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研究成果の概要（和文）：造血の恒常性維持に骨髄微小環境の血管系が重要である。血管系の安定性維持に重要
な転写因子として知られているKlf2をTie2プロモーター制御下に過剰発現するマウス（Tie2-Klf2-TGマウス）を
用いて、Klf2や血管安定化が造血制御に及ぼす影響を解析し、Pro-B細胞以降のB前駆細胞が増加していることを
見出した。Tie2のリガンドであり血管安定化作用を有するアンジオポエチン-1を過剰発現するマウスでも造血系
の解析を行ったところ、リンパ球系の未分化細胞が増加することが分かり、血管安定性制御とリンパ球系造血と
が密接に関わっていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Vasculature in the bone marrow (BM) microenvironment plays a significant 
role in the regulation of hematopoiesis. Kruppel-like factor-2 (Klf2) is a transcription factor, 
which plays an important role in the regulation of endothelial cell function. To elucidate the 
interaction between vascular stability and hematopoiesis, we analyzed Tie2-Klf2-transgenic (Tg) 
mice, which express Klf2 under the regulation of Tie2 promoter. We confirmed that BM LSK cells and 
CD31-positive endothelial cells from Tie2-Klf2-Tg mice expressed the higher levels of Klf2 than 
those from wild-type control mice. Tie2-Klf2-Tg mice showed increased B-lineage progenitors after 
the Pro-B stage in the BM. We also analyzed mice which overexpress Angiopoietin-1, which is a ligand
 for the Tie2 receptor and has a vascular stabilizing effect, and these mice also showed increased 
number of lymphoid progenitors. These results suggest the close interaction between vascular 
stability and hematopoiesis.

研究分野： 血液内科学

キーワード： KLF2　血管内皮細胞

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
造血幹細胞は加齢にしたがって質的に変化し、リンパ球産生能が低下するなどの老化現象が生じることが知られ
ている。一方、骨髄の血管構造も加齢とともに変化することが報告されている。本研究の成果は、血管安定性を
制御することでリンパ球系への分化能を回復できる可能性を示唆しており、加齢に伴って低下したリンパ球分化
能を回復するなどの臨床応用へ向けた基盤となると考えられる。また、研究代表者は以前に白血病細胞と血管内
皮細胞との相互作用の重要性を報告しており、血管安定性の調節による造血細胞と血管系との相互作用の制御
は、白血病などの造血器腫瘍における新規治療ターゲットとなる可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 造血幹細胞は生涯にわたりすべての血球を産生する自己複製能・多分化能を有した細胞であ
り、骨髄内のニッチと呼ばれる微小環境に存在し、造血恒常性を維持している（Morrison SJ, 
Scadden DT. Nature 2014;505:327）。造血幹細胞のみならず、リンパ球系前駆細胞にも特徴的
なニッチがあることも報告されている。骨髄ニッチを構成する細胞としては、血液細胞のほか
に、血管内皮細胞、間葉系細胞、骨芽細胞、神経細胞などが報告されているが、中でも血管内
皮細胞・周皮細胞などの血管系は造血と密接に関係しているとの報告が多数なされている
（Kunisaki Y, et al. Nature 2014;502:637, Acar M, et al. Nature 2015;526:126）。 
 研究代表者は、血管内皮細胞マーカーとして報告された endothelial cell-specific 
adhesion molecule (ESAM)という接着分子の造血幹細胞における発現意義について研究し、(1) 
ESAM はヒト造血幹細胞マーカーとして有用であり、ヒト造血幹細胞の純化に利用できること、
(2) 急性骨髄性白血病症例の白血病細胞にも ESAM が発現しており、骨髄への生着能と関連する
ことを報告した（Ishibashi T, et al. Exp Hematol 2016;44:269）。ESAM 陽性白血病細胞は ESAM
陰性白血病細胞と比べて免疫不全マウスへの生着能が高く、ESAM は同種親和性の接着分子であ
ることから、ESAM を介した血液細胞—血管内皮細胞間の相互作用の重要性が示唆された。以上
のことから、血管系が造血を支持する分子機構を明らかにすることは、正常造血についての理
解を深めるのみならず、白血病の発症機構や治療抵抗性機構の解明にも繋がるものと期待され
る。 
 骨髄の血管系が造血と密接に関係していることから、血管系の安定性が保たれることは造血
の恒常性維持において極めて重要であると推測される。血管内皮細胞の安定性を維持する転写
因子として KLF2 の重要性が知られている（Atkins GB and Jain MK. Circ Res 2007;100:1686）。
KLF2 は zinc finger モチーフを有する転写因子であり、スタチンや層流（ずり応力）によって
内皮細胞での発現が増強し、eNOS や S1P1 受容体を介して血管安定性をもたらす（Sen-Banerjee 
S, et al. Circulation 2005;112:720）。血液分野においては、赤血球分化に必要であること、
B 細胞・T 細胞の活性化に関与していること、B1 細胞の維持に重要であること等が報告されて
いる（Cao Z, et al. Blood 2010;116:4404, Hart GT, et al. J Immunol 2012;189:3293）。ま
た、脾辺縁帯リンパ腫の 42%で Klf2 の変異が認められるとの報告もある（Clipson A, et al. 
Leukemia 2015;29:1177）。しかし、KLF2 と骨髄ニッチとの関連性についてはこれまで検討され
ておらず、血管の安定性変化が造血へどのように影響するかについては、まだ十分に明らかと
なっていない。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、研究代表者の所属する研究施設で作製された Tie2 プロモーター制御下に Klf2
を過剰発現するマウス（Tie2-Klf2-TG マウス）を用いて、KLF2 が造血制御に果たす役割につい
て明らかにする。血管の安定性変化が造血へどのように影響するかを調べるため、血管の安定
化に関わる分子である Angiopoietin-1 を血管周囲で過剰発現させたマウスも作製し、造血系の
変化を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
(1) Tie2-Klf2-TG マウスの骨髄微小環境における Klf2 発現変化 
 Tie2-Klf2-Tg マウスの骨髄をコラゲナーゼによる酵素処理し、フローサイトメトリーによっ
て血管内皮細胞分画と造血幹・前駆細胞分画を分取し、リアルタイム PCR によって Klf2 発現量
を定量した。 
 
(2) Tie2-Klf2-TG マウスの造血系の解析 
 Tie2-Klf2-Tg マウスおよび野生型のコントロールマウスの造血組織（末梢血、骨髄、脾臓）
を採取し、フローサイトメトリーによって解析した。 
 
(3) Angiopoietin-1 過剰発現マウスの造血系の解析 
 タモキシフェン誘導型CreERT2システムによってAngiopoietin-1を過剰発現するマウスを用
いて、マウスの造血組織（末梢血、骨髄、脾臓）を採取し、フローサイトメトリーによって解
析した。CreERT2 陰性のマウスをコントロールとした。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) Tie2-Klf2-TG マウスの骨髄微小環境における Klf2 発現変化 
 Tie2 は血管内皮細胞だけでなく、造血幹・前駆細胞でも発現が認められるため、Tie2-Klf2-Tg
マウスでは血管内皮細胞と造血幹・前駆細胞の両方で Klf2 が過剰発現すると考えられた。それ
ぞれの Klf2 発現の程度を確認するため、Tie2-Klf2-Tg マウスの大腿骨をコラゲナーゼ処理し
た後、CD45 陰性 CD31 陽性の血管内皮細胞分画と、CD45 陽性 Lin 陰性 Sca-1 陽性 c-kit 陽性 



(LSK) 細胞（造血幹・前駆細胞分画）とを分取し、Klf2 の発現量をリアルタイム PCR で確認し
た。この結果、血管内皮細胞分画、造血幹・前駆細胞分画のいずれも、Tie2-Klf2-Tg マウスは
Klf2 野生型と比べて Klf2 発現量が約 2 倍になっていること、造血幹・前駆細胞分画と比べる
と血管内皮細胞分画のほうが Klf2 を高発現していることを確認した。 
 
(2) Tie2-Klf2-Tg マウスの造血系の解析 
 末梢血の解析では、3 系統（白血球、赤血球、血小板）の血球数には明らかな変化を認めな
かったが、骨髄の各血球系統の細胞比率をフローサイトメトリーで解析したところ、
Tie2-Klf2-Tgマウス骨髄では WTと比較して B220陽性 CD11b陰性のB細胞比率が有意に増加し
ていることを明らかにした。 
 続いて、骨髄中の造血幹細胞レベルから B細胞前駆細胞までの各分画を詳細に解析した。造
血幹・前駆細胞が含まれる LSK 分画の比率・絶対数は Tg マウスと野生型で変化がなく、造血幹
細胞（CD150 陽性 CD48 陰性 LSK）にも変化は認めなかった。リンパ系共通前駆細胞 (CLP) に
も、Tgマウスと野生型マウスとで違いは認められなかったが、さらに B細胞系列の分化段階を
追っていくと、Pro-B細胞以降のB前駆細胞がTgマウスで増加していることが明らかとなった。
また、脾臓内の B細胞比率も Tg マウスで増加していた。 
 これに対して、T細胞系列や骨髄球系細胞系列には、Tgマウスと野生型マウスで明らかな変
化は認めなかった。骨髄系前駆細胞分画（骨髄系共通前駆細胞; CMP、顆粒球・マクロファージ
前駆細胞; GMP、巨核球・赤芽球前駆細胞; MEP）の数にも差は認められなかった。 
 研究代表者は、血管内皮抗原として報告された ESAM が造血幹細胞のマーカーとして有用であ
り、機能的にも重要であること、血管内皮細胞との相互作用に重要であることを報告している。
このため、Tie2-Klf2-Tg マウスで造血幹細胞上の ESAM 発現に変化があるかどうかをフローサ
イトメトリーで解析したが、Tg マウスと野生型マウスとで ESAM の発現強度に変化はみられな
かった。 
 
(3) Angiopoietin-1 過剰発現マウスの造血系の解析 
 Tie2-Klf2-Tg マウスと同様に、末梢血の血球数には明らかな変化を認めないが、骨髄の総細
胞数は有意に減少することが分かった。また、脾臓の相対的重量の増加傾向がみられた。骨髄
のフローサイトメトリー解析では、造血幹細胞や骨髄系前駆細胞分画には明らかな変化は認め
ないが、リンパ系共通前駆細胞の増加がみられ、Tie2-Klf2-Tg マウスと同様にリンパ球系の未
分化細胞が増加することが分かった。 
 
 以上の結果から、血管の安定性維持に重要な転写因子である Klf2 を過剰発現させたマウス、
Angiopoietin-1 を過剰発現させたマウスのいずれでも、特にリンパ球系の前駆細胞が増加する
ことが明らかとなった。このことは、血管安定性制御と造血とは密接に関わっていることを示
しており、血管安定性を制御することで造血機能を制御できる可能性を示唆している。 
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