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1. 略語 

APC Allophycocyanin 

APC-Cy7 Allophycocyanin-cyanin7 

B6 C57BL/6 

CD34+c-Kit+Sca1+Lineage- CD34+KSL 

CD34-c-Kit+Sca1+Lineage- CD34-KSL 

EGFP Enhanced green fluorescent protein  

ES cells Embryonic stem cells 

FITC Fluoresceinisothiocyanate 

HLA Human Leukocyte antigen 

HPCs Hematopoietic progenitor cells 

HSCs Hematopoietic stem cells 

IL-7R Interleukin-7R 

iPS cells induced pluripotent stem cells 

IRES internal ribosome entry site 

Lin Lineage 

MOI Multiplicity of infection 

PE Phycoerythrin  
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PE-Cy7 Phycoerythrin -cyanin7 

RT-PCR reverse transcription polymerase chain reaction 

Sca-1 Stem cell antigen-1 

SCF Stem cell factor 

TPO Thrombopoietin 
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2. 要旨 

造血幹細胞移植は造血器腫瘍を根治しうる治療法であるが、常に十分量のドナ

ー細胞が得られるわけではない。そのため造血幹細胞の増幅法もしくは異なる

細胞からの造血幹細胞誘導法の確立が期待されている。本研究で自己複製能を

持たない造血前駆細胞を造血幹細胞にリプログラミングさせるための候補遺伝

子のスクリーニングを行った結果、HoxB4 遺伝子を造血前駆細胞に遺伝子導入

することで生着可能な造血幹細胞様の細胞を誘導することに成功した。本成果

を応用することで移植治療において不足する移植細胞数を改善させる可能性が

示唆される。  
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3. 序文 

生体内に存在する細胞の運命決定は、しばしば丘を下って転がるボールに例

えられる。丘の頂上にあるボールは多方向に転がることができるが、転がる坂の

方向が決まると同時に目的の場所に向かって進んでいき、その坂を駆け上がる

ことはできない (図 1）。これで例えられるように、未分化な幹細胞は分化のヒ

エラルキーの頂点に存在し、その定常状態において可塑性を有して多方向へ丘

を下ることができる”多能性”を有する。しかし分化の方向が定まっていくにつれ

てその可塑性は失われていき、隣接する丘を越えることができず一方向への分

化の道を進むことで細胞の運命は決定され、その道を元に戻ることはできなく

なる。これを制御するものとして転写制御におけるネットワークとエピジェネ

ティックステータスが知られており、それによって分化の方向は不可逆的に進

行すると考えるのがエピジェネティックランドスケープと呼ばれる、分化の基

本的な概念である 1。分化の方向を変えることは生理的な状況では困難であると

されているが、その厳密な制御の下で個体は正常に発生する。エピジェネティッ

クランドスケープの例外として受精卵があり、分化した生殖細胞同士の受精に

よって得られた胚はこの丘の一番上に戻り、改めて分化の丘を下り個体を発生

させ、このループを次世代へと受け継いでいく。 

このエピジェネティックランドスケープのリセットを人為的に起こさせたの
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が、体細胞の核移植である。1996年に、生体内に存在する体細胞の核を用いて

脱核させた卵母細胞に核移植を行うことで体細胞由来のクローン動物が作成で

きると報告された 2, 3。卵母細胞へ移植をすることによって丘を下ったはずの体

細胞のエピジェネティックステータスを丘の頂点まで引き戻すことができたこ

の成果は、リプログラミング技術の先駆けと言える報告であった。その後 2006

年に京都大学の山中らによって、Oct3/4、Sox2、Klf4、c-Myc の 4 つの遺伝子

を体細胞に導入することで核移植を行わずに個体発生が可能な多能性幹細胞へ

リプログラミングできることが報告された。この細胞は人工多能性幹細胞 

(induced pluripotent stem cells: iPS 細胞)と名付けられ、以降の再生医療の技

術発展に大きく貢献をした 4-6。その後のリプログラミング技術の革新は目覚ま

しく、標的遺伝子や microRNA の導入によって終末分化細胞から様々な多系統

の細胞への conversion も可能となった。その主なものとして B 細胞から T 細

胞、外分泌系の細胞からすい臓のβ細胞、線維芽細胞から神経細胞や筋細胞、造

血細胞などの変換が挙げられる 7-13。これらの結果を踏まえると、遺伝子操作や

エピジェネティックステータスをリセットすることによって、特定の細胞系譜

から丘を駆け上がって多能性幹細胞へリプログラミングを果たすのみならず、

丘を越えて異なる多様な細胞系譜へと誘導させることはもはや不可能ではなく

なった。そのため、この技術を用いることで移植治療において必要な移植細胞の
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増幅および誘導が可能となれば、慢性的に不足する移植細胞や臓器のドナーを

補うことができると考えられる。 

  造血幹細胞 (Hematopoietic stem cells: HSCs)は自己複製能と多分化能を

兼ね備えた体性幹細胞の一つであり、多分化性の造血前駆細胞を経て各血液細

胞系譜へと分化していく (図 2）。その能力を利用し、HSCs は造血器腫瘍をは

じめとした血液疾患の根治治療として行う造血細胞移植の移植細胞として用い

られる。造血細胞移植は、自己の造血を破壊しうるほどの強力な前処置を行うこ

とで正常な造血幹細胞も含めて悪性腫瘍の駆逐を目指し、その後自己ないし非

自己の HSCs を輸注しその造血を補完することが目的とされる治療法である 14。

非自己を用いた造血幹細胞移植では血縁者間、非血縁者間でドナーを検索する

が、そのドナー選択においては Human Leukocyte Antigen (HLA)の一致が重要

である。レシピエントとドナー間における HLAの一致の程度やアリル座の組み

合わせなどによってドナー細胞がレシピエントを非自己として認識する移植片

対宿主病や、生着不全のリスクが高くなることが分かっているため、このリスク

を最小限にするためには HLA を一致させることが非血縁者間の造血細胞移植

においては肝要である 15。しかしながら、その HLAの組み合わせ次第では完全

に一致するのは数万人に一人ともいわれることから造血幹細胞移植のドナーを

探すのはしばしば困難となる。 
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HSCsを含む移植片として骨髄、末梢血、臍帯血が主に用いられ、その採取量

が移植後の生着率に大きく関わる。しかし、骨髄細胞や末梢血細胞の採取におい

て事前に採取量を正確に予測することは難しく、しばしば予定の採取量よりも

少なくなってしまうことがある。臍帯血移植においては臍帯血バンクに保存さ

れているストックの細胞数を確認したうえでドナー選択が可能であるという利

点があるが、もともとの細胞数が多くないということから、大柄な患者は臍帯血

ドナーの選択で体重当たり十分な細胞数が得られないことがある。これらの問

題点を打破するため、HSCs を試験管内で増幅させる方法や他の細胞から誘導

する方法の確立が強く期待される。多能性幹細胞である胚性幹細胞 (Embryonic 

stem cells: ES細胞)や iPS細胞からの HSCsの分化誘導は多くの科学者が試み

ているが、その先駆的な研究として 1996 年にホメオボックス遺伝子である

HoxB4 をマウス ES細胞に強制発現させることで多分化能を有する HSCsを試

験管内で誘導することに成功した報告がある 16。その後、同遺伝子を用いること

で生着可能なHSCsの誘導が報告された他、胚葉体の誘導を経て効率的にHSCs

を誘導させる方法など報告が相次いだ 17-20。また、ES細胞/iPS細胞からテラト

ーマを作成する過程を介して、HSCs を誘導するといった方法も試みられてい

る 21, 22。さらには複数遺伝子のヒト iPS細胞への遺伝子導入によって HSCsの

誘導が確認できたとの報告も多く、多能性幹細胞からの HSCs の誘導は実験的



9 

 

には可能となったと考えられる 23-25。また、適切なサイトカインの設定や濃度調

整でのHSCsの維持・増幅も試みられており、一般的には Stem cell factor (SCF)

や Thrombopoietin (TPO)を用いることが多い 26。近年Wilkinsonらはポリビニ

ルアルコールを用いて単一の HSCs を１か月間の培養期間でその数を約 900 倍

にまで増やすことに成功した 27。このように HSCs の増幅、誘導には一定の成

果が得られてきている一方、早急に移植を要する状況下の場合には中長期間の

培養を待つ余裕はないこともあるため、必要に応じて速やかな HSCs の増幅お

よび誘導が可能となる手法の開発も期待される。これらの問題をクリアするた

めに ES 細胞/iPS 細胞から HSCs をあらかじめ作成しておくといった方法も検

討されるが、多能性幹細胞からの HSCs の誘導においてはしばしば腫瘍化が問

題となっているため、他の細胞ソースを用いたより安全な HSCs の誘導が一つ

の選択肢として挙げられる。そこで本研究では、リプログラミング技術を利用し、

多能性幹細胞からの誘導ではなく造血前駆細胞 (Hematopoietic progenitor 

cells: HPCs)を用いた効率的な HSCsの誘導法を構想しこれに着手した。 

HPCs をソース細胞として選択した根拠として、HSC よりも豊富に骨髄の中

で存在し、細胞数が十分に得られるという利点があることに加え、血球細胞系譜

においてより未分化な細胞においてリプログラミングが起こりやすいことを示

した Eminliらの報告が挙げられる 28。終末分化した細胞からのリプログラミン
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グ効率が悪いことを踏まえ、まず私は未分化な状態ではあるものの長期的に骨

髄再構築を行うことができない、自己複製能を持たない HPCs を細胞ソースと

して選択し、このシステムが機能するかどうかを確認することとした。これまで

の先行研究において成体内に存在する比較的分化の進んだ前駆細胞や終末分化

細胞からの HSCs の誘導は報告があるが、HPCs からの HSCs の誘導の報告は

ない 17, 29, 30。 そこで私は、HSCsの幹細胞活性に関与しうる転写因子の導入に

よってHPCsが自己複製能を獲得しうるかどうかを in vivo assayで評価を行っ

た。まず、マウス HPCs を用いて実際にリプログラミングが可能かどうかを確

認するために、同細胞分画を用いて iPS細胞の樹立を試み、これに成功した 31。

前駆細胞を豊富に含む血球成分よりリプログラミングが可能であったことを確

認したのち、これまでに報告のあった HSCs を増幅させると報告のあった遺伝

子群を基に 8 つの遺伝子を用いて機能解析を行った 32。遺伝子導入を行った

HPCsを用いて移植実験を行い、多分化能を評価した。またレシピエントマウス

体内において HPCs 由来の HSCs が存在するかどうかを確認するために、表面

抗原マーカー解析を行い表現型における HSCs の誘導を評価した。さらに、遺

伝子導入を行った HPCs を用いて二次移植を行うことで骨髄再建能を評価し、

また腫瘍原性についても評価を行った。以上を証明することによって、臨床応用

可能な安全かつ迅速な HPCsからの HSCsの誘導方法の確立とした。  
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図 1. エピジェネティックランドスケープの概念図 

頂点にあるボールは多方向へ向かうことが可能だが、丘を下り始めると特定の

方向へ向かって下っていく。分化の過程も同様であり、一度分化の方向が決まっ

た場合、丘を越えて細胞系統を変えることはできない (Waddington 1957 改変)。 
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図 2. 古典的な血液細胞の分化のモデル 

造血幹細胞は自己複製能と多分化能を有し、これにより体内の血液細胞の恒常

性を維持している。造血前駆細胞では自己複製能が失われ各細胞系譜へと分化

していき、リンパ球系前駆細胞や骨髄球系前駆細胞など分化の方向が徐々に進

み、細胞系譜の決定がなされる。HSC, hematopoietic stem cell; HPC, hematopoietic 

progenitor cell; CLP, common lymphoid progenitor; CMP, common myeloid progenitor; 

GMP, granulocyte-macrophage progenitor; MEP, megakaryocyte–erythroid progenitor 

cell   
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材料及び方法 

マウス 

 C57BL/6-Ly5.2 (B6-Ly5.2)、ICR マウスは日本 SLC (Shizuoka, Japan) より購入

した。C57BL/6-Ly5.1 (B6-Ly5.1)および C57BL/6-Ly5.1/5.2 (B6-Ly5.1/5.2)マウスは

三協ラボサービス株式会社 (Tokyo, Japan)より購入した。動物を用いたすべての

実験は東京大学医科学研究所の実験動物安全委員会の規定に則って行った。 

 

骨髄液からの HSCs および HPCsの分離 

8-12 週齢の B6-Ly5.1 マウスの大腿骨、頚骨、骨盤から骨髄細胞を採取した。

骨髄細胞から各細胞系譜を除くため、ビオチン付加した 抗マウス lineage 抗原

ラット抗体カクテル  (抗  CD4、CD8、B220、IL-7R、Gr-1、Mac-1、Ter-119 

(PharMingen, San Diego, CA, USA) で反応後に Dynabeads® MyOneTM Streptavidin 

C1 (Dynal Biotech, Lake Success, NY)を用いて反応後、抗ラット抗体マイクロビー

ズとMACS® LS カラム (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Germany)を用いて

分化細胞を分離除去した。その後、Fluorescein isothiocyanate (FITC)-結合抗 CD34

抗体、 phycoerythrin (PE)-結合抗 Sca-1抗体、allophycocyanin (APC)-結合抗 c-Kit

抗体、ストレプトアビジン結合 -APC-cyanin7 (Cy7)と反応させた  (すべて

PharMingen)。死細胞はヨウ化プロピジウムを用いて除去した。細胞の解析と分

離は MoFlo flow cytometer 及び Summit software (Beckman Coulter)もしくは
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FACSAria flow cytometry (BD Biosciences)を使用した。結果の解析は FlowJo 

software (Tree Star)を用いて行った。 

 

細胞培養 

50個の HSCs もしくは 500個の HPCs を丸底の 96穴プレートにソーティング

を行い、S-clone SF-O3 serum-free medium (Sanko Junyaku, Tokyo, Japan)に 1% ウ

シ血清アルブミン、マウス SCF (50 ng/mL)、ヒト TPO (50 ng/mL, PeproTech, London, 

UK)を加えて 7日間培養を行った。細胞は 5% CO2で 37℃のインキュベーター内

で培養を行った。 その後細胞は回収し、各穴の培養細胞を 2x105 個の B6-

Ly5.1/5.2 骨髄細胞とともに 1 匹の B6-Ly5.2 マウスに経静脈的に骨髄移植を行っ

た。 

 

ウイルス産生細胞の樹立 

HPCs からの HSCs の誘導には、pGCDNsam ベクターを用いた。レトロウイル

スベクターは京都大学 山本玲博士から供与いただいたものを使用し、目的遺

伝子の cDNAを pGCDNsam の internal ribosome entry site (IRES)-Enhanced green 

fluorescent protein (EGFP)配列の上流にクローニングされているものを以降のト

ランスフェクションに使用した。ウイルス産生細胞株に用いた 293gp 細胞株は
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マサチューセッツ工科大学 Richard Mulligan博士から供与していただいたものを

用いた 33。293gp パッケージング細胞に目的遺伝子の pGCDNsam ベクターと

VSVG プラスミドをリン酸カルシウム法でコトランスフェクションした。その

際に得られた培養上清中のウイルスを回収し 6000G で 16 時間の遠心で濃縮し、

ウイルス濃縮液として使用した 34-36。得られたウイルス液を 293gpg 細胞へ感染

させて、安定したレトロウイルスベクター産生細胞株を樹立した。HSCs の誘導

に用いた実験においては、すべての細胞株で FACSCanto II (Becton Dickinson)を

用いて EGFP の 90％以上の陽性率を確認した。 

 

HSCs及び HPCsへの遺伝子強制発現 

50 個の HSCs もしくは 500 個の HPCs を、フィブロネクチンフラグメント

CH296 (Takara Bio, Shiga, Japan)をコートした丸底の 96穴プレートにソーティン

グを行い、α-MEM に 1%ウシ胎仔血清、マウス SCF (50 ng/mL)、ヒト TPO (100 

ng/mL) (PeproTech)を加えて 24時間培養を行った。翌日に、先述した方法で作成

したレトロウイルスベクターを感染多重度 (Multiplicity of infection: MOI)500 と

なるように培養液中に加え、24 時間培養を継続した。各ウイルス溶液の感染効

率はヒトリンパ球系細胞株 Jurkat への感染効率を EGFP をマーカーとして用い

て算出し (Infectious units/mL)、これを用いて MOIは下記のように算出し使用ウ
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イルス溶液量を調整した： MOI=Infectious units/感染細胞数。さらに翌日に培養

上清を吸引除去し、S-Clone SF-O3 培養液に 1% ウシ血清アルブミン、マウス

SCF (50 ng/mL)、ヒト TPO (50 ng/mL) を加え 2 日間培養を行った。細胞は 5% 

CO2 で 37℃のインキュベーター内で培養を行った。その後細胞は回収し、各穴

の培養細胞を 2x105個の B6-Ly5.1/5.2 骨髄細胞とともに 1 匹の B6-Ly5.2 マウス

に、下記に示すように競合的骨髄再構築法を用いて移植を行い評価した (競合的

骨髄再構築法の項を参照)。 

 

Reverse Transcript-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 

遺伝子発現を確認するために行ったRT-PCRには、TRIzol RNA Isolation Reagent 

(Thermo Fishier Scientific)を用いてマニュアルに従い抽出した RNA から

ThermoScriptTM RT-PCR System (Invitrogen, Carlsbad, CA)を用いて cDNA を合成し

た。RT-PCR は cDNA を用いて、GAPDH をコントロールとして使用した。PCR

反応には ExTaq HS と LA Taq HS (Takara Bio)を用いた。用いたプライマーは以

下に示す。 

 

HoxB4 

Fw: 5’-GGCATCGCAGCTTGGATACA-3’ (レトロウイルスベクター配列を認識) 
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Rv: 5’-CCCTCCCCACCCACCCAACA-3’ 

 

HoxA9    

Fw: 5’ - GGCATCGCAGCTTGGATACA -3’ (レトロウイルスベクター配列を認識) 

Rv: 5’-CGCGACGCACCGTCGATGAT-3’ 

 

Gapdh     

Fw: 5’-TATTGCGCGCCTGGTCAC-3’ 

Rv: 5’-AGATGATGACCCTTTTGGCTC-3’ 

 

競合的骨髄再構築法 

競合的骨髄再構築法は、Ly5 コンジェニックマウス系を用いて行った。B6-

Ly5.1マウスから採取し純化した HSCs もしくは HPCs を、B6-Ly5.1/5.2 マウスの

骨髄細胞 (競合細胞)とともに 9.5Gyの致死的放射線量を照射した B6-Ly5.2マウ

スへ経静脈的に移植を行った。また、7日間無血清培養を行った HSCs もしくは

HPCs も同様に競合細胞と混和して移植を行った。二次移植においては、一つの

大腿骨から 2 匹のレシピエントマウスへ分配するよう調整し移植を行った。移

植後の末梢血解析は、4週ごとに経時的に行った。各分化細胞の評価は、得られ
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た末梢血を溶血バッファー (NH4Cl 150mM)を用いて溶血をさせたのちビオチン

付加抗-Ly5.1抗体, Pacific Blue-結合-抗 Ly5.2 抗体、APC-結合抗-Gr-1抗体および

抗Mac-1抗体, PE-Cy7-結合抗-B220 抗体、PE結合抗-CD4および抗–CD8抗体で

染色を行った。ビオチン付加抗体の検出は streptavidin-APC-Cy7 を用いて行った 

(すべて BD Biosciences, San Jose, CA)。同解析で Mac-1/Gr-1陽性細胞はミエロイ

ド系の細胞、B220陽性細胞は B細胞系譜、CD4/8陽性細胞は T細胞系譜とした。

全解析は FACSCantoII (Becton Dickinson)を用いて行った。移植後のキメリズムは

下記のように算出した： (percent CD45.1+, EGFP+ test donor cells) × 100 / (percent 

CD45.1+ test donor cells + percent CD45.1/45.2+competitor cells)。生着の定義は、移

植後 16 週時点でドナー骨髄球系、B 細胞および T 細胞のキメリズムが 1%を上

回った場合とした。レシピエントマウスの骨髄の解析には PE-Cy7-結合抗-Ly5.1

抗体、Pacific Blue-結合抗-Ly5.2抗体、上述した抗マウス lineage 抗原ラット抗体

カクテル、Alexa fluor-700-結合抗-CD34抗体、PE-結合抗-Sca-1抗体、 APC-結合

抗-c-Kit 抗体を用いた。 ビオチン付加抗体の検出にはストレプトアビジン結合-

APC-Cy7 と反応させた。細胞の解析と分離は細胞の解析と細胞分離は

FACSAriaII flow cytometry (BD Biosciences)を使用した。結果の解析には FlowJo 

software (Tree Star)を用いて行った。 
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組織学および形態学的評価 

一次および二次移植後 16週経過後に、レシピエントマウスから脾臓および大腿

骨を摘出し、4%パラホルムアルデヒドで固定後にパラフィン包埋を行った。薄

切標本はヘマトキシリンーエオジン染色を行った。末梢血および骨髄細胞は メ

イグリュンワルドギムザ染色を行い評価した。 病理組織の作製は東京大学医科

学研究所の病理部に依頼をした。 

 

全血球計算 

レシピエントマウスの眼底静脈叢からヘパリン管を用いて採取した末梢血は、

全自動血球計測機 MEK-6528 (日本光電工業)を用いて全血球計算を行った。 

 

網羅的遺伝子解析 

遺伝子発現解析は、レトロウイルスベクターへ感染を行い 4日後の HSCs もしく

は HPCs を評価検体とし、SurePrintG3 Mouse GE 8x60K Microarray (Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA)を用いて行った。同解析はタカラバイオ株式会社に

外注を行った。 

 

統計解析 



20 

 

データは平均値 (±標準誤差)で示し、両群間の比較は two-tailed student t 検定

にて行った。3 群間以上の比較には、 one way ANOVA 解析を行った。2群の比

率の比較には Fisher の正確検定を行った。統計学的有意差は p<0.05 をもって有

意とした。全ての統計解析は Prism 4 software (Graphpad, San Diego, CA)を用いて

行った。 

 

4. 結果 

5-1. HSCs および HPCs の移植後骨髄再建能の評価 

 私は、移植後の骨髄再建能を持たない前駆細胞から、一段階”若返り”をさせ

ることで骨髄再構築が可能な HSCs の誘導を試みた。そこでまず候補となる細胞

分画としてCD34+c-Kit+Sca-1+Lineage- (CD34+KSL)の自己複製能を持たないHPCs

を選択した 37。その理由として、先述した分化段階としてより HSCs の近くに存

在する細胞集団でリプログラミングは起こりやすいという既報を踏まえ、同分

画が本システムの構築に最適と仮定したからである。そこでまずは、HPCs が多

分化能および自己複製能を有するかどうか予備実験における検討を行った。も

し生着可能な自己複製能を有するのであれば、ソース細胞としては不適切であ

る。 

HSCs と HPCs の骨髄再建能を評価するため、私は競合的骨髄再構築法を用い
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た。まずはじめに、8-12 週齢の B6-Ly5.1 マウスより 50 個の HSCs と 500 個の

HPCs をそれぞれ単離し B6-Ly5.1/5.2 マウスの骨髄細胞 2x105個とともに、致死

量放射線を照射した B6-Ly5.2 マウスに経静脈的に骨髄移植を行った。造血幹細

胞活性を評価するため、一次移植マウスにおける移植後 16週以上の造血維持と、

二次移植マウスでのドナー造血の再構築を 2 つの基準とした。前者は長期骨髄

再建能の評価とし経時的に末梢血を採取しその末梢血中の白血球分画およびド

ナーキメリズムを解析した。また、後者は自己複製能の評価とし、二次移植後の

レシピエントマウス内でも同様に多分化能を維持できるかを評価した。これら

の細胞の移植を行ったところ、HSCs を移植した群では Tリンパ球 (CD4および

CD8陽性と定義)、B 細胞 (B220陽性と定義)、骨髄球系細胞 (Gr-1/Mac1陽性と

定義)の 3 系統の血液細胞系譜の造血が一次移植マウスおよび二次移植マウスい

ずれにおいても確認された (図 3、HSCs、Fresh)。一方、HPCs の移植を行った群

においては一次移植マウスにおいては経時的にそのキメリズムは低下し、短期

的な骨髄再建能のみを認めた。さらに、二次移植を行うともはや HPCs 由来のド

ナー細胞を認めることができなかった (図 3、HPCs、Fresh)。次に、HSCs を増幅

させうる短期的な培養法によって、HPCs も同様に増幅し骨髄再建能および自己

複製能を獲得しうるかを確認するため、HSCs および HPCs を 7日間 SCF および

TPO 存在下で無血清培養を行った後、先述した方法と同様に致死量放射線照射
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マウスに移植を行った。その結果、培養した HSCs 移植群においては長期的骨髄

再建能が確認でき、そのキメリズムは採取直後の新鮮な HSCs を移植した群と比

して高いことが示された (図 3、HSCs、Expanded)。一方、培養 HPCs 移植群にお

いては新鮮な HPCs を移植した群と同様に 3 系統の血液細胞系譜のキメリズム

は一次移植マウスにおいては経時的に低下し、二次移植マウスにおいてはドナ

ー細胞の造血を認められなかった (図 3、HPCs、Expanded)。このことから、既

報と同様に HPCs はレシピエントマウス体内において長期骨髄再建能や自己複

製能を有さないこと、さらに培養による HSCs の増幅培養系を用いても HPCs で

はこれらの能力は獲得できないことが証明された。この結果をもって私は、HSCs

への若返りをさせるソース細胞として、自己複製能や長期骨髄再構築能を持た

ない HPCs を選択した。  
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図 3. HSCsおよび HPCs の多分化能および骨髄再構築能の評価 

採取直後(Fresh)および培養による培養増幅後 (Expanded)のHSCsおよびHPCsの

機能評価のため、一次移植 (上段)および二次移植 (下段)における経時的なキメ

リズムの評価を行った (n=2～6)。エラーバーは平均値±標準誤差で示している。 

同条件下での移植において、同じ週数のキメリズムを HSCs および HPCs 群で比

較した。*p<0.05  
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5-2. HSCs を誘導する候補遺伝子の選択 

次に私は、HPCs から HSCs を誘導すべく造血幹細胞の未分化性の維持にかか

わる遺伝子をスクリーニングした。これまでに Deneault らは、HSC 活性に強く

関与する遺伝子を 18 個報告した 32。ここで報告された遺伝子は、CD150+CD48-

Lin-の分画に存在する HSCsにレトロウイルスベクターで遺伝子導入することに

よって移植後にキメリズムを上昇させることから、造血能の強化に有利に働く

因子として同定された。また、Sung らは各血液細胞系譜におけるマイクロアレ

イ解析を実施し、CD34-KSL 分画の HSCs に特異的に発現し、CD34+KSL 分画の

HPCs において発現が低下している遺伝子を網羅的に解析した 38。一方、野田ら

は、培養系において増幅された CD48-KSL 分画で定義された HSCs と生着能を持

たない CD48+KSL に発現している遺伝子を比較し、stemness 活性に寄与する遺

伝子群を評価した 39。これらの報告で示されている HSCs のフローサイトメトリ

ーにおける分画はそれぞれ異なるが、いずれの細胞分画においても高い発現を

維持している遺伝子があれば、それらが造血幹細胞活性の維持に重要である可

能性が考えられる。以上の報告を基に、既報のデータにおいてオーバーラップし

ている遺伝子を用いることで、幹細胞活性を有さない HPCs が自己複製能を獲得

しうる、と仮説を立てた。最終的に Hes1、Klf10、HoxA9、FosB、Runx1、PU.1、

Hdac1、HoxB4 の 8 つの遺伝子を抽出し HSCs を誘導するための候補遺伝子とし
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た (図 4)。 
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図 4. HSCs誘導のための候補遺伝子の抽出 

既報をもとに幹細胞活性を増強する遺伝子および HPC 分画に比して HSC 分画

で発現量が高い遺伝子と HSCs の培養で発現が高くなる遺伝子に着目し、Hes1、

Klf10、HoxA9、FosB、Runx1、PU.1、Hdac1、HoxB4を選択した。 
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5-3. 候補遺伝子を導入した HPCsの機能解析 

候補遺伝子の機能解析を行うため、まずは HPCs への遺伝子導入を行った。遺

伝子導入のマーカーとして、レトロウイルスベクターの IRES 配列下に EGFP を

結合させ、EGFP の発現を基に目的遺伝子の導入及び発現を確認した (図 5A)。

B6-Ly5.1 由来の HSCs および HPCs は、レトロネクチンをコートした 96 穴プレ

ートに播種後 1 日間培養を行った (day0)。翌日に各候補遺伝子それぞれのウイ

ルス溶液を MOI 500 となるように個別に培地に加え、24 時間静置した (day1)。

さらに翌日に、培地交換を行ってウイルス上清を回収したのち 2 日間静置させ

た。培養開始後 4 日目に、先述した方法と同様の手技で競合細胞を加えてレシ

ピエントマウスに移植を行った (図 5B)。レトロウイルスの導入効率は EGFP の

陽性率で評価を行い、HSCs および HPCs でいずれも 90％以上の遺伝子導入効率

を確認した (図 5C)。コントロールとして EGFP 遺伝子導入 HSCs (EGFP-HSCs)

移植群と EGFP 遺伝子導入 HPCs (EGFP-HPCs)移植群を用いた。 

遺伝子導入を行ったドナー細胞のキメリズムの評価として、EGFP/Ly5.1 共陽

性の細胞を経時的に評価した (n=5)。移植後 16 週の時点において、候補遺伝子

導入によって、HoxB4 遺伝子導入 HPCs (HoxB4-HPCs)移植群および HoxA9 遺伝

子導入 HPCs (HoxA9-HPCs)移植群でドナー細胞の再構築を認めた。またそのド

ナーキメリズムは HSCs 移植群では 27.0%±10.5%であったのに対し HoxB4-
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HPCs 移植群では 6.36%±4.53%、HoxA9-HPCs 移植群では 4.07%±2.12%といず

れも HSCs 移植群と比べて低値であった (図 6A)。HoxB4-HPCs および HoxA9-

HPCs は移植後 12 週まで経時的にそのキメリズムは低下したが、移植後 12週と

16 週とでは大きな差は認められなかった。また、Hes1、Klf10、FosB、Runx1、

PU.1もしくは Hdac1の遺伝子導入を行った群では有意なドナーキメリズムを維

持することはできず骨髄再構築は認められなかった (図 6B)。また、その多分化

能を評価するために、移植後 16週目のキメリズムを血液細胞系譜毎に評価を行

ったところ、HoxA9-HPCs 移植群では骨髄球系の再構築が優位であったのに対し、

HoxB4-HPCs 移植群では骨髄球系および B 細胞系のドナーキメリズムが比較的

優位であったが、そのキメリズムには移植を行った個体で大きく偏りが認めら

れた (図 6C、図 7)。このことから、個体差はあるものの HoxB4-HPCs 群および

HoxA9-HPC 群いずれにおいても長期的に 3 系統の血液細胞系譜の再構築を確認

することができた。また、レトロウイルスベクターを用いて遺伝子導入を行った

HoxA9 及び HoxB4 の発現を確認するために、RT-PCR を用いて遺伝子導入後の

HPCs を用いて解析をし、その遺伝子の発現を確認することができた (図 6D)。 
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図 5. HPCsへの候補遺伝子の導入 

(A) レトロウイルベクターの構造。KOZAK 配列の下流の候補遺伝子を組み込

み、IRES 配列の下流に EGFP を発現するように作成した。MoMLV, Moloney 

murine leukemia virus LTR; PCMV, PCC4 cell-passaged myeloproliferative sarcoma 

virus LTR; ψ+, packaging signal; S.D., splice donor; S.A., splice acceptor; IRES, 

internal ribosome entry site. (B) HPCs への遺伝子の導入。Ly5.1 B6 マウスより採

取した HPCs および HSCs を 96穴プレートに播種後、day1にレトロウイルベク

ターの感染を行った。day2にウイルス上清を回収後２日間静置し、day4に回収

後、Ly5.2 B6 マウスに競合細胞とともに移植を行った。(C) ウイルス導入効率

の評価。HPCs(i)および HSCs(ii)への遺伝子導入効率を示す。いずれも 98%以上

の効率で遺伝子導入が確認できた。Red; EGFP, Blue; 非感染細胞  
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図 6. 候補遺伝子を導入した HPCsの機能評価 

(A) 移植後 16週後のドナーキメリズムの評価。エラーバーは平均値±標準誤差

を示す。(B) 移植後のキメリズムの経時的評価。PC は EGFP-HSCs群を、NC

は EGFP-HPCs 群を示す。エラーバーは平均値±標準誤差を示す。(C) 各個体に

おける移植後 16週のキメリズムの評価。キメリズムは T細胞、B 細胞、骨髄

球系細胞毎に示しており、積み上げグラフで示す (n=5)。(D) Gapdh を転写産物

の内部標準とした半定量的 RT-PCR による導入遺伝子の発現解析を行った。 
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図 7. 候補遺伝子を導入した HPCsの 16週後のフローサイトメトリー解析 

移植後 16週経過した一次移植マウスの末梢血を用いて骨髄再建能を評価し

た。CD4/CD8 は T 細胞系、B220 は B 細胞系、Gr/Macは骨髄球系の細胞を示

す。 
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5-4. 導入遺伝子による腫瘍原性の評価 

これまでの報告で HoxB4や HoxA9遺伝子の強制発現で造血幹細胞活性が増強

されることは知られているが、Hox 遺伝子と Pbx1 や Meis1,もしくは NUP98 遺

伝子との融合で造血器腫瘍の発生のリスクが上がることも知られている 33, 40-42。

そのため、HoxB4 および HoxA9 の遺伝子導入による腫瘍原性の有無の評価は同

システムの臨床応用において必要不可欠である。そこで次に、腫瘍原性の有無を

評価するため HoxB4-HPCs 移植群および HoxA9-HPCs 移植群および各コントロ

ール移植群において全血算測定と骨髄及び脾臓の組織学的評価を行った。その

結果、骨髄細胞数、末梢血白血球数、赤血球数、ヘモグロビン値、ヘマトクリッ

トおよび血小板数は、EGFP-HSCs 移植群と比べて各遺伝子を導入した HPCs 群

ではほぼ同等であり統計学的有意差は認められなかった (図 8)。また、HoxB4-

HPCs 移植群及び HoxA9-HPCs 移植群の移植後 16 週以降経過したレシピエント

マウスを用いて造血器の組織学的評価を行ったところ、脾臓に明らかな脾腫は

認めずまたその組織学的構造に大きな変化は認められなかった。同様に骨髄の

評価においては、HoxA9-HPCs 群では肉眼的に巨核球の増多が目立ったが、その

組織学的構造に大きな変化はなかった (図 9A, B)。先に行った骨髄細胞数や末梢

血の全血算測定の評価等からも明らかな腫瘍性を疑う所見は認めなかったこと

から、HoxB4-HPCs および HoxA9-HPCs は一次移植レシピエントマウスにおいて

は明らかな腫瘍原性がないことが示唆された。 
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図 8. 候補遺伝子を導入した HPCs移植マウスの 16週後の全血算評価 

Bar は平均値を示す(n=4-6)。one-way ANOVA で解析を行い、各群において有意

差は認めなかった。Bone marrow: BM, white blood cell: WBC, Red blood cell: RBC, 

Hemoglobin; Hb, Hematocrit: HCT, Platelet: PLT 
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図 9. 移植後 16週経過した一次移植マウスの造血組織における組織学的評価 

(A) 脾臓 (i)および大腿骨 (ii)の肉眼的評価。(B) 脾臓 (i)および大腿骨 (ii)の組

織学的評価。各臓器は HE染色を行った (倍率 x20)。 
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5-5. HPCsへの HoxB4遺伝子の導入による HSCs 表現型の獲得 

これらの結果を基に私は HoxB4 もしくは HoxA9 の遺伝子導入によって HPCs

が HSCs 様の機能を獲得したのではと仮定した。そこで次に、ドナー由来の細胞

がレシピエントマウス骨髄中の HSCs 分画に存在するかどうかをフローサイト

メトリーを用いて解析した。ドナー由来細胞が造血幹細胞としてレシピエント

内に存在していれば、Ly5.1+EGFP+の細胞が CD34-KSL 分画に存在するはずであ

る。実際 EGFP-HSCs移植群においては同分画にドナー由来の細胞を認め [図 9, 

HSC (EGFP)]、EGFP-HPCs 移植群では同分画にドナー由来の細胞は認められな

かった [図 10, HPC (EGFP)]。HoxA9-HPCs 移植群においては CD34-KSL 分画に

EGFP+のドナー由来の細胞を確認することができなかったが  [図 10, HPC 

(HoxA9)]、驚くべきことに、HoxB4-HPCs 移植群で 9匹中 6匹 (67%)で末梢血中

にドナーキメリズムが確認でき、そのうち 4匹 (67%)の個体において CD34-KSL

分画に EGFP+のドナー由来の細胞の存在を確認することができた [図 10, HPC 

(HoxB4), 表 1]。この結果から、HoxB4 の強制発現によって HPCs は HSCs と同

等の表現型を獲得することが示された。先の実験とまとめると、HoxB4 遺伝子の

導入を行った HPCs は骨髄再建能を獲得するだけでなく、その表面マーカーの表

現型も HSCs と同等になることが証明された。 
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図 10. フローサイトメトリーによる HSCs 分画におけるドナー細胞の評価 

移植後 16 週経過した一次移植マウスの骨髄細胞から分化抗原 (Lineage)陰性分

画からゲーテイングし、CD34-KSL 分画における Ly5.1+/EGFP+細胞の存在を確認

した。 
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5-6. HoxB4-HPCsの自己複製能獲得の証明 

HoxB4-HPCsが HSCsと同等の幹細胞活性を獲得したかどうかを証明するため

には、自己複製能の評価が必要不可欠である。しかしながら、移植後のレシピエ

ントマウスにおいて EGFP+のドナー細胞は CD34-KSL 分画においてその絶対数

が少ないことやソーティングによるストレスに伴いその移植効率が低下するこ

とから、同分画をソーティングして純化したのちに二次移植を行うのは困難と

考えた。そこで次に、一次移植を行ったレシピエントマウスの全骨髄細胞を用い

て、致死量放射線照射を行ったレシピエントマウスに二次移植を行った。二次移

植を行うにあたり、HoxB4-HPCs もしくは HoxA9-HPCs を移植した一次移植マウ

スの末梢血中に EGFP+Ly5.1+細胞のキメリズムが 16 週以上持続的に 1%以上維

持しているレシピエントマウスを選択し、一つの大腿骨を用いて 2 匹の二次レ

シピエントマウスに移植を行った。二次移植を行った 16週後、予想通り EGFP-

HSCs 二次移植群においては 3 系統の血液細胞系譜の再構築を 70%  (7/10 匹)で

認めたが、それに対して EGFP-HPCs 二次移植群ではドナー細胞を認めたマウス

は 0%であった (0/8 匹、図 11，12 および表１)。驚くべきことに、HoxB4-HPCs

二次移植群においては 3 系統の血液細胞系譜の再構築は 58% (7/12 匹)で認め、

その割合は EGFP-HSCs 二次移植群とほぼ同等であった。また、HoxA9-HPCs 二

次移植群においてはドナー細胞の生着を認めることはできなかった (図 11、12
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および表 1)。ドナー細胞を末梢血で確認できた二次レシピエントマウスの骨髄

を解析し HSC 分画にドナー細胞が存在するかを評価したところ、EFGP-HSCs 移

植群と同様に HoxB4-HPCs 二次移植群においても HSC 分画に EGFP+Ly5.1+のド

ナー細胞を十分量認めることができた (図 13)。さらに、二次移植において HSC

分画にドナー細胞が出現する確率を各移植群で評価したところ、HoxB4-HPCs 二

次移植群の 33% (3/9 匹)において十分量のドナー細胞が CD34-KSL 分画に存在

し、その割合は EFGP-HSCs 二次移植群と同等 (30%, 3/10 匹)であることが示さ

れた(表 1)。以上のことから、HoxB4-HPCs は長期骨髄再建能を有し、かつ自己

複製能も獲得し二次レシピエントマウス体内においても CD34-KSL の表現型を

維持することが示されたため、HoxB4 遺伝子を HPCs に遺伝子導入をすること

によって、HPCs から HSCs と同等の細胞を誘導できるということが証明できた。 
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図 11. 候補遺伝子を導入した HPCsの 16週後のフローサイトメトリー解析 

移植後 16 週経過した二次移植マウスの末梢血を用いて骨髄再建能を評価した。

CD4/CD8は T細胞系、B220 は B 細胞系、Gr/Macは骨髄球系の細胞を示す。 
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図 12. 候補遺伝子を導入した HPC移植マウスの二次移植後の機能評価 

(A) 移植後のキメリズムの経時的評価。エラーバーは平均値±標準誤差を示す。 

(B) 各個体における移植後 16 週のキメリズムの評価。キメリズムは T 細胞、B

細胞、骨髄球系細胞毎に示しており、積み上げグラフで示す (n=4-8)。
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図 13. フローサイトメトリーによる HSCs 分画におけるドナー細胞の評価 

二次移植レシピエントマウス骨髄中におけるドナー細胞の評価を行った。分化

抗原  (Lineage)陰性分画からゲーテイングし、CD34-KSL 分画における

Ly5.1+/EGFP+細胞の存在を確認した。HoxA9-HPCs 二次移植群では長期的な生存

は得られず解析を行っていない。 
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表 1. 移植後の末梢血および骨髄キメリズム 

HSCを対照群とし、Fisherの正確検定を行った。*: P<0.05、**: P<0.01、***: P<0.001  
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5-7. 二次移植レシピエントマウスにおける腫瘍形成の評価 

一次移植のみならず二次移植を行うことによって、自己複製の負荷がさらに

強くなり腫瘍化のリスクが高まることが知られている。そこで次に、一次移植と

同様に二次移植後において、HPCs への遺伝子導入に伴い腫瘍化を認めたかどう

かを評価するため、全血算測定と骨髄及び脾臓の組織学的評価を行った。いずれ

の解析も二次移植後 16 週以上経過しかつドナーキメリズムが 1%以上で維持し

ているマウスを解析に用いた。その結果、骨髄細胞数、末梢血白血球数、赤血球

数、ヘモグロビン値、ヘマトクリットおよび血小板数は、EGFP-HSCs 二次移植

群と比べて HoxB4-HPCs ではほぼ同等であり統計学的有意差は認められなかっ

た (図 14)。また、HoxB4-HPCs 二次移植群では一次移植マウスと同様に明らか

な脾腫は認めず、またその組織学的構造に大きな変化は認められなかった (図

15A, 15B)。二次レシピエントマウスの骨髄の評価においては、HoxB4-HPCs 二次

移植群では肉眼的および組織学的構造にも大きな変化はなく (図 15A, 15C)、先

に行った血算の評価等からも明らかな腫瘍性を疑う所見は認めなかった。最終

的に二次移植後 16 週間の観察期間の中で HoxB4-HPCs 二次移植群ではいずれの

個体でも死亡することはなかった (図 16)。これらの結果から HoxB4-HPCs には

二次移植後の強いストレス環境下においても明らかな腫瘍原性を認めず正常な

造血を維持することが示唆された。これに対し、HoxA9-HPCs 二次移植群におい



44 

 

ては経時的にレシピエントマウスが死亡しドナーキメリズムを維持しながら長

期的に生存したマウスを得ることができなかった (図 16)。死因については詳細

な評価をすることはできなかったが、レトロウイルスベクターを用いたマウス

骨髄細胞への HoxA9 遺伝子の強制発現系では、遺伝子導入から長期間経過した

のちに白血病を発症することが報告されており、本解析においても二次移植後

に HoxA9-HPCs が腫瘍化を認め死亡したと想定している 42。 
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図 14. 候補遺伝子を導入した HPCsの二次移植 16週後の全血算評価  

Barは平均値を示す(n=7-12)。one-way ANOVA で解析を行い、各群において有意

差は認めなかった。Bone marrow: BM, white blood cell: WBC, Red blood cell: RBC, 

Hemoglobin; Hb,Hematocrit: HCT, Platelet: PLT 
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図 15. 移植後 16週経過した二次移植マウスの造血組織における組織学的評価 

(A) 脾臓および大腿骨の肉眼的評価。(B) 脾臓の組織学的評価。(C) 大腿骨の組

織学的評価。各臓器は HE染色を行った（倍率 x20）。 
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図 16. 候補遺伝子を導入した HPCsの二次移植後の生存曲線。 

Kaplan-Meier曲線を用いて示した(n=8-12)。 
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5-8. HoxB4の強制発現と血液細胞の形態学的評価 

以前に Cellot らは、HoxB4と Pbx1の共強制発現系によって分化抑制が出現す

ることを示した 43。そのため、HoxB4-HPCs が骨髄もしくは末梢血中で芽球とし

て維持し増加している可能性があった。そこで次に、HoxB4-HPCs 二次移植群の

末梢血および骨髄を用いてギムザ染色を行い形態学的に評価を行った。その結

果、HoxB4-HPCs 二次移植群において末梢血中に芽球の出現を認めることなく、

成熟した血液細胞の異型性もみられなかった (図 17A, 写真)。また、3系統に分

化した正常造血の維持が観察され，その比率においても EGFP-HSCs コントロー

ル群との間に大きな差を認めなかった [図 17A, ヒストグラム)。同様に骨髄標本

を確認しても HoxB4-HPCs 二次移植群で明らかな芽球の増多は認めなかった(図

17B)。 以上のことから、HoxB4-HPCs は二次レシピエントマウス体内でも形態

学的に異形成を認めることなく、EGFP-HSCs と同等の造血能を有することが証

明できた。 
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図 17. HoxB4-HPCs の二次移植 16週後の末梢血の血液細胞の形態学的評価。 

(A)リンパ球、単球、好中球の正常な形態を示す (上段、倍率 x60)。末梢血中に

おける HSC 群(n=6)と HoxB4-HPCs 群 (n=8)の平均値±標準誤差を示す。各群に

おいて有意差は認めなかった。Mononuclear cells: MNCs. (B) 骨髄細胞の塗抹標

本像（倍率 x40）。 
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5-9. HoxB4-HPCsの遺伝子発現パターンの解析 

次に、HPCs に対する HoxB4遺伝子導入によって生じる遺伝子の発現パターン

の変化を評価するために、EGFP-HSCs、EGFP-HPCs および HoxB4-HPCs を用い

てマイクロアレイ解析を行った。細胞は、遺伝子導入後 4 日目の移植前の条件

と同様の細胞を用いた。HSCs と HPCs は分化段階としては近傍に位置すること

からその遺伝子発現パターンは類似することが想定され、実際にその発現パタ

ーンは非常によく似ていた (図 18A, 左)。このことから、ごくわずかな遺伝子の

発現変化によって自己複製能が制御されていることが示唆された。そこで私は、

EGFP-HSCs 及び HoxB4-HPCs で転写産物が確認できた遺伝子が共通して認めら

れれば、その遺伝子及びその下流でのシグナルが幹細胞へのリプログラミング

に重要で自己複製能の寄与に関与すると仮定した。そこでこれらの検体に共通

する遺伝子発現の有無を評価したところ、30の遺伝子でEGFP-HSCs及びHoxB4-

HPCs で共通して発現していることが分かった。これに対し、66 の遺伝子で

EGFP-HSCs 及び HoxB4-HPCs で共通して発現量が低いことが分かった(図 18B)。

予想に反して、すでに HSC 関連遺伝子と知られている Gfi1、Evi1、Runx1、Tie2

などが共通して発現していることは確認できなかった。その理由としては、これ

らの遺伝子の機能は HoxB4 とは必ずしも関連しないことは示唆される。本解析

の信頼性を評価するため、公開されている遺伝子発現データバンク (Gene 
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Expression Commons, https://gexc.riken.jp/)のデータと比較しその整合性を評価し

た 44。興味深いことに、Samd12、Cadps2、Lhcgr、Pkia、Clec1a、Il17reの 6つの

遺伝子で HPCs に比べて HSCs および HoxB4-HPCs において発現が高く、F13b、

Tdrd5、Gm7536、Tnfrsf17、A730091E23Rik、Abcc8 の 6 つの遺伝子で HPCs に比

べて HSCs および HoxB4-HPCs で発現が低いことが、先の解析で得られた遺伝子

群と共通するものとして抽出できた。これらの遺伝子と HSCs に関連する報告は

ほとんどないことから、HoxB4のシグナルの下流で HSCs を誘導しうる、または

その活性を増強する新規の候補遺伝子として期待ができる。今後はデータの蓄

積を行うことでより詳細なそのシグナル経路や相互作用を評価し、HPCs におけ

る HoxB4 の強制発現による幹細胞活性の獲得に対するそのメカニズムを評価し

ていく予定である。 
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図 18. HSCs, HPCs および HoxB4-HPCs の遺伝子発現比較 

(A) 各群間における遺伝子発現の比較を scatter plot で示す。(B) 発現量が 2倍

以上異なる遺伝子を抽出し、HSCs および HoxB4-HSCs で共通して発現量が高

いものもしくは低いものを抽出した。本解析で得られた候補遺伝子に対して公

開されている遺伝子発現データバンク(Gene Expression Commons, 

https://gexc.riken.jp/)のデータと比較し、共通する遺伝子を下線で示した。 
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5. 考察 

 本研究では、自己複製能を持たないマウス HPCs に特定の遺伝子の導入を行

うことによって自己複製能を有する機能的な HSCs の誘導を試みた。その結果、

本研究では HPCs に HoxB4 遺伝子の導入を行うことで HSCs と同等の機能およ

び表現型を有する細胞の誘導に成功した。未分化な多能性幹細胞である ES 細胞

や iPS 細胞からではなく、HSCs より分化した前駆細胞から脱分化をさせること

で生理的な HSCs を誘導し得た点が本研究の大きな特徴である。 

今回の強制発現系によって HPCsから HSCsへの”若返り”をきたしうる遺伝子

のスクリーニングにおいて、既報の造血活性を増強させうる遺伝子を候補とし

てまず選択した 32。これらの遺伝子を用いることでいずれの遺伝子においても

一定期間の骨髄再建能は獲得できる可能性を考えていたが、予想に反して、造血

発生に寄与し HSC の自己複製能を増強させると報告されている Runx1 や PU.1

などの転写因子の強制発現では十分な効果が得られなかった 45。加えて、造血前

駆細胞を不死化させ慢性骨髄性白血病において芽球転化を起こしうるとされる

Hes1 の強制発現においても HPCs において自己複製能を獲得させることはでき

なかった 46。HoxB4 および HoxA9 の 2 つの遺伝子の強制発現系においては骨髄

再建能が認められたが、HoxA9 の強制発現系では二次移植でドナーキメリズム

の維持は困難であり、自己複製能の獲得には至らなかった。最終的には、HoxB4
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の遺伝子導入によってのみ HPCs に自己複製能を獲得させつつ、腫瘍原性を認め

ることなく正常な造血を維持させることが可能となった。 

HoxB4 はホメオボックスファミリーの転写因子の一つであり、HSCs への強制

発現によってその自己複製能が増強することが知られている 32, 33。また、HoxB4

の強制発現によって原始的な造血前駆細胞や多能性幹細胞から生着可能な

HSCs を誘導できることも報告されている 17, 29, 47。これらの知見は、ヒト造血幹

/前駆細胞を用いた解析においても同様に認められており、またヒト HOXB4 遺

伝子のヒト ES 細胞への導入によっても同様に造血細胞の誘導が示されている

ことから、同遺伝子の造血機能に与える機能は種を超えて保存されていると考

えられている 48-50。先行研究によって HoxB4 は HSCs の維持や誘導に必須な因

子として考えられたが、分化の進んだ前駆細胞における HoxB4 の効果というの

はこれまでに報告はない。また、多能性幹細胞に HoxB4 を強制発現することに

よって誘導される生着可能な HSCs は、その分化の過程で骨髄球系に偏向してい

ることが示されているため、アンバランスな造血であり生理的な HSCs とは似て

非なるものであった 51。今回私が行った解析では、個体差はあるものの HoxB4

の強制発現によって明らかな分化方向の偏りは認められなかった。加えて、これ

までの先行研究において HSCs の誘導でドナー由来の細胞がレシピエント骨髄

中の HSC 分画に存在することを示したものは多くはない。本研究では、これら
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を示すことでより真に HSCs を誘導し得たと評価ができる。今回私は 1)多分化

能、2)自己複製能、3)表現型、そして 4)腫瘍原性を評価することで HPCs からの

HSCsの誘導を証明した。その表現型や生着率はEGFP-HSCsとほぼ同等であり、

また腫瘍原性も認めなかった。既報との結果を統合すると、HoxB4 は HSCs の自

己複製能を増幅させるだけでなく、多能性幹細胞や HPCs などから両方向に

HSCs を誘導しうる大きな役割を持つことが強く示唆される (図 19)。これらの

ことから、本手法が生理的な機能を有する HSCs を安全に誘導しうる方法とし

て、今後臨床に応用できる可能性があると期待できる。 

以前に Akalaらは、Bmi1 の標的遺伝子である p16Ink4a/p19Arf と Trp53 のトリ

プルノックアウトによって HPCs から長期の骨髄再建能を獲得したことを報告

したが、その表現型がHSCsと同等であるということは示されなかった 52。一方、

He らは胎生 HSCs において発現を認める Sox17 の強制発現によって多能性前駆

細胞が自己複製能を獲得したことを報告したが、その表現型としては胎児 HSCs

から再構築された血液細胞系譜と同様のパターンを示し、成体内の HSCs とは異

なっていた。また、分化傾向としては赤芽球系優位でリンパ球数の少ない造血パ

ターンを示し、最終的には白血病化をきたしてしまうことも示された 53。Riddel

らは Runt1t1、Hlf、Lmo2、Prdm5、Pbx1、Zfp37 の 6 遺伝子を共通骨髄球系前駆

細胞に導入することによって HSCs を誘導することが可能であるということを
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報告した。更に、Mycn や Meis1 などの遺伝子を 6遺伝子に加えて導入すること

によってそのリプログラミングの効率が増すことも示した 30。同研究において

誘導し得た HSCs はその表現型や多分化能、自己複製能、遺伝子発現パターンも

HSCs と同様であったため、これまでで最も生理的な HSCs に近い細胞が誘導で

きたと考えられ、その成果は画期的であった。一方、同研究成果では導入遺伝子

の数の多さが実際に臨床応用を検討するにあたり大きな課題と考える 30。また、

HSCs の増幅や他の細胞からの誘導において臨床応用するにあたり除外すべき

リスクは誘導細胞の腫瘍化である。今回の私のシステムにおいては、HoxB4の強

制発現系であるものの、一遺伝子の導入という簡便なシステムによって二次移

植も含めた長期の観察期間の中で腫瘍化した個体は認められなかった。この結

果を踏まえ、本研究は造血細胞移植において不足するドナーを安全に補いうる、

臨床応用に結び付く技術となる可能性があると考えるが、導入遺伝子の発現持

続の必要性や、挿入変異による安全性の担保など，検討すべき課題は残されてい

る。将来的には self inactivating ベクター、発現調節が可能なウイルスベクター

や、タンパク導入などを用いることによってより安全なシステムを構築するこ

とが必要である。 

また今後の解析として、他の分化細胞においても同様に HoxB4 の強制発現に

よって HSC 様の機能および表現型を獲得しうるのかどうかが検討課題である。
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予備実験ではあるが、骨髄球系の細胞すべてに分化しうる共通骨髄系前駆細胞

に同様に HoxB4 の強制発現を行うと、中期的な骨髄再建能が維持されるという

データが得られている。しかしながら共通前駆細胞に HSCs と同様の長期的な骨

髄再建能を獲得させるためには、HoxB4の強制発現のみでは不十分であり、例え

ば c/EBPαのような additional factor を必要とし、既報と同様に複数遺伝子の導

入が必須である可能性が考えられる。また、近年確立された HSCs の増幅法を応

用することによって導入遺伝子の数を減らしつつ HSCs を誘導しうる可能性も

あり、今後は複数のプロトコールを組み合わせて誘導増幅することも検討する。 

では、なぜ HoxB4 の強制発現によって HPCs が HSCs 化し得たのか。Oshima

らは以前、HoxB4 強制発現系による ES 細胞由来の HSCs および HPCs を用いて

その下流の遺伝子発現パターンを評価し、Runx1や Scl/Tal1, Gata2 と Gfi1 を直接

的に働く因子として、また Lmo2、Erg、Meis1、Pbx1、Hemgnなどを間接的に働

く因子として報告した 54。一方、Schiedlmeier らは HSCs/HPCs 分画である KSL

細胞に HoxB4を強制発現させターゲットとなる遺伝子を評価し、その結果 TNF-

の negative regulatorである Breの発現が高くなることや FGFファミリーの発現

が高くなることで幹細胞活性を維持することを示した 55。また、個体の発生段階

においては沿軸中胚葉において発現し、造血ニッチで Vegf や Frzb, scf の発現に

関与し造血支持をすること、また HSCs とニッチに interaction に関与する Wnt や
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Hedgehog、Notchシグナルに関連する複数の遺伝子に発現に関与することも分か

ってきており、その HSCs の維持及び誘導のメカニズムは非常に複雑に制御され

ていると考えられる 56。しかしながらこれらの先行研究で示された HoxB4 遺伝

子の造血に関わるメカニズムが本システムで得られた結果を説明しうるもので

はない。今回用いたソース細胞は HSCs と非常によく似た性質を持っているた

め、その遺伝子発現の差はごくわずかであると考えられる。そこで、そのわずか

な差を見出すことによって HSCs の幹細胞活性の維持に寄与するメカニズムを

解明できる可能性がある。 

HoxB4 の強制発現と自己複製能に関する遺伝子を評価するため行ったマイク

ロアレイ解析では、予想通りに HSCs と HPCs とではその発現パターンに大きな

違いは認められなかった。このような遺伝子発現パターンは既報でも認められ

ており、ごく少数の遺伝子発現の違いが自己複製能の獲得に寄与していると考

えられている。本解析では既報とは異なり、予想に反して HoxB4 の下流の Wnt

シグナル、Notchシグナル、TGF-の発現などには大きな変化は認められなかっ

た 55。マイクロアレイの解析では遺伝子導入時に培養を行った移植前の HPCs を

評価検体とし、そのコントロールとしては同様に無血清培地にて培養した HSCs

および HPCs を用いた。HSCs の培養維持のため、培養液中に TPO が含まれてい

るが、TPOは HoxB4 の発現を強めるとの報告もあることから 57、TPOを含む培
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地での培養によって内在性の HoxB4の発現が活性化したことによって、HSCs と

HPCs との間で遺伝子発現パターンの差がより不明瞭となった可能性が考えら

れる。本解析で得られた知見として特記すべきものとして、Lhcgr の発現が HSCs

およびHoxB4-HPCsにおいて高いことである。ヒトおよびマウスHSCsでLHCGR

の発現が高く、黄体ホルモン刺激によってこれらが増幅されるという報告があ

ることから、同遺伝子の発現上昇に伴って HSCs 誘導の効果が得られた可能性は

ある 58。しかしながら同遺伝子の単独での効果とは考えにくく、その他の候補に

挙がった遺伝子の発現の synergisticな影響もあると考えるが、本遺伝子発現解析

では詳細なメカニズムまでは評価はできていない。また、各群のメチル化状態の

比較も評価できておらず今後の検討課題と考える。エピジェネティックステー

タスが多能性幹細胞へのリプログラミングや、多能性幹細胞からの運命決定、ま

た、造血幹細胞における自己複製能の維持や分化方向のかじ取りに大きく関与

していることはすでに知られている 59-62。今回私が行ったシステムで誘導した細

胞が真に HSCs であるかどうか、またその誘導メカニズムを詳細に評価するため

には今後エピジェネティックステータスを評価することが非常に重要な課題と

なる。今後は追加の解析にてより詳細な評価を行いそのメカニズムを精査して

いく予定である。 

さらに、本研究の限界として、HPCs が完全に HSCs 化をしたということを証
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明ができていないことが挙げられる。一つの可能性として、HoxB4-HPCs は、ポ

リクローナルな増殖をして、結果として 3 系統への分化が確認できたというこ

とが考えられる。この課題をクリアする方法として単一の HSC 移植で評価をす

ることが検討される。単一の HSC を用いた移植システムにおいてもレシピエン

ト環境において 3 系統の血液細胞系譜を再構築させることができることから、

本解析手法を用いることによって単一の HSCs からの多分化能及び自己複製能

を評価することが可能である。しかしながら通常の遺伝子導入を行っていない

HSCs においても、そのソーティングや移植後の骨髄再構築のストレスによって

その幹細胞活性は低下し生存率も低下するため、二次移植における single-HSC 

transplantation assayは効率が非常に低下することが知られている。それに加えて、

ウイルス感染に伴う細胞ストレスを踏まえると、HoxB4-HPCs において同 assay

で正確な評価は困難であると考えた。また、HoxB4-HPCs を移植した一次レシピ

エントマウスでは、ドナー細胞のキメリズムはいずれの個体でも安定して高い

という結果は得られず個体差が大きかったため、一次レシピエントマウスの

HSC 分画から十分量のドナー細胞を回収することはできなかった。一つの方法

として検討しうるのは、近年確立した HSCsの培養増幅法の応用である。この手

法を用いて単一細胞でソーティングをしてきた HoxB4-HPCs 由来の HSCs を一

定量まで培養増幅させて、この細胞を移植する。これによって 1 クローンから
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十分量の造血を得られることが期待され、より正確にそのクローンの特性を評

価できる可能性がある。本研究ではそのクローン毎の多分化能を評価すること

ができていないことから、厳密な意味での HSCs 化は証明できていない。しかし

ながら先述した 4 つの評価項目を満たしたことから、細胞集団として HoxB4-

HPCs は HSCs とほぼ同等であることが示されたと考える。   

本研究での除外すべき重要な点としては腫瘍原性の有無である。先に述べた

ように、数々の遺伝子を用いて HSCs の誘導は試みられているが、その多くは腫

瘍原性が認められている。HoxB4 も例外ではなく、HoxB4 の強制発現系によっ

て腫瘍化のリスクが示された報告もある 63。今回の 16 週間という観察期間の中

では腫瘍化した個体は認められなかったが、さらなる長期観察の中で腫瘍化の

リスクを評価していく必要がある。Krosl らはヒト HOXB4 と TAT の融合タンパ

クの導入によって遺伝子操作を行わずに HSCs を増幅させることに成功してい

る 64。また、ヒト HOXB4 タンパクの導入によって CD34+CD38-のヒト造血幹/前

駆細胞が試験管内で増幅することも示されている 65。遺伝子導入を行わずに

HSCs を増幅させる方法が確立されれば、遺伝子導入に伴う挿入部位変異もなく

腫瘍性のリスクは大きく減ると考えられる。HPCs からの HSCs の誘導も同様に、

候補となりうるタンパク質の導入や発現調節型ベクターの使用、もしくは培養

系を調整することによって腫瘍化のリスクを軽減しつつ可能となると考えられ
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る。 

目的の細胞を多能性幹細胞から誘導する方法はその発生のメカニズムを知る

一歩となるとともに臨床への応用が強く期待される一方、腫瘍化のリスクなど

超えるべき壁はまだあるため、実用化が可能と考えられる再生医療・細胞治療法

は限られている。私の今回の成果では、HoxB4 遺伝子の導入によって分化した

HPCs から目的とする HSCs へのリプログラミングが起こり、その細胞は腫瘍化

することなく生理的な HSCs と類似していることを示すことができた。今後の課

題として HPCs から若返りをした HSC 様の細胞の特性を詳細に解析し、真に

HSCs となったことを確認するとともに、安全性を評価することでこの手法が新

たにドナープールを増やす方法として臨床に応用できることに期待したい。 
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図 19. HoxB4 による HSCsの増幅および誘導の概念図 
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