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研究成果の概要： 
 生殖幹細胞に特異的に発現する遺伝子のうち 7 分子（Fth1,Cryab, Spp1, Bcap31, 

Arhgap1, Ctla2a, Serpina3g）が造血幹細胞にも特異的に発現していることを定量 PCR

法により明らかにした。またこれらの分子について、組織学的解析を行った結果、毛根

部の幹細胞領域と思われるバルジ部位に特異的に発現している遺伝子として、Spp1 を

同定した(Takuo Mizukami et al, Stem cell & Dev.,17:67-80, 2008)。このことは、

多くの体性幹細胞において、幹細胞機能に深く関与していることが示唆された。同定さ

れた Spp1 遺伝子の機能を解析するため、Spp1 遺伝子欠損マウスを入手し、血液学的解

析を行った。これまでのところ、Spp1 欠損マウスにおいて、造血幹細胞の激的な増加

が、ニッチと考えられている骨内膜とは異なる部位で出生後４週まで続くことが観察し

ている。Spp-1 がニッチにおいて未分化性維持を負に制御しているのではないかと考え

られる。 

 さらに、生殖幹細胞に発現する HE4(Homo sapiens epididymis-specific)がマ

ウス造血幹細胞(CD34 陰性 KSL 細胞)に特異的に発現しており、発現量は

β-actin との発現量の 0.01 倍であり、Tal1(造血幹細胞特異的転写因子)の 1000

倍の発現量であることを明らかにした。またヒト CD34 陽性 CD38 陰性分画でも

特異的に発現しており、β-actin との発現量の 0.003 倍であった。これまでに

HE4 には WAP(whey scidic protein)domain が含まれており、他の類似分子の

機能から、プロテインインヒビターであることが想定されるが、幹細胞特異的

分子としての機能に関与していることも想定される。トランスジェニックマウ

スの作出を行い、血液学的機能解析を継続して行っている。 
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１．研究開始当初の背景 
 ポリコーム蛋白の Bmi-1 は、造血幹

細胞の自己複製に必須の分子であると

ともに、神経幹細胞や生殖幹細胞でも重

要な働きをしていることも明らかとな

った。このように１つの分子が複数の組

織幹細胞で共通に発現し、細胞種を超え

た幹細胞に特異的な機能に関与するも

のがあると想定される。この様な幹細胞

に共通の機能分子に着目して、幹細胞の

解析を推進させることは、幹細胞の本質

的な理解につながるばかりでなく、幹細

胞を用いた様々な治療の開発および応

用に十分な科学的根拠を提供できると

考えられる。近年では「がん」の発生に

おいても幹細胞の存在が議論されつつ

ある。慢性骨髄性白血病（CML）にお

いて、「がん幹細胞」がその発生・増殖

機構に深く関与していると考えられて

いる。正常幹細胞の制御機構の解明がが

ん発生のメカニズムの理解を増進し、治

療戦略の開発をさらに推進しうると考

えられた。 

 
２．研究の目的 
 これまでに幹細胞に共通に発現する分子

の同定がいくつかの研究グループから報告

されているが、いずれもその比較対象に胎

性幹細胞をおいていた。組織幹細胞と胎生

幹細胞ではその分化レベルにおいてもかな

りの差があり、未分化性維持のメカニズム

にも大きく異なる点がある。申請者は胎性

幹細胞の発現遺伝子を排除して検討するこ

とにより、組織幹細胞において特異的に機

能する共通の分子の探索が可能であろうと

考えた。この操作を加えることにより、こ

れまで報告されてきた遺伝子群とは異なる

新たな遺伝子群が探索する。さらに候補遺

伝子の機能解析を行い、幹細胞の本質的な

理解を深めるとともに、幹細胞を用いた

様々な治療の開発および応用に十分な科学

的根拠を提供する。 
 
３．研究の方法 
 胎性幹細胞と生殖幹細胞とさらに分化し

た生殖細胞の３者の間で発現遺伝子のサブ

トラクションを行い、生殖幹細胞にのみ発

現する遺伝子群の同定を行なう。 
 本研究課題ではこれらの遺伝子の絞り込

みを、リアルタイム PCR を用いて造血幹

細胞分画での遺伝子発現を指標に行なう。

また造血幹細胞の局在は、骨髄切片を用い



た組織学的解析によって行なった。組織学

的解析のために、非脱灰骨髄を用いた in 
situ hybridization (ISH)法を用い、遺伝子

発現細胞が造血のニッチと考えられている

骨髄内の骨端領域の辺縁部で骨芽細胞と接

しているかどうかを解析した。さらに、同

定された幹細胞分子については、トランス

ジェニックマウスを用いて機能解析を行な

った。 
 
４．研究成果 

生殖幹細胞より高純度に RNAを精製し、

高効率サブトラクションを３回連続で

行い、得られた遺伝子断片をライブラリ

ー化し、２５６クローンを単離した。そ

の内の５１クローンのシークエンス解

析を行い４９個の遺伝子を同定した。こ

れらの遺伝子発現を RT-PCR 法によっ

て定量化したところ、４９遺伝子のうち 

生殖幹細胞に特異的に発現している11分

子を同定した。このうち7分子（Fth1,Cryab, 

Spp1, Bcap31, Arhgap1, Ctla2a, 

Serpina3g）が造血幹細胞にも特異的に発

現していることを定量PCR法により明らか

にした。またこれらの分子について、組織

学的解析を行った結果、毛根部の幹細胞領

域と思われるバルジ部位に特異的に発現

している遺伝子として、Spp1を同定した

(Takuo Mizukami et al, Stem cell & 

Dev.,17:67-80, 2008)。このことは、多

くの体性幹細胞において、幹細胞機能に深

く関与していることが示唆された。さらに

in situ hybridization法により大腿骨骨

梁部の骨内膜での局在など、未分化性維持

に深く関わっているとされるニッチとの

関係を明らかにしつつある。 

 一方でSpp1遺伝子欠損マウスを入手し、

機能解析を開始した。これまでのところ、

Spp1欠損マウスにおいて、造血幹細胞の

激的な増加が、ニッチと考えられている

骨内膜とは異なる部位で出生後４週まで

続くことが観察している。Spp-1がニッチ

において未分化性維持を負に制御してい

るのではないかと考えられる。 

 さらに、生殖幹細胞に発現する

HE4(Homo sapiens 
epididymis-specific)がマウス造血幹

細胞 (CD34 陰性 KSL 細胞 )に特異的

に発現しており、発現量はβ-actin と

の発現量の 0.01 倍であり、Tal1(造血

幹細胞特異的転写因子 )の 1000 倍の

発現量であることを明らかにした。

またヒト CD34 陽性 CD38 陰性分画

でも特異的に発現しており、β-actin
との発現量の 0.003 倍であった。こ

れまでに HE4 に WAP(whey scidic 
protein)domain が含まれており、他

の類似分子の機能から、プロテイン

インヒビターであることが想定され

るが、幹細胞特異的分子としての機

能に関与していることも想定される。

HE-4 の発現様式を明らかにするた

めに、HE-4 のゲノム DNA を単離し、

HE4 のプロモーター領域 (5kb)に
EGFP 遺伝子をつないだコンストラ

クトを作製し、トランスジェニック

マウスの作出を試みている。これま

で造血幹細胞は複数の抗原分子の組

み合わせにより純化されているが、

本研究により、HE4 分子が造血幹細

胞に特異的に高発現しており、トラ

ンスジェニックマウスにおいて造血

幹細胞をマーキングでき、造血幹細

胞の未分化性維持のメカニズム解明

にも大いに役立つものと考えられる。

また特定した HE4 プロモーター領域

が造血幹細胞特異的であることが明



らかにされれば、造血幹細胞特異的

な遺伝子発現調節が可能となること

が想定される。 
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