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研究成果の概要（和文）：本研究においては、造血転写制御遺伝子を組み合わせて分化血液細胞
に導入し、造血幹細胞へとリプログラム可能な系を確立することにより、造血幹細胞の形質を規
定する転写因子群の最小限の組み合わせを明らかにすることにより、造血幹細胞制御の分子機構
を理解するとともに、血液細胞の造血幹細胞へのダイレクトリプログラミングにより、iPS細胞
を介さない新しい造血系再生医療の可能性を検証することを目的とした。E2A欠損pro-B細胞に、
重要な造血転写制御遺伝子群を組み合わせて導入し、造血幹細胞・多能性前駆細胞へのダイレク
トリプログラミングに挑戦したが、骨髄球系前駆細胞の表現型を有する細胞が増幅されたのみで、
いまだリプログラミングには成功していない。目的の達成にはさらなる技術的改善が必要である。 

 

研究成果の概要（英文）：Direct reprogramming of somatic cells into hematopoietic stem cells 

is challenging and has not been yet achieved. In this study, I tried to reprogram an 

E2A-deficient pro-B cell line, which retain multipotent differentiation capacity, into 

hematopoietic stem cells. Various combinations of key transcription factors known to be 

essential for hematopoietic stem cells were transduced into E2A-deficient pro-B cells and 

cultured on stromal cells in a medium which supports hematopoietic stem cells. I observed 

generation of myeloid cells expanding in culture, but failed to obtain hematopoietic stem 

cells in this trial. To achieve the real reprogramming, more technical renovation is 

definitely needed. 
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１．研究開始当初の背景 

造血系においては各細胞系譜の分化を制御
するマスター因子が明らかにされており、そ
の 発 現 操 作 に よ る 分 化 転 換  (lineage 
switch)が可能である。申請者も好酸球 
(Gata1, C/EBPa) や樹状細胞 (PU.1) の分化
に重要な転写因子群を報告してきた (J Exp 
Med 195, 547-558, 2002; J Exp Med 195, 
1379-1386, 2002)。一方で近年膵臓細胞 3 つ

の転写因子の組み合わせで Beta 細胞へ分化
転換させるダイレクトレプログラミングが
報告され、iPS 細胞を介さないさまざまな機
能細胞へのダイレクトリプログラミングが
試みられている。しかし、特定の組織幹細胞, 
あるいは多能性前駆細胞へのダイレクトリ
プログラミングの報告はない。この試みは、
分化の詳細や自己複製能を実験的に検証す
る確実な系が存在する幹細胞に関して可能
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となるものであり、そのような幹細胞は現
時点では ES 細胞と造血幹細胞などに限ら
れるものと考えられる。したがって、組織
幹細胞のなかでは造血幹細胞こそ可能な解
析と考えられる。このような中、Ｂ細胞分化
決定に必須な転写因子(E2A, Ebf1, Pax5)の
遺伝子欠損マウスにおいて、B 細胞分化が
pro-B 細胞の段階で停止し、pro-B 細胞が T
細胞、顆粒球、マクロファージへと脱分化す
ることが報告されている (Reviewed by 
Cobaleda et at. Nat Immunol 8, 463, 2007)。
この知見は、特定の血液細胞系譜への最終的
な分化決定がなされない状況においては分
化の可塑性が維持されることを示し、造血細
胞の脱分化の可能性を示すものである。しか
しながら、E2A, Ebf1, あるいは Pax5 を欠損
する pro-B細胞はいずれも赤芽球・巨核球分
化能は有さず自己複製能も持たない。したが
って、これら pro-B細胞は多能性前駆細胞・
造血幹細胞へのダイレクトリプログラムに
最適な細胞と考えられる。今回、申請者らは、
既にある程度の分化の可塑性を有し、脱分
化しうる E2A 欠損 pro-B 細胞に着目した。
この細胞は多能性造血前駆細胞に近い段階
まで脱分化可能と考えられ、造血幹細胞・
多能性前駆細胞へとリブログラムする過程
において障壁となる脱分化のステップが少
なく、ダイレクトリプログラミングを試み
るには最適の細胞と考えられる。 
 

２．研究の目的 

iPS 細胞は、ES 細胞に代表される多能性幹細
胞の形質維持に必須な転写因子 (Oct4, Sox2, 

Nanog)をリプログラム因子として用いるが、
造血幹細胞の形質維持に重要な分子の中で、
Oct4, Sox2, Nanog に相当する分子は明らかと
なっていない。本研究においては、既知の造
血転写制御分子を組み合わせて分化血液細
胞に導入し、造血幹細胞へとリプログラム可
能な系を確立することにより、造血幹細胞を
規定する転写因子群の組み合わせを明らか
にすることにより、造血幹細胞制御の分子機
構を理解するとともに、血液細胞の造血幹細
胞へのダイレクトリプログラミングにより、
iPS 細胞を必要としない新しい造血系再生医
療の可能性を検証する。本研究が成功すれば、
多能性や自己複製能を獲得するメカニズム
の理解、すなわち造血幹細胞の自己複製
能・多能性を規定する分子の同定に直結し、
造血幹細胞機能制御の分子機構の全貌に近
づくことが可能である。また、いまだ実現
されていない分化細胞の組織幹細胞へのダ
イレクトリプログラムが可能となれば、組
織幹細胞の分子基盤の理解を大いに進める
とともに、再生医学に iPS 細胞を介さない
新しい組織幹細胞分化誘導法を提示するこ
とになり、その影響力は計り知れない。ま

た、再生医療の推進にも必ずつながるもの
と考えられ、産業界への波及効果も大であ
る。 

 

３．研究の方法 

E2A 欠損 pro-B 細胞に、既知の重要な造血転
写制御分子を組み合わせて導入し、造血幹細
胞・多能性前駆細胞へのダイレクトリプログ
ラミングに挑戦する。転写因子としては、
Gata2, Runx1, SCL, HoxB4, ERG, Fli1, Gfi1, 
Gfi1B, Bmi1, Ezh2 などを用いる。これらを
発現するレトロウイルスを作製し、様々な組
み合わせで E2A 欠損 pro-B細胞に導入し、in 
vitro で培養後、コロニーアッセイを行い、
赤芽球・巨核球を含む混合コロニーを形成す
る組み合わせを選別する。また、放射線照射
マウスに移植し、長期に骨髄を再構築可能な
クローンの選別を行う。上記の実験に FACS
解 析 を 組 み 合 わ せ て 造 血 幹 細 胞 分 画 
(CD34-c-Kit+Sca-1+Lineage- or 
CD150+c-Kit+Sca-1+Lineage-) 、あるいは多能
性 前 駆 細 胞 分 画 
(Flt3-c-Kit+Sca-1+Lineage-) の存在を確認
し、存在が確認できればソートしてその多能
性、自己複製能に関して検証する。以上の解
析を通して、造血幹細胞・多能性前駆細胞へ
のダイレクトリプログラミングに必要な最
小限の転写因子群を同定する。 
 
４．研究成果 
E2A 欠損 pro-B 細胞に、重要な造血転写制御
遺伝子群(前述)を組み合わせて導入し、造血
幹細胞・多能性前駆細胞へのダイレクトリプ
ログラミングに挑戦した。E2A 欠損 pro-B 細
胞の維持には Tst4 stromal cell との共培養
が必要であり、遺伝子をレトロウイルスで感
染後、細胞を Tst4 細胞上で維持し、徐々に
サイトカインを造血幹細胞の維持に必要な
SCF と TPO に置換して培養を継続した。遺伝
子導入細胞の中で骨髄球系前駆細胞の表現
型を有する細胞の増殖が見られたが、赤芽
球・巨核球の分化は認められず、いずれもマ
クロファージ系細胞へと分化してしまった。
未分化な状態で維持可能な細胞は得られて
おらず、いまだ目的のリプログミングには成
功していない。リプログラミングに必要ない
遺伝子が今回の準備した中には含まれてい
なかった可能性もある。今後、画期的な技術
改変が必要であると考えられた。発現クロー
ニングにより、E2A 欠損 pro-B 細胞が多能性
（赤芽球・巨核球分化能）あるいは造血幹細
胞としての自己複製能を獲得し得る責任分
子を同定するなどの方法が考えられる。具体
的には、Pax5

-/-
 pro-B 細胞に造血幹細胞から作

製したレトロウイルス cDNAライブラリーを
感染後、赤芽球・巨核球分化を誘導する条件
下で培養を行い、赤芽球・巨核球分化能を有



 

 

する多能性前駆細胞へのリプログラミング
を誘導する遺伝子を同定する。さらに、感染
細胞を放射線照射マウスに移植し、pro-B 細
胞を長期骨髄再建能を有する細胞へとリプ
ログラミングしうる遺伝子群を同定する。こ
のような試みが今後必要になるであろう。 
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