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研究成果の概要（和文）：本研究では、ストレス負荷時の造血において重要な働きをする転写因子C/EBPβの造
血幹細胞制御機構を明らかにするために3つのアイソフォーム (LIP/LAP/LAP*)に着目した。新規に開発したフロ
ーサイトメトリーの方法を用いて、ストレス負荷後のマウス造血幹細胞を観察したところ、早期にLIPの発現が
優位となり、後期ではLAP/LAP*の発現が優位となることが判明した。機能的な解析と組合わせることによって、
LIPによる細胞周期導入が造血幹前駆細胞の増幅をもたらし、LAP/LAP*がその増加した造血幹前駆細胞プールの
分化を促進して、骨髄球系細胞の供給増加をもたらすことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The transcription factor C/EBPβ is required for stress-induced 
granulopoiesis which requires both proliferation and differentiation of hematopoietic 
stem/progenitor cells (HSPCs). In this study, we focused on the three isoforms of  C/EBPβ. Under 
stress conditions, Cebpb-/- HSPCs exhibited impaired cell cycle activation and myeloid 
differentiation at the early and late phases of regeneration, respectively. Novel flow cytometric 
analysis revealed that among the three isoforms of C/EBPβ, LIP was upregulated in HSCs prior to 
LAP/LAP* during regeneration. Early upregulation of LIP promoted cell cycle entry of HSCs and 
expanded HSPCs pool. Subsequent myeloid differentiation of amplified HSPCs was mediated by LAP/LAP*,
 which were upregulated at a later phase of regeneration. Collectively, our findings show that 
stress-induced sequential upregulation of C/EBPβ isoforms is critical for fine-tuning the 
proliferation and differentiation of regenerating HSPCs.

研究分野： 造血制御

キーワード： 造血幹細胞　生体防御　分化　転写因子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の研究で、転写因子C/EBPβのアイソフォームの発現を単一細胞レベルで解析できる実験系の確立ととも
に、骨髄球系細胞の増殖と分化の両方が必要とされるストレス負荷時の造血幹細胞制御におけるC/EBPβの作用
メカニズムの一端をはじめて明らかにすることができた。今後、個々のアイソフォームが欠損するようなマウス
の解析などによって知見を集積し、ストレス造血の制御機構の全貌解明と、それが破綻した状態としての造血器
悪性腫瘍の病態解明、体外での骨髄球系細胞の産生と細胞療法への応用などへの展開が考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

好中球は生体防御の最前線で働く細胞であり、その欠乏は直ちに易感染状態による生命の危

機をもたらす。一方で、好中球の寿命は極めて短いため、生涯を通して絶えず適切に供給される

必要がある。そのため、骨髄中の造血幹細胞に由来する好中球は、定常状態においても常に一定

レベルの数が維持できるように産生・供給されている。これに対して、感染症やサイトカイン刺

激などのストレス負荷が加わると好中球産生が亢進し、増大する需要に適応する。このような好

中球造血は緊急時好中球造血と呼ばれる。 

定常状態では、CCAAT/Enhancer Binding Protein (C/EBP)ファミリーに属する転写因子

C/EBPが、造血前駆細胞において好中球分化誘導作用と同時に強力な細胞周期抑制作用を発揮

することによって一定レベルの好中球造血を維持している。これに対して、ストレスに反応して

機能的好中球を多数産生するためには、好中球造血の過程で増殖と分化の両方が促進されてい

る必要がある。我々は、このようなストレス負荷時の好中球産生に必須の転写因子として

C/EBPと同じファミリーに属する C/EBPを同定し(Nat Immunol 2006)、さらに C/EBPが

造血幹・前駆細胞の段階で作用している事を明らかにした(J Immunol, 2012、Leukemia 2013, 

Cancer Science 2015)。しかし、C/EBPがストレス負荷時にどのような分子メカニズムによっ

て、好中球増多をもたらすような造血幹・前駆細胞の増殖・分化制御をしているかについては全

く未解明であった。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、 

1) ストレス負荷に伴う造血幹細胞の多分化能・自己複製能・増殖能の制御における C/EBPの

機能的意義を明らかにすること、 

2) ストレス負荷時の血球回復や好中球増多をもたらす、C/EBPによる造血幹・前駆細胞の増殖

及び分化の制御の分子メカニズムを明らかにすることである。 

 

３．研究の方法 



ストレス存在下の造血制御の解明の鍵として、C/EBPのアイソフォームに着目した。C/EBP

は単一 exon からなり、同じ mRNA から翻訳段階で三種のアイソフォームが産生される。ほぼ

全長の Liver-enriched activating protein* (LAP*)および LAP と、N 末端側を大きく欠く liver-

enriched inhibitory protein (LIP)は、それぞれ機能が異なると考えられるが、細胞数の極めて

少ない造血幹・前駆細胞でのアイソフォームの検出は困難であった。本研究では、C/EBPの N

末端に対する抗体と、C 末端に対する抗体を組み合わせて、細胞内抗原を染色し、フローサイト

メトリーを用いて単一細胞レベルでアイソフォームの発現パターンを検出する実験系を新規に

開発し、C/EBP knockout (KO)マウスの解析結果と併せてそれぞれのアイソフォームの造血制

御における機能を明らかにした。 

 

４．研究成果 

今回の研究では、ストレス造血のモデルとして抗癌剤である 5-fluorouracil(5-FU)の投与後

の造血回復と、致死量放射線照射後の骨髄移植モデルを用いた。また、骨髄の間質細胞を含む造

血微小環境側に発現している C/EBPの影響を除外するため、5-FU 投与モデルでは、CD45.2 を

発現する野生型マウスもしくは C/EBP KO マウス由来の骨髄細胞を、致死量放射線照射した

CD45.1 の congenic mouse に移植して骨髄の造血系だけが目的の遺伝子型となるようキメラ状

態にしてから、一定期間経過したものを実験に用いた。5-FU 投与後の造血幹細胞における

C/EBPの mRNA 発現量には明らかな変化は無かったが、蛋白質レベルでは発現量が一過性に

有意に増えていることが明らかとなった。5-FU 投与後に、野生型マウス(野生型マウス由来の骨

髄を移植された骨髄キメラマウス)では未分化な造血幹細胞・前駆細胞が細胞周期に入り、その

後骨髄球系細胞への分化が促進されるが、C/EBP KO マウス(C/EBP KO マウス由来の骨髄を

移植された骨髄キメラマウス)では、いずれの反応も有意に遅延または減弱することが明らかと

なった。このような細胞増殖と分化における C/EBP KO マウスの表現型は、骨髄移植モデルで

も同様に観察されたことから、C/EBPは、ストレス負荷後の造血幹細胞の増殖と分化のいずれ

にも重要な意義を持つことが示唆された。 

我々は、本研究において C/EBPの N 末端に対する抗体(rabbit)と、C 末端に対する抗体(goat)

を組み合わせて、細胞内抗原の染色を行い、フローサイトメトリーで解析することによって、

LAP*及び LAP を発現する細胞は両方の抗体で認識されて N および C-term の”double” 



positive に、C 末端抗体のみに認識される LIP を発現する細胞は C-term “single” positive とし

て検出されることを明らかにした。この系を用いて、5-FU 投与後の造血幹細胞を観察すると、

ストレス負荷後早期の細胞周期が活性化するタイミングでは LIP の発現が優位になり、後半の

骨髄球系細胞への分化が促進されるタイミングでは LAP/LAP*の発現が優位となることが判明

した。レトロウイルスを用いた過剰発現系を用いて検討したところ、ストレス後早期に発現上昇

が観察される LIP は c-Myc の発現上昇を伴って造血幹前駆細胞の増幅をもたらし、後期に発現

が高くなる LAP/LAP*はその増加した造血幹・前駆細胞のプールから骨髄球系細胞への分化を

促進して、全体として骨髄球系細胞の供給をもたらすことが明らかとなった (下図)。 

 今回の研究で、転写因子のアイソフォームの発現を単一細胞レベルで解析できる実験系の確

立とともに、骨髄球系細胞の増殖と分化の両方が必要とされるストレス負荷時の造血幹細胞制

御における C/EBPの作用メカニズムの一端をはじめて明らかにすることができた。今後、個々

のアイソフォームが欠損するようなマウスの解析などによって知見を集積し、ストレス造血の

制御機構の全貌解明と、それが破綻した状態としての造血器悪性腫瘍の病態解明、体外での骨髄

球系細胞の産生と細胞療法への応用などへの展開を考えている。 
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C/EBPβ Isoforms Regulate Proliferation and Differentiation of Regenerating Hematopoietic Stem/Progenitor Cells.

C/EBPbeta isoforms regulate hematopoietic stem cells under stress conditions.

CAR-T療法-アフェレーシス・細胞療法部門の現場から

C/EBPβ isoforms sequentially regulate proliferation and differentiation of regenerating hematopoietic stem/progenitor
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乳幼児肝臓移植におけるHLA抗体陽性症例の検討.
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