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研究成果の概要（和文）：研究代表者らは複数のホモ変異ES細胞株を、血球分化を支持するストローマ細胞株であるOP
9と共培養することによって、血球の分化に異常をきたす変異細胞株のスクリーニングを行った。
結果としてある遺伝子（未発表）のホモ変異ES細胞株において血球分化が著しく障害されていることを見いだした。こ
の遺伝子は新規の遺伝子であり、現在のところその機能や表現型に関する報告が全くなされていない。
そこで代表者らは、この遺伝子のin vivoにおける機能を解析するためにノックアウトマウスを作製した。ホモ欠損マ
ウスは胎生6.5日までに致死であり、この遺伝子は発生の初期段階にて重要な役割を果たしていることが明らかとなっ
た。

研究成果の概要（英文）：In this study, to screen for a mutant whose hematopoietic differentiation is distu
rbed, we co-cultured several homozygous mutant ES clones with OP9, a stromal cell line supporting hematopo
ietic differentiation. As a result, we found out that in one mutant clone, this differentiation was severe
ly disturbed. The responsible gene of this mutant is a novel, uncharacterized gene (unpublished data). The
n, we generated a knockout mouse of this gene. Intriguingly, null mutant mice were embryonic lethal by E6.
5, demonstrating that this gene plays essential roles in early development. Further investigation of this 
gene may give a new insight in hematopoietic development.
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１．研究開始当初の背景 
 
 近年、ヒトを初めとして多くの哺乳動物に

おける全ゲノム配列の決定や、次世代シーク

エンサーの急速な進歩に伴い、われわれのゲ

ノムに関する知見は劇的に進歩している。ヒ

トやマウスにおいてタンパク質をコードす

る遺伝子の同定が急速に進んでおり、その数

は 2 万以上と云われている（Pruitt et al., 

Genome Res. 2009）。一方、これらの遺伝子

の大部分は機能不明であるかアミノ酸配列

から推測されているに過ぎない。事実、ノッ

クアウトマウスを用いた手法により、現在

7229 個の遺伝子の機能が報告されているが

（White et al., Cell 2013）、その他多くの遺

伝子の機能は未知のまま残されている。その

役割を一つ一つ明らかにすることが今後急

務となると考えられる。 

 哺乳類において骨髄nicheに存在する造血

幹細胞は、自己複製によって生涯にわたり自

身を枯渇することなく維持する一方、毎日莫

大な数の成熟血球を末梢血や組織に送り出

している。造血システムの特筆すべき点は、

7 系統からなる血球（赤血球・好中球・好酸

球・好塩基球・単球／マクロファージ・リン

パ球・血小板）を必要に応じてバランスよく

生成することである。近年、血球分化経路の

理解（Akashi et al., Nature. 2000）と相ま

って、このメカニズムに関して転写因子を中

心に多くの知見が集積されてきている。 

 しかし、血球の分化方向の決定は単一分子

により行われるわけではなく、多くの分子が

時には同時に、時には時間差を以て協調する

ことによって複雑に制御されている。従って

造血システムには未だにその機能が知られ

ていない多くの分子が関わっていると考え

られた。本研究課題においては、これら新規

の分子を同定することを第一の目的とした。

血球発生の道筋に関わる新たな知見は、再生

医療などに応用可能で、医学の進歩に大きく

貢献すると思われる。 
 
２．研究の目的 
 
 研究代表者が所属する研究室は長きにわ

たりマウス ES 細胞を用いた研究に従事し

（Kokubu et al., Nat Genet. 2009, Yusa et 

al., Nature. 2004）、最近マウス ES 細胞にお

いて多数の遺伝子を効率良く破壊する方法

を独自に開発した（ Horie et al., Nat 

Methods. 2011）。１個の遺伝子が両アレル同

時にノックアウトされたマウス ES ホモ変異

体200種類からなるライブラリーを有してい

る。本研究課題においてはこの変異 ES 細胞

株を血球分化を支持するストローマ細胞株

である OP9 と共培養することによって、血

球分化への影響をスクリーニングする。この

実験系は ES 細胞から成熟血球までの分化過

程を培養皿内で再現可能である。血球の分

化・成熟に異常をきたす ES 細胞株における

変異遺伝子が、血球分化・成熟において重要

な機能を有するものとして同定される。 
 
 
 
３．研究の方法 
 
⑴ホモ変異 ES 細胞ライブラリー 



 従来、哺乳動物の細胞は二倍体のため片方

のアレルに変異を導入しても、もう片方のア

レルによって補完されてしまい、劣性遺伝子

のスクリーニングは下等動物に比して困難

であった。 

 研究代表者の所属する研究室は、この問題

を解決するために、Tet-Off システムによる

Bloom 遺伝子の制御を利用してホモ変異 ES

細胞ライブラリーを作製した。図１に示すよ

うに、gene trap vector を用いてゲノムワイ

ドに遺伝子領域に変異を導入後、まず vector

挿入部位を同定した。次に、Bloom 遺伝子は

相同染色体間組換えを抑制する遺伝子で、こ

れを Tet-Off システムにて一過性に抑制する

ことにより通常の 1000 倍の頻度で相同染色

体間組み替えを起こさせ、ホモ変異体を作製

することが可能である。このようにして得ら

れたホモ変異 ES クローンを次に述べる分化

誘導に使用した。 

⑵OP9 との共培養系を用いた血球分化 

 血液細胞への分化には図２に示すように、

OP9 との共培養系を用いる（Nakano et al., 

Science. 1994, Ogawa et al., Blood. 1999）。

共培養開始 96〜100 時間後に細胞を回収し、

抗 Flk-1 抗体で染色して陽性細胞を FACSで

分離する。分離した細胞を新たに OP9 と共

培養して成熟血球を得る。サイトカインとし

て、成体型赤血球および骨髄球系細胞（好中

球・マクロファージなど）の誘導には SCF 50 

ng/ml, IL-3 20 ng/ml, EPO 3 U/ml を添加し

た。さらに B リンパ球への誘導には SCF + 

Flt3-Ligand + IL-7 にて誘導した。成体型赤

血球および骨髄球系細胞の分化は Flk-1 陽性

細胞分離後９日、B リンパ球の生成は１３日

後に評価した。評価法としてはフローサイト

メ ト リ ー を 用 い て 赤 血 球 系 マ ー カ ー

（TER119, CD71）・骨髄球系マーカー（Mac1, 

Gr1）さらにはリンパ球系マーカー（CD19, 

B220）の発現解析を行った。 

 
４．研究成果 
 
⑴血球分化に関与する新規遺伝子 X の同定 

 ES 細胞ホモ変異体ライブラリーに属する

変異 ES 細胞株をいくつかスクリーニングし

た結果、ある遺伝子（未発表データのため以

下遺伝子 X と表記）の変異株において、血球

分化が著しく障害されていることを研究代

表者は見出した。図３に示す通り、生体型赤

血球および骨髄球系細胞を誘導する条件に

て、Flk-1 陽性細胞分離後９日目の生成血球

数は野生型細胞株の約４０分の１まで低下

した。B リンパ球を誘導する条件下において

も同様の結果であった。 

⑵復帰変異体(Revertant)の解析 

 代表者の研究室において使用したシステ

ムでは、gene trap vector の両端に FRT 配列

が含まれており、これに挟まれた領域を Flp

で 抜 く こ と に よ り 容 易 に 復 帰 変 異 体

（revertant）を作製することができる。復帰



変異体は血球分化に関して、野生型 ES 細胞

株と同様であり（図３）、遺伝子 X の変異が

血球分化障害の原因であることが確認され

た。 

⑶ノックアウトマウスの作製とその解析 

 研究代表者らはこの遺伝子の in vivo にお

ける機能を解析するためにノックアウトマ

ウスを作製した。スクリーニングに用いたも

のとは別の ES 細胞株をあらたにターゲティ

ングし、この遺伝子の第３エクソンが欠損し

たノックアウトマウスを作製した。ノックア

ウトマウスは胎生 5.5 日より胚の顕著な成長

遅延を認め、胎生 5.5～6.5 の間で致死であっ

た（図４：胎生 6.5 日）。 

 以上のことより、この遺伝子は胚の初期発

生において極めて重要な機能を有している

ことが明らかとなった。ノックアウトマウス

が胎生早期に致死であったことから、遺伝子

X が発生において造血系以外にも機能を有し

ていることが推測される。今後この遺伝子の

機能をより詳細に検討する予定であり、現在

コンディショナルノックアウトマウスを作

製し、血球系に特異的な表現型を観察する予

定である。遺伝子 X は現時点でその機能に関

する報告が皆無であり、またアミノ酸配列か

らも既知のドメインを有しない。この遺伝子

のメカニズムを調べることは新たな生命現

象やシグナル経路の発見に至る可能性があ

る。さらには、遺伝子 X にはヒトのホモログ

が存在し、同じく機能未知である。この遺伝

子の研究はヒト血球の発生や病気の原因に

関して新たな知見を与えてくれるかもしれ

ない。 
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