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研究成果の概要（和文）：本研究ではFlowerおよびHippoシグナル系に着目し、各々の分子メカニズムが造血幹細胞の
細胞競合時に与える影響を解析することで、幹細胞間の細胞競合の本質を明らかにするものである。本研究から、造血
幹細胞の競合時においてアイソフォームFwe1とFwe2がそれぞれ増殖優位性と劣性を示すことが分かった。このことから
FlowerはFitnessが低下した造血幹/前駆細胞を排除する組織恒常性の維持機構における指標であることが考えられた。
一方、造血幹細胞の競合時にLats1/2の発現の有無により増殖の優劣が生じることから、Hippoシグナルも造血幹細胞の
細胞競合システムに関与することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this research was the elucidation of the proliferation and 
self-renewal control mechanism of the hematopoietic stem cells (HSCs) by the cell competition through 
Flower code or Hippo pathway in the bone marrow niche. For this purpose, we analyzed the effect of these 
pathways on the regulation of HSCs proliferation at the cell competition. We found that Flower isoform 
Fwe1 showed proliferative advantage (winner) and Fwe2 indicated recessive (loser). It was suggested that 
Flower was the indicator to eliminate HSCs of low fitness for the maintenance of tissue homeostasis.
On the other hand, we found that Lats1/2 regulated HSCs proliferation in the cell competition by 
analyzing of Lats KO HSCs. It was suggested that Hippo signal was also involved in cell competition 
system of HSCs.

研究分野：幹細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
生体の幹細胞ニッチにおいてより健常な幹
細胞を残すための細胞競合機構が働いてい
ると考えられる。細胞競合は元来、器官･組
織を正常な形や大きさに発生させるのに重
要な役割を果たしていると考えられており、
細 胞 間 の 健 常 度 や 細 胞 極 性 の 適 合 性 
(Fitness) の違いに基づいた能動的な恒常性
維持機構である。 
1）Flower システムによる細胞競合制御機
構：共同研究者 Moreno らの研究から、ショ
ウジョウバエにおける dFlowerLoseA/B は、マ
ウ ス に お け る 5930434B04Rik (mFlower, 
mFwe) に相当することが示され、mFlower の
4 つのアイソフォームが同定された。マウス
においては Loser cell と認識された細胞は
mFlower を発現し、mFlower を発現していな
い細胞により排除される。また Bondar らは、
成体骨髄内の造血幹細胞の細胞競合につい
て、p53 の活性の低い細胞、即ち、健常度が
高い細胞において競合力が強いことを報告
している (Bondar et al., 2010)。本研究では、
Flower を介した細胞競合による造血幹細胞
の増殖制御機構の解明を目指す。 
2）Hippo シグナル系による細胞競合制御機
構：Hippo シグナル経路は近接する細胞間の
増殖や生存を制御することにより、均一な
Fitness の細胞による組織維持に寄与するこ
とが知られている。しかしながら実際に骨髄
ニッチにおいて未分化造血幹細胞の細胞競
合時に Hippo シグナル伝達系の機能は不明な
点が多い。そこで本研究では、Hippo シグナ
ル系の増殖制御分子である Lats1/2 に焦点を
当て、細胞競合時における造血幹細胞の増殖
制御機構を明らかにする。 
 
２．研究の目的 
造血幹細胞プールの適切な制御には細胞競
合と呼ばれる細胞間の生存競争を利用した
増殖制御機構が働くことが考えられる。本研
究では、造血幹細胞間における細胞競合の役
割について、細胞競合関連分子 Flower および
Hippo シグナル伝達系の増殖制御因子 Lats1/2
をターゲットとした競合開始から増殖制御
までの一連の機構を個体、細胞、分子レベル
において検討する。さらに細胞競合機構と増
殖のクローン性の関連を明らかにすること
により、幹細胞における自己複製と増殖の分
子基盤を解明し、新規骨髄移植法の開発及び
がん幹細胞の増殖制御方法の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 造血幹細胞のシングルセル単位の網羅的
遺伝子発現解析：本研究においては、個別に
採取した未分化造血幹細胞および前駆細胞
を、集積流体回路技術(IFC : Integrated Fluidic 
Circuit) を 応 用 し た デ ジ タ ル PCR 法 
(BioMark システム、Dynamic Array) により、
シングルセル単位で遺伝子発現プロファイ
リングの比較を行った。 

(2) 5-FU 投与後の各ステージにおける骨髄造
血幹細胞の Fwe アイソフォームの発現比
較：多様な Fitness の幹細胞が存在し、幹細胞
同士の細胞競合が生じると考えられる骨髄
回復期および定常時における各 Fwe アイソ
フォームおよびアポトーシス関連分子の発
現を、シングルセル単位で解析し、生体内で
Fwe による細胞競合の有無を確認した。 
(3) Fwe アイソフォームの強制発現による造
血幹細胞の in vitro での増殖比較：造血幹細
胞に対し、レトロウイルスベクターを用い
て各 Fwe アイソフォームを強制発現し、得
られた細胞を同数ずつ競合培養し、アイソ
フォームの組み合わせごとに増殖およびそ
の遺伝子発現を比較した。 

(4) Fwe アイソフォーム間の骨髄再構築能に
与える影響の比較：各 Fwe アイソフォーム
を強制発現した造血幹細胞をそれぞれ移植
し、骨髄キメリズムの比較を行った。 

(5) Fwe 欠損マウスの骨髄組織の解析：全 Fwe
アイソフォームの欠損の骨髄組織の維持に
おける影響を造血幹/前駆細胞分画の解析を
行うことで検討した。 

(6) Few の欠損による造血幹細胞の競合培養
時の増殖への影響の検討：Fwe 全欠損造血
幹細胞を野生型と共に競合培養し、増殖を
それぞれ比較した。 

(7) Fwe 全欠損および単一アイソフォームの
強制発現による造血幹細胞の骨髄再構築能
に対する影響の検討：Fwe 全欠損造血幹細
胞の移植による野生型との比較を行った。
さらに Fwe 全欠損マウス由来造血幹細胞に
Fwe アイソフォームを強制発現した細胞を
移植し、骨髄キメリズムの比較を行った。 

(8) 未分化造血幹細胞および前駆細胞におけ
る Hippo シグナル分子群の発現解析：Hippo
シグナル伝達系における各分子の発現を造
血幹/前駆細胞において解析した。 

(9) 5-FU 投与後の各ステージにおける骨髄造
血幹細胞の Lats2 分子の発現比較：5-FU 投
与後のマウス骨髄の回復期や定常時など各
ステージにおいて Lats2 の発現比較を行っ
た。 

(10) 造血幹細胞の競合培養による増殖比
較：in vitro において Lats 分子を指標とした
競合培養を行い、Hippo シグナル系の関与を
検討した。Lats1 および Lats2 欠損マウス由
来造血幹細胞と野生型造血幹細胞を in vitro
にて競合培養し、細胞の増殖および自己複
製を比較した。 

(11) 生体内における造血幹細胞の骨髄再構
築能に対する Hippo シグナル伝達系の影響
の検討：造血幹細胞の骨髄再構築能に対す
る Lats2 の発現の影響を検討するため、Lats2
欠損造血幹細胞を移植し、野生型との比較
を行った。 

 
４．研究成果 
(1) LT-HSCｓにおけるシングルセル単位の遺
伝子発現解析では、Fwe1 を発現する細胞は



Fwe2 を発現せず、逆に Fwe2 を発現するもの
は Fwe1 を発現しない傾向を見出した。さら
に、pro-apoptotic 遺伝子群の発現は、Fwe1 発
現細胞よりも Fwe2 発現細胞の方が高い傾向
にあることが分かった。このことから、Fwe1
と Fwe2 が細胞競合における winner と loser
に分かれることが示唆された。 
(2) 5-FU 投与後 8 日目以降の骨髄回復期にお
いて、造血幹/前駆細胞分画における Fwe1、2
の発現が定常時に比べて 2-3 倍に上昇し、ア
ポトーシス関連遺伝子の発現も 4-15 倍上昇
することを見出した。このことから、細胞数
は増殖しているが、個々の細胞の選別がこの
ステージにおいて行われていることが考え
られた。 
(3) 細胞同士の直接接触のある条件下で幹細
胞の競合培養を行い、培養後の造血幹細胞の
数を比較することで、Fwe の種類ごとの増殖
優位性を検討した。この実験から、Fwe1 過
剰発現 HSCs は、コントロールや Fwe2 過剰
発現 HSCs との共培養時に増殖優位性を示し
た。逆に、Fwe2 の過剰発現 HSCs の増殖は
Control および Fwe1 との共培養時に低下する
ことが示された。さらに、Fwe1 発現細胞を
competitorに持ったFwe2発現細胞はアポトー
シス関連遺伝子 Apaf1、Bbc3、Gadd45a、
Trp53bp2 の上昇を引き起こし、逆に Fwe2 を
competitor に持った Fwe1 発現細胞は Bmf や
Mcl1 といった細胞の生存に関連するする遺
伝子の発現上昇を示した。 
(4) Fwe1 および Fwe2 を過剰発現した造血幹
細胞を移植した結果、末梢血キメリズムの解
析より、Fwe2 を過剰発現した HSCs は骨髄再
建能がコントロールと比較して有意に低下
し、逆に Fwe1 の過剰発現を行った HSCs は
向上する傾向が認められた。このことから、
生体内においても Fwe1 の増殖優位性
（winner）および Fwe2 の増殖劣性（loser）の
性質が示唆された。 
(5) Fwe 全欠損マウスの解析から、欠損マウス
における造血幹細胞分画およびT細胞B細胞
分化への著名な影響は見られなかった。一方
で、巨核球赤血球前駆細胞への分化はやや低
下していることが分かった。 
(6) Fwe 全欠損造血幹細胞を用いた競合培養
実験の結果から、野生型（Fwe+/+）の LT-HSCs
は、Fwe 欠損型（Fwe-/-）LT-HSCs よりも増
殖優位性が見られたことから、Fwe の発現し
ない細胞は、Fwe（1-4 のいずれか）を発現す
る細胞との競合では増殖劣性を示すことが
考えられた。 
(7) Fwe 欠損マウス由来造血幹細胞を移植し、
野生型との骨髄キメリズムの比較を行った
が、野生型と比較して有意な差は認められな
かった。一方で、Few 全欠損マウス由来造血
幹細胞に Fwe1 または 2 をそれぞれ発現させ
た細胞を移植し、骨髄再構築能を比較すると、
Fwe１では Fwe2 よりも骨髄キメリズムが有
意に高いことが分かった 
(8) エフェクター分子Yap1、Wwtr1およびYap

の抑制因子 Lats1/2 が未分化造血幹細胞にお
いて特に強い発現をみることを見出した。 
(9) 5-FU（150mg/Kg）投与したマウス骨髄で
は骨髄抑制が起こり、造血幹細胞数は 4 日目
前後まで減少し投与後 6 日目から増加に転じ、
10 日目で投与前の数まで戻ることが報告さ
れている。この実験系において造血幹細胞に
おける Lats2 の発現は 6 日目で著減しその後
徐々に回復することから、6 日目の造血幹細
胞の増殖開始と共に Hippo シグナル系による
細胞競合が起こることが考えられた。 
(10) 野生型および Lats1 または Lats2 欠損マ
ウス由来造血幹細胞の同時競合培養を行い、
それぞれの造血幹細胞数の比較を行った。そ
の結果、競合培養を行った Lats1 または Lats2
欠損造血幹細胞の増殖は野生型と比較して
有意に高いことが分かった。一方で非競合培
養の場合は同等の増殖が見られた。 
(11) 生体内での細胞競合時の Lats2 の機能を
解析するため、野生型および Lats2 欠損造血
幹細胞を競合移植した。その結果、Lats2 欠
損造血幹細胞を移植したマウスでは、野生型
と比較して高い骨髄再構築能を示した。この
ことから骨髄再建の細胞競合時においては、
造血幹細胞の増殖制御に Hippo シグナル系が
関与していることが示唆された。 
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