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研究テーマ  

分子時計による造血幹細胞制御とその破綻による白血病発症の研究 

１．目的 

 ほ乳動物には、24時間以内に変動を繰り返す短時間周期があり、これを制御する時計分子 

(ultradian) システムが存在する。これは胚における体節形成（マウスでは2時間、ヒトでは8時間周

期）に必須の役割を果たす。中でもNotchシグナルエフェクターであるHes群遺伝子およびその産物の

活性の周期的変動の重要性およびその機序はよく解析されている。申請者らはこれまで、機能欠損や

過剰発現の系を用いて、Notch-Hesシステムが正常造血幹細胞を制御すること、およびこの破綻が白

血病発症ないし進展の原因となることを見出してきた。本研究では、Notch-Hesシステムが幹細胞制

御においても時計分子として機能しているか、Hes分子の振動の破綻が白血病発症に関わるか、につ

いて明らかにする。 

 

２．方法 

造血幹細胞と骨髄系造血前駆細胞へのHes1強制発現とその影響の観察： Hes1の強制発現が骨髄系造血

前駆細胞に与える影響を観察するため、レトロウィルスでHes1（導入マーカー：NGFR）をC57BL/6マウス造

血幹細胞および骨髄系造血前駆細胞濃縮分画（KSL、CMP、GMP）に導入し、連続的コロニー形成能やin 

vitro増殖能を観察した。また、Hes1導入細胞を同系マウスに移植し、生着と骨髄増殖性疾患や白血病発症

の有無を観察した。さらに、これらの細胞分画に、慢性骨髄性白血病原因遺伝子であるBCR/ABL（導入マ

ーカー：GFP）を単独で、あるいはHes1とともに導入し、同様に連続的コロニー形成能、in vitro増殖能、同系

マウスに移植後の骨髄増殖性疾患や白血病発症の有無を観察した。 

造血前駆細胞・幹細胞におけるHes1分子振動の観察：半減期の短いルシフェラーゼがHes1プロモーター

によって発現するトランスジェニックマウスの胎児肝から、種々の造血前駆細胞および幹細胞を濃縮し、可

溶型NotchリガンドDelta1-Fcとpoly-L-lysineを固着した特殊スライドガラス培養皿上に播種した。これを、微

少発光を感知し画像化が可能な特殊顕微鏡装置で、１２時間後まで各細胞の発光状態を連続的にモニタ

ーし記録した。 

 

３．結果 研究成果 

Hes1による骨髄系造血前駆細胞の不死化：NGFR陽性細胞を分離しサイトカイン添加条件・メチルセルロー

ス培地でコロニー形成後、コロニー形成細胞を再度メチルセルロース培地で培養する、という操作を繰り返

すと、Hes1を導入した場合にはKSL、CMP、GMPのいずれでも際限なくコロニーが形成されたが、コントロー

ルウィルス導入細胞ではKSL由来の場合のみコロニーが形成された。後者の場合コロニー形成細胞は形態

的に分化しており、再播種ではコロニーが形成されなかった。コントロールウィルスを導入したCMPやGMP

由来細胞からはコロニーが形成されなかった。Hes1導入によるコロニー形成細胞はinterleukin-3 (IL-3)存在

下液体培養でも際限なく増殖し、不死化していた。これらの細胞はKSL、CMP、GMPいずれの細胞由来の



場合も、造血前駆細胞のマーカーであるc-KitおよびCD34を発現しており、形態的にも未熟造血細胞様で

あった。 

BCR/ABLとHes1協調による、慢性骨髄性白血病急性転化病態の再現：BCR/ABL遺伝子を単独で導入し、

GFP陽性細胞を分離してコロニー形成能を観察すると、KSLだけがコロニーを形成したが、CMPとGMPはい

ずれもコロニーを形成しなかった。BCR/ABLによるコロニー形成細胞は形態的に分化しており、再播種で

はコロニーが形成されなかった。BCR/ABLとHes1を同時に導入してNFGR+GFP+細胞をメチルセルロース

に播種すると、KSL、CMP、 GMPのいずれに導入した場合でもコロニー形成が繰り返された。これらのコロ

ニー形成はIL-3非依存性であり、液体培養でもIL-3非依存性に増殖し不死化していた。Hes1単独導入細

胞をIL-3添加で培養した場合と比べると、形態は類似しており細胞表面抗原発現も類似していたが、c-Kit

発現レベルはHes1単独導入細胞の方が高かった。Hes1とBCR/ABLが単独あるいは同時に導入された細

胞を放射線照射した同系マウスに移植した場合、以下のような結果であった。Hes1単独導入細胞の移植で

は骨髄増殖性疾患や白血病は発症しなかった。BCR/ABL単独導入細胞の移植では、KSL由来細胞の移

植でのみ骨髄増殖性疾患様の病態を発症し、マウスは速やかに死亡したが、CMPやGMP由来細胞の移植

では骨髄増殖性疾患や白血病を発症しなかった。。Hes1とBCR/ABLの同時導入細胞の移植では、由来が

KSL、CMP、 GMPのいずれであっても急性骨髄性白血病様の病態を発症しマウスは速やかに死亡した。 

造血前駆細胞におけるHes1の分子振動：観察条件と同じ条件において、造血前駆細胞は移動が最小限に

抑えられ、長時間の観察でも単一細胞における発光の経過を追えることを確認した。一方ルシフェラーゼレ

ポーターアッセイで評価しDelta1-FcによってNotchシグナルが活性化されていることを確認した。c-Kit陽性

細胞を用いた発光モニターでは、Delta1-Fc固着スライドで培養した場合に、少数の細胞で明らかな発光を

感知し得た。ルシフェラーゼ発現（発光）は、on/offが観察された。 

 

４．まとめ 

 骨髄系造血前駆細胞で生理的発現を逸脱してHes1を発現させることにより、比較的分化した前駆細胞も

含め容易に不死化した。このことから、骨髄系造血前駆細胞の生理的分化には、Hes1の発現制御が重要で

ある可能性が示唆された。さらに、BCR/ABLとの同時発現細胞の移植実験により、Hes1の非生理的発現

が、慢性骨髄性白血病の急性転化にかかわる可能性も示唆された。 

 Hes1発現の生理的制御が、分子振動によって行われているとの仮説で実験を進めている。その一端が明

らかになりつつあるが、現在，さらに詳細な実験を進行中である。なお、この実験は京都大学ウィルス研究所

の影山龍一郎博士との共同研究である。 
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図１ Hes1導入による造血前駆細胞の不死化と細胞形態 

 
 

図２ BCR/ABLとHes1同時導入細胞の移植による急性骨髄性白血病様病態の発症 

  
（図はいずれも発表論文より転載） 

 

 


