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研究成果の概要（和文）：B細胞を含むすべての血液・免疫細胞は造血幹細胞から作られる。その過程で多能性
の造血幹細胞は徐々に分化能が限定されていき、最終的にB細胞にしかなれない前駆細胞に運命決定される。こ
の運命決定は様々な転写因子やエピジェネティック因子によって制御されているが、詳細は明らかでない。特
に、単一細胞レベルの転写制御機構は不明である。我々は最近、B細胞への運命決定における分子機構を調べる
ことの出来る新しい分化誘導系を開発した。そこで、この方法を用いて1細胞RNA-seq 解析を行い、数理モデル
を用いてB細胞系列への運命決定における転写ネットワークを１細胞レベルで明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Immune cells including B cells are generated from hematopoietic stem cells 
(HSCs). HSCs gradually specify their fates to finally commit to the B cell lineage. Transcription 
factors and epigenetic modification cooperate in the cell fate decision. However, the molecular 
mechanisms are yet to be determined. We have recently established the multipotent progenitor cell 
line named iLS (induced Leukocyte Stem) cells. iLS cells maintain the differentiation potential for 
T, B and myeloid lineage cells with unlimited self-renewal capacity. We have explored the single 
cell transcriptome profile of B lineage commitment using the iLS cells differentiating into B cells.
 Synchronous and cascading expression of key transcription factors and epigenetic factors was 
disclosed based on the single cell RNA-seq analysis. Thus the data provide a blueprint for studying 
the normal and malignant B cell generation.

研究分野：免疫学、血液学

キーワード： B細胞分化　造血幹細胞　転写因子　エピジェネティクス　運命決定
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研究成果の学術的意義や社会的意義
抗体産生を担うB細胞は骨髄中で造血幹細胞から作られるが、そのメカニズムは未だ不明な点が多い。特に、造
血幹細胞からどのようにB細胞系列へ運命決定されるのか明らかでない。本研究により、B細胞の生成に重要な遺
伝子制御機構が1細胞レベルで明らかとなった。この知見は正常な免疫細胞分化のメカニズムだけでなく、白血
病を含む様々な造血器腫瘍の発症機構の解明に貢献すると考えられる。今後、分化の分子機構がさらに明らかに
なれば、免疫細胞療法や再生医療への応用が期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

造血幹細胞は様々な系列決定過程を経て最
終的に B 細胞にしかなれない前駆細胞とな
る。この運命制御には転写因子やエピジェネ
ティック因子が重要な働きをしているが、詳
細は明らかでない。解析の大きな障害となっ
ているのが、良い実験モデルがないことにあ
る。 

我々はカリフォルニア大学サンディエゴ校
の C. Murre 教授との共同研究により、転写因
子 E2A を欠損したマウスではリンパ系とミエ
ロイド系共通の前駆細胞段階で分化が停止
し、このリンパ系多能前駆細胞（Lymphoid-
primed multipotent progenitor : LMPP）が自
己 複 製す るこ とを 示し た (Ikawa et al. 
Immunity, 2004)。この知見を応用し、「E2A 欠
損 B 前駆細胞の状態を人為的に誘導して制御
することにより、LMPP を無限に増幅するこ
とが可能なのでないか」という仮説を立てた。 

E2A の機能を阻害することが知られている Id3 をレトロウイルスベクターを用いて造血
幹細胞へ導入し、B 前駆細胞の培養条件下で培養すると、LMPP 段階で分化が停止し、細
胞が断続的に増幅した。驚くべきことにこの細胞を放射線照射したマウスに移植すると、数
ヶ月以上に渡り T, B, ミエロイド系細胞を維持することができた。我々はこの前駆細胞を
iLS (induced Leukocyte Stem) 細胞と名付けた（Ikawa et al. Stem Cell Reports, 2015；
特許申請済）（図１）。iLS 細胞は細胞の分化・増殖を自在に操ることができるため、細胞の
運命制御の研究に最適である。我々は、Id3 とエストロゲンレセプター（ERT2）を融合し
た Id3-ERT2 レトロウイルスベクターを作成することにより iLS 細胞をさらに改良するこ
とに成功した。この Id3-ERT2 を用いると、タモキシフェンによって分化停止・誘導をより
厳密に制御することが可能となる（図２）。この方法を用いて B 細胞への運命決定プロセス
の解明に取り組み、分化に重要な遺伝子発現プロファイルが明らかとなったが、単一細胞レ
ベルの転写制御機構は不明であった。そこで本研究ではこの分化誘導系を用いて、多能前駆
細胞が B 前駆細胞へ運命決定される過程において個々の細胞の転写・エピゲノム解析を行
い、１細胞レベルでの運命決定機構を明らかにすることを目指す。 

 
２．研究の目的 

B 細胞を含むすべての血液・免疫細胞は造血幹細胞から作られる。その過程で多能性の造
血幹細胞は徐々に分化能が限定されていき、最終的に B 細胞にしかなれない前駆細胞に運
命決定される。この運命決定は様々な転写因子やエピジェネティック因子によって制御さ
れているが、詳細は明らかでない。特に、単一細胞レベルの転写制御機構は不明である。我々
は最近、B 細胞への運命決定における分子機構を調べることの出来る新しい分化誘導系を
開発した（Ikawa et al. Stem Cell Reports,2015）。この方法を用いて経時的に RNA-seq 解
析を行い、B 細胞系列への運命決定における転写ネットワークを明らかにした（Miyai et al. 
Genes Dev. 2018）。そこで本研究ではこの培養系を用いて、1 細胞レベルでの網羅的遺伝子
発現解析、エピゲノム解析に挑戦し、多能前駆細胞から B 細胞への運命決定におけるダイ
ナミックな転写ネットワークを１細胞レベルで明らかにすることを目的とする。 

 
３．研究の方法 
(1) iLS 細胞の作成、経時サンプルの採

取 
分化誘導モデル系として独自に

開発した、人工白血球幹（induced 
Leukocyte Stem : iLS) 細胞を用
いる（図 1）。 
iLS 細胞は次のように作成する。

まず、骨髄中の造血幹細胞へレト
ロウイルスを用いてId3を導入し、
導入した細胞を TSt-4 ストローマ
細胞上で培養する。TSt-4 細胞は、
通常は B 細胞への分化を支持する
が、Id3 が E2Aの機能を阻害するた
め、B細胞分化が初期の段階で停止
し、多能前駆細胞（iLS 細胞）とし
て増幅する。この細胞を継代、増幅

図 1 iLS (induced Leukocyte Stem)細胞 

 

図２ B 細胞系列への運命決定を誘導する培養系 



させることによって培養 1ヶ月ほどで均質なiLS 細胞が大量に作成できる。作成された iLS
細胞はフローサイトメーターによる表面抗原の発現および遺伝子発現によって確認する。ま
た、この細胞を分化誘導することにより、in vivo および in vitro において多能性を示すこ
とを確認する。なお、iLS 細胞は一度作成すれば少なくとも半年以上維持することができる
上に、凍結保存も可能であるため、細胞株として長期に渡り以後の実験に用いることが可能
である。 
次にこの培養系からタモキシフェンを除去することによって B 細胞への分化を誘導する。

培養中の細胞を経時的に採取し、フローサイトメーターを用いて CD19 陽性細胞の割合をモ
ニターする。B 細胞分化が確認されれば、B 細胞へ分化誘導前後に細胞を採取し 1 細胞 RNA-
seq 用にサンプルを調整する。 

(2) iLS 細胞分化誘導系を用いた 1細胞 RNA-seq解析 
 実験 1)で得られたサンプルを 10x Genomics 社の Chromium システムを用いて解析する。
本実験は、共同研究者である東京大学の鈴木穣教授らとともに進めていく。こうして得ら
れたデータにバイオインフォマティクス解析を加えることにより、1 細胞レベルでの遺伝
子発現変動を解析する。 

(3) 骨髄前駆細胞を用いた生体内の B細胞系列への運命決定における 1細胞 RNA-seq 解析 
正常マウス骨髄の造血前駆細胞を用いて生体内における 1 細胞レベルの遺伝子発現解析

を行う。具体的には、骨髄細胞から LMPP, 共通リンパ系前駆細胞（Common lymphoid 
progenitor : CLP）およびpro-B 細胞をセルソーターを用いてソートし、実験 2)と同様に 1
細胞 RNA-seq を行う。実験 2)および 3)により得られたデータを統合し、正常な B 細胞分化
における転写制御機構を明らかにする。 

 
４．研究成果 

iLS細胞からB細胞への分化誘導前後の細胞を用いた1細胞RNA-seqの結果をCell Ranger
という解析ソフトを用いて解析した。培養前後の細胞からいずれも１細胞あたり約 1000 個
の遺伝子の発現が確認された。K-means クラスタリング法を用いてクラスター解析を行った
ところ、培養前後の細胞は別々のクラスターに分類された。興味深いことに、培養後のクラ
スターは１つであったが、培養前の細胞は小さなクラスターと大きなクラスターの２つに
分かれた。遺伝子発現が有意に変動した遺伝子のうち、トップ 239 個の遺伝子のヒートマッ
プを図３に示す。B細胞特異的遺伝子（Cd79a, Cd79b, Ebf1 など）は B細胞分化誘導後にの
み検出された。一方、幹細胞系遺伝子（Cd34, Bmi1, Hoxa9 など）やミエロイド系遺伝子
（Cebpb, Cbfb など）は培養前の細胞では高いレベルで発現していたが、培養後には消失し
ていた。この発現パターンは、複数の細胞を用いた RNA-seq の結果とほぼ一致していた。従
って、B細胞分化において変動する遺伝子の発現は１細胞レベルにおいても厳密に制御され
ていることが明らかとなった。 

次に、正常マウス骨髄中の LMPP, CLP, pro-B 細胞について同様に 1細胞 RNA-seq 解析を
行った。それぞれの分画の細胞 500-1200 個からデータが得られ、1細胞あたり約 2000 個の
遺伝子が検出された。K-meansクラスター法による解析の結果、LMPP は 1つのクラスターで
あったが、CLP および pro-B 細胞はそれぞれ２つずつのクラスターに分類された。このこと
は、CLP, pro-B 細胞は遺伝子発現パターン的に不均一であることを示唆している。変動遺
伝子をヒートマップで表すと図 4 のようになる。LMPP で発現の高い Cd34, Gata2 などは分

図 3 iLS 細胞分化誘導系を用いた 1細胞 RNA-seq 解析 



化が進むにつれて減少した。一方、Ebf1, Cd79a/b などの B 細胞特異的遺伝子は大部分の
pro-B 細胞において高い発現が確認されたが、LMPP や CLP ではほとんど発現が検出されな
かった。転写因子に注目すると、多能前駆細胞の生成や B 細胞初期分化に重要な Sfpi1 や
Ikzf1 は LMPP および CLP で発現が高かったが、Tcf3, Ebf1, Pax5 などの B細胞系列への運
命決定に重要な遺伝子の発現は、LMPP, CLP では低く、pro-B で上昇していた。従って、転
写因子の発現パターンには一定のヒエラルキーがあることが示された。興味深いことに、
CLP を CLP1 および CLP2 に分類すると、Sfpi1 や Ikzf1 の発現は CLP1 で高く、CLP2 では低
下した。また、Tcf3, Ebf1, Pax5 は、pro-B1, pro-B2 いずれの分画においても発現が確認
されたが、pro-B2 段階の方が発現レベルが高かった。さらに、pro-B1 では Cdk1, Cdc20, 
E2f2 などの細胞周期に関連する遺伝子の発現が高かった。細胞周期の状態により、pro-B 細
胞は２つの段階に分けられることが示唆される。これらの結果は複数の細胞を用いた遺伝
子発現プロファイルとほぼ一致していた。従って、これまで複数の iLS 細胞を用いて明らか
となっていた多能前駆細胞から B 細胞系列への運命決定における転写ネットワークは個々
の細胞レベルにおいても正しいことが示唆された。 

 
 

 
 

図 4 骨髄前駆細胞を用いた 1細胞 RNA-seq 解析 
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