ES/iPS 細胞から分化誘導された造血幹・前駆細胞を免疫不
全マウスに移植する際に使用を試みたが、この系においても有意な効果は得られなかった。 



 

 - １４ - 

3) HoxB4の標的遺伝子群の同定 

マウス ES 細胞の系において造血幹細胞の分化誘

導活性を有する転写因子 HoxB4 の標的遺伝子の網

羅的解析をマイクロアレイと ChIP-chip 解析を用い

て同定した。この解析により予想通りではあるが

HoxB4 が造血幹細胞の発生・維持に重要性な多く

の遺伝子を同時に制御することが明らかとなった 
(Oshima et al., Blood, 2011)（右図：HoxB4 の

ChIP-chip data）。 
 

 
 
 
 
 

 

4) 造血前駆細胞増幅因子のスクリーニング 

HoxB4 の標的遺伝子や胎仔造血幹細胞発生に必須な遺伝子から絞り込んだ候補遺伝子をヒト
ES/iPS 細胞から分化誘導した CD34 陽性間葉系細胞（主として血管内皮系細胞）に強制発現し、
造血前駆細胞増幅活性を評価した。この中で、胎児肝造血幹細胞に必須である転写因子 SOX17
が造血前駆細胞の増殖を長期に活性化することを見いだし、造血幹細胞増幅因子として特許を出

願した（特願2010-193828号）（下図上段）。SOX17発現細胞はストローマ細胞上でコロニーを形成

しながら増幅し、CD34+CD43+CD45-/low の細胞形質を示し、造血能を有する血管内皮細胞 
(hemogenic endothelium) 様の細胞であることが明らかとなった（上図下段）。造血前駆細胞は発生
学的に卵黄嚢あるいは傍大動脈・生殖隆起・中腎領域の造血細胞産生能を持つ血管内皮細胞 
(hemogenic endothelium) から発生する。実際この SOX17過剰発現細胞は SOX17の発現を OFF
にすると血液細胞を産生した。また、SOX17が hemogenic endothelium の造血能に必須であること
がノックダウンの解析から明らかとなった。SOX17 の標的遺伝子も ChIP-chip 解析により同定し、
hemogenic endothelium に発現する遺伝子群を制御することも確認した (Nakajima-Takagi et al., 
Blood 2013)。この発見により、造血幹細胞作出の実現に一歩近づいたものと考えている（次頁図
参照）。 
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そこで現在、ヒト ES/iPS細胞から分化誘導した hemogenic endothelium (CD34+CD43-CD45-細胞) 
に SOX17と様々な遺伝子（ポリコーム群遺伝子Bmi1と Ezh2、NotchICなど）を組み合わせて強制
発現させることにより、より効率よく造血幹・前駆細胞を分化誘導しうる可能性を模索している。

SOX17をはじめとした遺伝子群をテトラサイクリンを用いてコンディショナルに発現しうるヒトES細胞
を作成したが、未分化な ES 細胞状態では誘導がかかるものの、血液系細胞への分化誘導の過程
で Tet-responsive element (TRE) が DNA メチル化によると思われる silencing を受けてしまい、
hemogenic endotheliumならびに血液系細胞では誘導がかからなくなることが判明した。したがって、
遺伝子導入はこれまで通りレトロウイルスまたはレンチウイルスを用いて行うこととし、今後はヒト

ES/iPS細胞から分化誘導した hemogenic endotheliumに SOX17と様々な転写因子、エピジェネテ
ィック遺伝子を組み合わせて強制発現させ、造血前駆細胞の増幅と胎児型造血前駆細胞の成人

型への分化転換を試みたい。 
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「江藤」グループ 

①研究実施方法 

「岩間」グループと協力してヒト ES/iPS 細胞から造血幹細胞誘導系における培養系の改良

を行うとともに、効果のある化合物、遺伝子の検証を行う。 
 
②研究実施内容及び成果 

1) 様々なソースからの iPS細胞の作製 

江藤らのグループは上記「岩間」グループの項目 3 の研究において、「岩間」グループとともにヒト
ES/iPS 細胞から造血幹細胞を誘導する系の改良を行うとともに、効果のある化合物、遺伝子の検

証を行った。また、様々なソースの細胞からの iPS 細胞を作製し、本研究に供するとともに、由来の
異なるヒト iPS 細胞の血液細胞分化誘導を試みることで、リプログラム因子の差異に依存した造血

活性を明らかとし報告した (Okabe et al., Blood, 2009, Takayama et al., J Exp Med, 2010, 
Nakajima-Takagi et al., Blood 2013)。 
 

2) シングルセル培養を用いた iPS細胞からの造血細胞分化誘導の効率化 

江藤らのグループはES/iPS細胞からの細胞分化誘導の様々な検証を行った。また、ストローマ細
胞上での基本分化誘導系において、低酸素条件と各種の細胞増殖因子阻害を組み合わせること

により、ヒト ES/iPS 細胞から造血細胞へのより選択的な誘導法を見い出した（米国血液学会 2011
発表）が、本方法を基にして、無血清、かつストローマ細胞を使用しない改変法を開発し、造血幹・

前駆細胞誘導方法に発展させた（論文準備中）。また、従来 iPS 細胞コロニーをそのまま分化させ
ていたため、分化開始細胞数は不明であった。そこで、シングルセルの状態で分化を開始するよう

に分化法を改変した。その結果、改善させた分化法は従来のそれと比較して著しい血球誘導効率

の上昇が起きていることが分かった（下図）。誘導した血球の数が増えることは、質の高い細胞が含

まれる確率が高まることを意味する。CD43 陽性造血幹・前駆細胞分画に焦点を当てて解析した結
果、新しい方法によって誘導した細胞集団は以前の方法に比較して骨髄細胞系に特化した高い

コロニー形成能があることが判明している。マウス骨髄造血幹細胞は同一性細胞集団でなく、骨髄

系細胞への分化を指標にしたヒエラルキーが存在する事が示唆されている。今後、CD43 陽性細

胞の解析ならびに分化後の各血液細胞ステップでの詳細な遺伝子解析、エピゲノム解析を行うこ

とにより、幹細胞としての特性を有する細胞への効率的な誘導法に発展させていきたい。[シングル
セルでの分化法を導入することで安定した再現性と定量性を実現することができた（左図）。これを

元に、改善した分化法を評価すると定量的に血球分化効率が著しく増加していることが分かった

（右図）]。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
共同研究論文：Yamazaki et al., Blood 2009; 

Nakajima-Takagi et al., Blood 2013 
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「遠藤」グループ 

①研究実施方法 

「岩間」グループと協力して造血幹細胞のエピジェネティクスの解析を行う。特に、

ChIP-chip 解析やマイクロアレイを用いた遺伝子発現を担当する。 
 
②研究実施内容及び成果 

1) エピジェネティック解析、遺伝子発現解析 

遠藤らのグループは上記「岩間」グループの項目 1, 3の研究において、「岩間」グループと協力

してエピジェネティック解析と遺伝子発現解析を行った。特に ChIP-chip 解析を担当し、

HoxB4 遺伝子の標的遺伝子の同定や、Hbo1-Brd1/Brpf2 HAT 複合体の標的遺伝子の同定、

SOX17 の標的遺伝子の同定に成功した。 
 

共同研究論文：Oshima et al., Blood 2011; Mishima et al., Blood 2011; Nakajima et al., Blood 
2013 
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②社会還元的な展開活動 

造血幹細胞のエピジェネティクスの網羅的な情報は論文や国際データベースに登録して公開し、

広く研究に利用してもらえるよう努めるつもりである。 

 

 

§５．研究期間中の活動 
 (1) 主なワークショップ、シンポジウム、アウトリーチ等の活動 

年月日 名称 場所 参加人数 概要 

2012年 10月 第 74 回日本血液学会
総会 

京都 300 シンポジウム「Epigenomics 
of Hematopoiesis and 
Cancer」 

2013年 6月 千葉大学図書館主催ア
カデミックリンクセミナー 

千葉大学図

書館 
60 iPS 細胞ができて明らかにな

った生命の神秘 
2013年 6月 第１３回日本抗加齢医

学会総会ベーシックサイ

エンス懇談会 

東京 200 幹細胞と老化 

2013年 10月 第 75 回日本血液学会
総会 

京都 300 シンポジウム「Next 
generation hematopoietic 
research with deep 
sequencing」 
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§６．最後に 

 
チーム間の連携はよく、研究に打ち込むことができた。この５年間で造血幹細胞のエピジェネティク

スの理解は私たちのグループにおいても大いに進んだという実感があるが、この領域自体の進歩

は凄まじいものがあり、この流れが big scienceにつながるよう努力していきたい。一方、ES/iPS細胞
からの長期に造血を再構築しうる造血幹細胞の分化誘導はいまだ誰もなしえていない。本研究に

おいて造血幹・前駆細胞の分化誘導の効率は飛躍的に改善したが、真の造血幹細胞の分化誘導

には至っていない。また、造血幹細胞のエピジェネティック解析のデータをうまくES/iPS細胞からの
造血幹細胞誘導に取り込めなかったのは反省すべき点である。造血において何がブレイクスルー

になるのか、頭を抱えているのが現実です。 
 

 


