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1. はじめに 

 造血系は、約１兆個の血液細胞が毎日入れ替わる極めてダイナミックなシステムである。産生された成

熟血液細胞は、栄養の運搬や細菌等異物の除去のみならず、多臓器の修復や機能維持、生体恒常性の維持

等の多くの役割を果たしている。そのため、造血系における機能異常は、免疫機能の低下や白血病等の悪

性疾患、さらには個体全体の機能低下を惹起する。それゆえ、造血系がその恒常性を生涯にわたりどのよ

うに維持しているか、その全容を明らかにすることは極めて重要な課題である。 

 このダイナミックな血液産生システムは、血液細胞階層の最上位に位置する造血幹細胞により維持され

ている。造血幹細胞は自己複製能と多分化能を有する細胞集団と理解されているが、造血幹細胞分画内に

は不均一性が存在することがこれまでの多くの研究より示唆されている。その一つの例として、造血幹細

胞恒常性の維持に最も重要な細胞機能である自己複製能の強弱により、自己複製能が強く生涯にわたり維

持される細胞集団（長期造血幹細胞）と自己複製能が減弱もしくは消失した細胞集団（短期造血幹細胞）

の異なる二つの細胞分画の存在が実験的に実証されている。自己複製能が長期造血幹細胞のみに認められ

る細胞機能であることより、自己複製能制御機構の解明には、この長期造血幹細胞と短期造血幹細胞を各々

単離し、比較することが最も論理的かつ効率的な手法であると推測される。一方で、これらの細胞分画は、

Lineage-cKit+Sca-1+Flk2-CD34-/loCD150+（以下、pHSC と表記）の分画内に存在することがマウスへの移植実

験により明らかになっているが、マウス骨髄有核細胞の 0.01%以下と非常に希少な細胞分画であるため、

これまで、これら二つの細胞分画を明確に分ける手法が存在せず、上記のような研究手法を行うことがで

きなかった。 

 そこで申請者は、上記課題を解決するために、独自に開発した多段階スクリーニング法を用いて、マウ

ス長期造血幹細胞特異的に発現する遺伝子として Hoxb5 の同定、さらに Hoxb5 の発現を指標としたレポー

ターマウスを作製することで、長期造血幹細胞のみを特異的に同定・純化することに世界で初めて成功し

た。 

 

2. 方法 

 自己複製能は、長期造血幹細胞のみに強く観察される細胞機能であることより、長期造血幹細胞特異的

に発現する遺伝子による制御の可能性が高いことが示唆される。そこで、長期造血幹細胞特異的に発現す

る遺伝子、特に細胞形質を制御する転写因子を同定するため、上記長期造血幹細胞特異的レポーターマウ

スを用い、マウス骨髄より単離した長期造血幹細胞、短期造血幹細胞、pHSC 分画、多能性前駆細胞から total 

RNA を調整し、トランスクリプトーム解析を行った。次に、同定した候補遺伝子が、実際に自己複製能を

制御する機能を有するかを効率的に評価するスクリーニング手法を独自に開発した。具体的には、一次ス

クリーニングとして、in vitro での細胞分化培養法を応用した分化抑制効果を計測する実験系と、二次ス

クリーニングとして、マウスを用いた骨髄移植実験を応用した in vivo 自己複製能・多分化能を計測する

実験系を組み合わせることで、高効率に自己複製能制御遺伝子の同定を可能とした。さらに同定された転

写因子が、どのような下流遺伝子発現ネットワークを制御することで自己複製能をコントロールしている



かを明らかにするためクロマチン免疫沈降シーケンス法（ChIP-Seq）を用いた。 

 

3. 結果 

 トランスクリプトーム解析結果をもとに、長期造血幹細胞のみに有意に発現する遺伝子群を抽出した。さ

らに、遺伝子発現量、短期造血幹細胞との発

現量比、転写因子の有無等を指標に再解析を

行ったところ、１３種の遺伝子が候補遺伝子

として残った（図１）。これら候補遺伝子を、

レンチウイルスを用いて造血幹細胞に過剰発

現する手法を開発した。造血幹細胞は、非常

にウイルス感染、遺伝子導入が難しい細胞種

であることが知られているが、種々のステッ

プを至適化することで、ほぼ１００％の遺伝

子導入が可能となった。そこで、本手法を用

い、候補遺伝子を短期造血幹細胞に過剰発現させ、細胞の分化が抑制される機能遺伝子を選別する一次ス

クリーニングを行った。その結果、コントロール群と比較し、有意に抑制効果を有する遺伝子 Hoxb5 を同

定した（図２）。 

 次に、Hoxb5 が自己複製能を制御しうるかを検証するため、移植実験による二次スクリーニングを行っ

た。in vitro 細胞機能実験と同様に、レンチウイルスを用いて短期造血幹細胞に遺伝子導入した後、致死

量の放射線照射を行ったマウスへ移植した。細胞の多分化能、自己複製能を評価するため、４週間毎に末

梢血に含まれるドナー細胞由来の成熟血液細胞を、フローサイトメーターを用いて解析した。自己複製能

の評価は、末梢での生存期間が３日間とごく短期間である好中球の出現期間を指標に、多分化能の評価は、

末梢血に含まれる細胞分画の種類を指標に行った。その結果、Hoxb5 を導入した短期造血幹細胞は、長期

間にわたり好中球の産生、さらには全ての血球系の産生が回復し、長期造血幹細胞様に振舞うことが明ら

かとなり、Hoxb5 が自己複製能を制御していることを実証した（図３）。 

 

 次に、Hoxb5 の制御する遺伝子ネットワーク解明を目指し、ChIP-Seq の至適化を行った。一般的に転写

因子結合領域解析を目的とした ChIP 法には 106-7程度の細胞数を要する。１匹あたり 500-1000 長期造血幹

細胞しか採取出来ない技術的ギャップを埋めるため、高感度 ChIP アッセイの開発を試みた。まず免疫沈降

反応を至適化する目的で、ChIP 実験の各ステップの改良を行った。しかしながら、結果としては回収率が

input 量の１０％程度にしか改善できなかった。また ChIP-seq を 103-4細胞で行うには、input として使用

できる DNA がごく微量になる事が想定され、正確なデータを得るために PCR bias が大きな障壁になると考

えられる。この PCR bias を解決するため、バーコード配列を持つ original tag を作製し、実際に次世代



シークエンス用のライブラリーが作製可能である事を確認した。さらに、上記の免疫沈降回収率の問題点

を解決するため、ChIP 以外の手法で転写因子領域を解析する新規手法の開発プロジェクトも立ち上げ、引

続き研究を進めている。 

 

4. 考察、まとめ 

 今回、造血幹細胞分画内に存在する長期造血幹細胞から短期造血幹細胞へと細胞が僅かに変化する過程

に着目することで、自己複製能に関連する生命現象を特異的に解析する手法を複数開発してきた。それに

より、高感度に候補遺伝子のスクリーニングから機能実証実験までを、再現性を確保しつつ高効率に実験・

解析することが可能となり、未解明である自己複製能の分子メカニズムの一端を明らかにすることができ

た（BBRC 2021）。一方で、今回長期造血幹細胞分離マーカーとして同定した Hoxb5 が自己複製能制御にも

関与する機能分子であったことは非常に興味深いが、自己複製能制御の唯一のマスター遺伝子であるかに

ついては、議論の余地が残る。引続き、制御遺伝子の同定を行う必要がある。さらに、マスター遺伝子が

制御する下流遺伝子ネットワークの解明に関しては、残念ながら本研究期間内に解明することはできなか

った。 

 繰り返しになるが、造血幹細胞、中でも長期造血幹細胞は骨髄有核細胞１０万細胞に１細胞と極めて希

少な細胞集団であるため、既存の手法や新規技術を容易に造血幹細胞に導入することが、ほとんど不可能

であり、実験手法の高感度化や特殊な機器の新規開発が都度必須となる。そのため、中長期にわたる開発

戦略や明確な実験プランが重要であり、今後も『長期造血幹細胞自己複製能分子メカニズムの解明』を目

指し、研究を継続する。 
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