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研究成果の概要（和文）：造血幹細胞の自己複製に関与する Tie2 受容体に関わる分子の機能解

析を行った。Tie2 活性化に伴い発現の制御される DNA 複製誘導因子 PSF1 は、プロモーター

制御によって無機能な PSF1 が転写され幹細胞分裂を負に制御する可能性が示唆された。造血

幹細胞は Galectin-3 を発現するが、この Galectin-3 は血管新生を誘導して血管ニッチ形成に

関与することが示唆された。さらに Tie2 とともに造血幹細胞に発現する Tie1 はその活性化に

よって、幹細胞の分裂を抑制する可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：In this project, we have analyzed the function of molecules 
associating with receptor tyrosine kinase Tie2 expressed on hematopoietic stem cells 
(HSCs). The functional or non-functional expression of PSF1, a member of GINS complex 
regulating DNA replication and self-renewal of HSCs, is alternatively regulated by the 
different translational initiation sites. It has been suggested that galectin-3 expressed on 
HSCs induces angiogenesis resulting in the induction of vascular niche formation for HSCs. 
Tie1 negatively regulated Tie2 mediated ERK activation through p38 activation. This 
downstream cascade of Tie1 may be relevant to the dormancy of HSCs.     
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１．研究開始当初の背景 
骨髄における造血幹細胞の生態学的適所の
解明が精力的にすすめられてきており、造血
幹細胞の休眠を誘導して、未分化性を維持す
る領域は骨髄中でも骨梁領域にあり、また骨
に密接に接着している骨芽細胞がそのニッ
チ構成細胞であると報告されてきた。一方、

我々は造血幹細胞の発生学的解析により、造
血幹細胞の初期発生・増殖領域は臍腸間膜動
脈であり、さらに胎児肝内でも血管領域で造
血幹細胞の増殖が生じていることを解明し
てきた。このことより申請者らは造血幹細胞
の増殖における生態学的適所として血管ニ
ッチの概念を提唱してきた。さらに最近の報
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告では、骨髄内において洞様血管近傍に未分
化な表現型を示す造血幹細胞が存在するこ
とが明らかとされてきた。このように造血幹
細胞の局在に関する知見は得られてきてい
るものの、いかに造血幹細胞は骨髄内で未分
化性を維持し、自己複製を含めた細胞分裂お
よび細胞周期を制御しているのかに関する
分子機構は依然として明確ではない。我々は
従来より、造血幹細胞による血管新生の制御
機構を詳細に解析してきており、血管ニッチ
の形成を造血幹細胞が自ら誘導する可能性
について研究を進めてきた。これまでの結果、
造血幹細胞が分泌する Angiopoietin-1 (Tie2 の
結合因子；以下 Ang1 と略す)により造血幹細
胞の近傍で血管網の形成を誘導する機構を
明らかにし、さらに造血幹細胞は、血管形成
過程において、血管透過性を抑制し、また壁
細胞様の細胞に一時的に分化して安定な血
管構造の維持機構に関与することも明らか
にしてきた。また、血管内皮細胞と造血幹細
胞に共通に発現している Tie2 を恒常的に活
性化させた遺伝子改変マウスでは、造血幹細
胞および内皮細胞の両者の休眠状態により、
造血および血管形成ともに抑制されること
が判明している。Tie2 は造血幹細胞の休眠状
態を誘導することが示唆されてきたが、どの
ような分子メカニズムで休眠化を誘導する
ものかは不明であった。また Tie2 の相同遺伝
子である Tie1 も造血幹細胞において発現が
認められるが、この Tie1 の機能においても不
明点が多い。 
  
２．研究の目的 
Tie2の下流分子の網羅的解析により得られた
PSF1 は、酵母では DNA 複製に必須の分子で
ある。マウスでは未分化幹細胞系列に一様に
発現して、遺伝子破壊マウスでは内部細胞塊
の増殖抑制にて胎性致死となる。ヘテロ欠損
マウスは、5-FU 投与によって、骨髄抑制から
回復するのが遅延し、造血幹細胞増殖が生じ
ず致死となる。Mac1lo の分裂期の造血幹細胞
に PSF1 の発現が高く、その多くが休眠期に
入るとされている Mac1 陰性の造血幹細胞分
画において PSF1 の発現は低いことから、
PSF1 は急速な増殖が必要とされる状況にお
いて機能すると考えられた。さらに、PSF1
と複合体を形成することが酵母で示されて
いた SLD5 に関して、マウスの相同遺伝子を
単離し、SLD5 と PSF1 はマウスにおいても複
合体を形成して細胞周期において PSF1 と同
調する発現と機能を示すことが判明した。ま
た、Tie2 活性によりその発現が上昇する
Galectin-3 は、造血幹細胞の細胞周期をきわ
めて遅延化させることから、Tie2 の活性化に
よる幹細胞の細胞周期の遅延化に Galectin-3
が関与すると結論された。骨髄内洞様血管近
傍は血流が滞り、最も低酸素であることが示

唆されている。血管内皮細胞や造血幹細胞に
発現する Tie2 は、正酸素では活性化状態を維
持し、低酸素では不活性化となることが血管
内皮細胞では解明されてきた。Tie2 の活性化
から一時的な不活性化状態が、PSF1 の一過性
発現上昇により幹細胞分裂を誘導している
と考えられ、血管ニッチ内においてどのよう
に Tie2 の活性化が制御されているのかは、こ
れらPSF1やGalectin-3の発現とともに解析す
ることにより明確に定義することができる
と考えられる。血管内皮細胞は低酸素では
Ang1に対するアンタゴニストであるAng2の
分泌が亢進すること、および造血幹細胞分画
内では30-40％の造血幹細胞がAng1を分泌し
ていることから、Tie2 の正および負の活性化
が血管ニッチ領域で造血幹細胞の細胞周期
を制御していると考えられる。また、Tie2 の
相同遺伝子である Tie1 は、Tie2 とともに活性
化を受けて、Tie2 の細胞内シグナルに影響を
与えることが示唆されてきた。そこで、本研
究では１）PSF1 の発現制御機構の解明による、
造血幹細胞の細胞分裂機構の解明、および
２）Galectin-3 の血管ニッチ形成における役
割を明らかにする、３）また Tie2 とともに造
血幹細胞に発現する Tie1 について細胞にど
のようなシグナルを与えることで、Tie2 と関
わるのかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
１）PSF1 発現制御機構の解明 
・これまで、精巣を用いた解析では、精子幹
細胞では完全長の PSF1 蛋白の発現が認めら
れるのに対して、それより分化した精巣細胞
では短い PSF1 が転写されており、PSF1 が幹
細胞特有に細胞増殖を誘導する機構に関与
していることが示唆されてきた。CD34 陰性
の休眠期の造血幹細胞と CD34 陽性の細胞周
期の回転している造血幹細胞を用いて
5’LACE 法により、PSF1 遺伝子の転写開始点
の相違を観察する。 
・PSF1 のプロモータ活性は、１st Exon 5kb 上
流遺伝子領域で制御されることを明らかに
した。この領域には転写因子 AML1/Runx1, 
tal-1/scl、HES1、Bmi-1 などの結合領域が、豊
富に含まれていることが判明している。実際
に、PSF1 の発現に関わるプロモーター領域を
プロモーターの突然変異体を作製して解析
し、またその領域に結合する可能性のある転
写因子を同定する。 
 
２）Galectin-3 の血管ニッチ形成における機
能的意義の解明 
Galectin-3 のノックアウトマウスでは、出生
後とくに大きな血管異常は観察されていな
い。そこで成体マウスに血管新生を誘導する
方法において、Galectin-3 の欠損がいかに血
管形成に影響を与えるかを検討する。具体的



 

 

な方法として、マウス皮下に腫瘍細胞（B16
メラノーマ細胞）を移植し、腫瘍血管新生に
おいてレシピエントの Galectin-３の有無がど
のように影響を与えるかを解析する。 
 
３）Tie1 シグナルの解明 
Tie1の結合因子は同定されていない。しかし、
最近 Tie2 が Ang1 により活性化すると Tie1 の
Tie2 近傍への動員が誘導されて Tie1 がリン
酸化されるということが報告されてきた。
Tie2 および Tie1 はともに造血幹細胞に発現
しているが、Tie2 の活性化による Tie1 の活性
がどのような影響を及ぼすのかは不明であ
る。そこで、まず Tie1 の活性化単独でどのよ
うな細胞内シグナルが入るのかを観察する
ために、Tie2 が過剰発現系ではリガンド非依
存的に２量体形成によるリン酸化が誘導さ
れることを利用する。Tie1 は過剰発現させる
だけではリン酸化が誘導できない。そこで、
Tie2 変異体の作製により、Tie2 同士が２量体
形成が抑制されるアミノ酸配列を同定する。
Tie2 と Tie1 のアミノ酸配列を比較し、２量体
形成領域が Tie1 に存在しなければ、２量体形
成配列を Tie1 に挿入し、その遺伝子の過剰発
現により、リガンドが存在しなくても Tie1 が
自己リン酸化する受容体の作製を試みる。こ
の受容体を用いて、細胞内シグナルを解明し
て、そのシグナルが Tie2 活性化にどのように
影響を与えるかを解析する。 
 
４．研究成果 
１）PSF1 発現制御機構の解明 
CD34 陰性〜弱陽性の休眠中の造血幹細胞で
は、主に短い PSF1 が産生されており、CD34
陽性の増殖期の造血幹細胞では、完全長の
PSF1 の産生が観察された。このことは PSF1
遺伝子のプロモーター領域において、PSF1
の発現をコントロールすることにより、短い
PSF1 の産生により造血幹細胞の DNA 複製を
抑制して幹細胞の細胞周期を負に制御して
いることが予想された。そこで、PSF1 遺伝子
のプロモーター領域を解析したところ、１番
目のエクソンより 0〜５Kb 上流の領域内で
は、PSF1 のプロモーター活性は 0〜２Kb の
領域が必須であり、2〜5Kb の領域はプロモ
ーター活性に影響を与えなかった。興味深い
ことに、造血幹細胞の細胞周期に関与するこ
とが予想されている、E2F の結合領域が、5’
上流領域に存在し、この領域において E2F が
結合することにより、PSF1 の完全長の遺伝子
発現が制御されている可能性が示唆された。   
 そこで、この領域においては特に E2F1-3 の
予測結合領域が存在したいたため、これらの
E2F1-3 の実際の結合を、ChIP 解析を行い、
E2F1 の結合が示唆された。次いで、E2F1 分子
の遺伝子ノックダウンを行い、PSF1 遺伝子発現
が観察される colon26 大腸がん細胞、B16 メラノ

ーマ細胞および、NIH3T3 線維芽細胞株におい
て細胞増殖を解析した。しかし、E2F1 ノックダウ
ン単独では細胞増殖に影響がみられなかった。
以上から PSF1 は様々な E2F ファミリー因子によ
り発現が誘導されている可能性があり、E2F1 発
現が抑制されても、その他の E2F が相補的に
PSF1 の遺伝子転写を制御する可能性が示唆さ
れた。 
 
２）Galectin-3 の血管ニッチ形成における機
能的意義の解明 
Galectin-3 ノックアウトマウスと野生型マウ
スにおいての腫瘍増大を観察すると、
Galectin-3 ノックアウトマウスに形成された
腫瘍の方が増大傾向が強いことが判明した。
腫瘍内部の血管を観察すると、野生型マウス
に形成された腫瘍に比べ、血管密度が高いこ
とが判明した。Galectin-3 の欠損による血管
新生の亢進の原因を解析したところ、
Galectin-3 ノックアウトマウスに形成された
腫瘍内部には血管新生を誘導することで知
られるマクロファージの侵入が多いことが
判明した。腫瘍細胞には Galectin-3 の産生が
高いことから、Galectin-3 ノックアウトマウ
スのホスト内では腫瘍にのみ Galectin-3 が高
く存在することになる。マクロファージは
Galectin-3 により濃度依存的に遊走活性が高
まることから、今回観察されたマクロファー
ジの腫瘍内への亢進した侵入は Galectin-3 濃
度勾配によると考えられた。造血幹細胞機能
として本解析を考察すると、造血幹細胞に発
現する Galectin-3 はマクロファージ等の血管
形成アクセサリー細胞を幹細胞周辺に動員
することで、血管形成に関与することが示唆
された。  
 
３）Tie1 シグナルの解明 
Tie2 の２量体化を容易に可視化するために、
bi-molecular fluorescent complementation 
(BiFC) 法を用いた。Tie2 を C 末端側から順
次 Tie1 のアミノ酸に変換することで、Tie2
同士が２量体を形成できなくなる領域を見
いだした（YIA 領域）。YIA 領域は、Tie2 の
過剰発現時に Tie2 の２量体化を誘導して自
己リン酸化に関わると考え、Tie1 の相同領域
を YIA に変換させた変異 Tie1 [Tie1(YIA)]を
作製した。この Tie1(YIA) を過剰発現させる
と予想通り、Tie1 同士が２量体を形成して自
己リン酸化することが確認された。そこで、
この Tie1 活性化のシグナルを解析したとこ
ろ p38 のリン酸化が誘導されることを見いだ
した。Tie2 単独でリン酸化が誘導される際に
は、細胞内で AKT および ERK のリン酸化が
誘導されるが、Tie2、Tie1 がともに活性化が
誘導されると ERK 活性化が抑制されること
が判明した。ここで p38 の阻害を行うと、ERK
の活性化が回復した。つまり、Tie2 の活性化



 

 

による細胞増殖のシグナルは、Tie1 活性化に
より抑制がかかるのではないかと考えられ
る。このシグナルが造血幹細胞でどのように
関わるのかは今後の課題である。 
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