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研究成果の概要（和文）：CK7遺伝子座の終止コドン部分に、自己切断ペプチドT2AにつないだTVAをコードする
配列を挿入したCK7-TVA knock-in ES細胞を作製した。これらはRCASウイルスによって遺伝子導入が可能である
ことが認められた。続いてCK7-TVA knock-in ES細胞をマウス胚盤胞に注入し、キメラマウスを得た。また近
年、血液細胞において転写因子Evi-1が造血幹細胞特異的な発現を示すことが報告されている。その為、CK7と同
様に、Evi-1遺伝子座にTVAをknock-in したES細胞およびマウスを作製した。これらの結果は2017年に
Scientific reportsに掲載された。

研究成果の概要（英文）：CK7-TVA knock-in ES cells were prepared by inserting a sequence coding for 
TVA connected to the self-cleaving peptide T2A at the termination codon portion of the CK7 locus. 
They were found to be capable of gene transfer by RCAS virus. Subsequently, CK7-TVA knock-in ES 
cells were injected into mouse blastocysts to obtain chimeric mice. Recently, it has been reported 
that the transcription factor Evi-1 shows hematopoietic stem cell-specific expression in blood 
cells. Therefore, like CK7, ES cells and mice knocking in TVA at the Evi-1 locus were prepared. 
These results were published in Scientific reports in 2017.
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１．研究開始当初の背景 

 全ての血液細胞の基になる造血幹細胞は、

最も古くから研究されている組織幹細胞の

一つであり、骨髄微小環境（ニッチ）で休眠

状態のまま未分化性を維持し続けながら

種々の血液細胞を長期間供給する能力を有

している(Yamazaki et al. EMBO, 2006)。造

血幹細胞の未分化性を維持するニッチ因子

として、SCF, TPO, Ang-1, Cxcr4 など、様々

な蛋白質が同定されている。また、造血幹細

胞以外の組織幹細胞にも固有のニッチが存

在し、未分化性維持に同様の因子が関与して

いることを示唆する報告が相次いでいる。申

請者はこれまでの研究において、骨髄ニッチ

が造血幹細胞の休眠状態を誘導しているこ

とを明らかにし、その原因因子が TGF-beta

で あ る こ と を 発 見 し た (Yamazaki et 

al.blood, 2009)。さらに、骨髄中のシュワ

ン細胞が TGF-beta を産生し、造血幹細胞の

休眠状態維持に重要な骨髄ニッチを構築し

ていることを報告した(Yamazaki et al.  

Cell, 2011)。さらに、申請者は生体内に存

在する造血幹細胞とその微小環境を深く理

解することによりiPS細胞から造血幹細胞の

分化誘導法を確立している。しかし、さらに

研究を進めていく過程で、生理的条件下にお

ける造血幹細胞の分子機構、さらには造血幹

細胞が骨髄中でどのように振る舞っている

かはほとんど明らかになっていないことに

気づいた。そこで、我々は造血幹細胞を生体

外に取り出すことなく生体内において遺伝

子導入が可能にし、蛍光標識、細胞分離を迅

速かつ簡便に行える多機能な造血幹細胞解

析マウスの作製を目指すことにした。 

 

２．研究の目的 

造血幹細胞は、生体中の全血液細胞を生み出

すことができる能力（多分化能）と、多分化

能を保ったまま増殖する能力（自己複製能）

を兼ね揃えた組織幹細胞である。造血幹細胞

が他の幹細胞に先立って研究が進められた

のは、生体から容易に分離することが可能で

あったことに加え、放射線を照射したマウス

を用いることで可能となった造血幹細胞移

植という幹細胞の能力を評価する実験系が

存在したからに他ならない。しかし一方で、

生理的条件下における造血幹細胞の分子機

構、さらには造血幹細胞が骨髄中でどのよう

に振る舞っているかはほとんど明らかにな

っていない。我々は、上記のような問題点を

解決するために、定常状態である生体内にお

ける造血幹細胞特異的な遺伝子導入法シス

テムを持つ動物を作成することで、造血幹細

胞の動態解析および自己複製と分化の制御

機構を解明することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 本研究は造血幹細胞を対象にした実験を

向上させるための多機能マウスシステムの

構築であり、各ステップを計画的かつ確実に

行うことで将来の実験に有効なシステムを

作製した。具体的には 3つの工程を同時並行

的に進めることで本研究機関にて目的を果

たした。１）造血幹細胞特異的遺伝子の選択

とその遺伝子を発現する細胞にTVAタンパク

質を発現するマウスの作製。２）フローサイ

トメーター解析、免疫染色解析、免疫沈降に

も対応可能な抗 TVA 抗体の樹立。３）静止期

に存在する細胞にもウイルス感染が可能な

RCAS ウイルス改変レンチウイルスの開発。こ

の３つのシステムを誘導することにより造

血幹細胞における多機能マウスシステムを

構築した。生体内における造血幹細胞特異的

ウイルス感染に関してはウイルスの投与量

や投与部位を詳細に検討した。また、成体な

らず胎児や新生児マウスを用いた実験も行

なった。 

 

４．研究成果 

 従来、造血幹細胞の単離には複数の細胞表



面抗原に対する抗体を組み合わせて使用し

ており( 例; CD34- c-Kit+ Sca-1+ Lineage 

marker- )、幹細胞特異的な発現を示す単一の

マーカーの報告は極めて少ない。申請者は、

造血幹細胞の自己複製に関わる分子をスク

リーニングする目的で行ったタンパク質発

現アレイの結果から、中間径フィラメントで

あるサイトケラチンファミリーの数種類が

造血幹細胞で高く発現していることに着目

した。全血球系細胞において 20 種類以上の

サイトケラチンファミリーの発現を半定量

PCR および定量 PCR によって解析した結果、

Cytokeratin 7 (CK7) が造血幹細胞分画に最

も特異的に発現することを見出した。さらに、

in droplet 免疫染色法を用いることで、造

血幹細胞分画特異的にCK7がタンパク質レベ

ルにおいても発現していることを確認した。

そこで、CK7 遺伝子座の終止コドン部分に、

自己切断ペプチド T2Aにつないだ TVAをコー

ドする配列を挿入した CK7-TVA knock-in ES

細胞を作製した。CK7-TVA knock-in ES 細胞

を胚様体 (EB) 形成によって分化させると、

一部で CK7 発現細胞が出現し、これらは RCAS

ウイルスによって遺伝子導入が可能である

ことが認められた。続いて CK7-TVA knock-in 

ES 細胞をマウス胚盤胞に注入し、キメラマウ

スを得た。キメラマウスを野生型マウスと掛

け合わせ、産仔の genomic PCR を行った結果、

CK7-TVA knock-in マウスの作製に成功した。

また近年、血液細胞において転写因子 Evi-1

が造血幹細胞特異的な発現を示すことが報

告されている。その為、CK7 と同様に、Evi-1

遺伝子座にTVAをknock-in したES細胞およ

びマウスを作製した。これらの結果は 2017

年に Scientific reports に掲載された。 
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