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研究成果の概要（和文）：われわれは１）低増殖、２）低代謝、３）低酸化の三条件が組織幹細胞の一般的な通
則であることを仮定し、全身の組織幹細胞におけるp57、Fbw7、Fbxl5の重要性を明らかにすることを本研究の目
的とした。研究の過程でCDK阻害分子p57の発現が最も幹細胞特異的であることを発見したため、p57陽性細胞系
統追跡マウスを解析したところ、造血幹細胞や神経幹細胞、腸管幹細胞で特異的な発現パターンを確認した。さ
らに遺伝子破壊実験や系統追跡実験を行い、p57の細胞周期停止作用や幹細胞性に対する影響を見積もり、その
生物学的重要性を確認した。さらにがん幹細胞においてもp57は必須であることを実証した。

研究成果の概要（英文）：On the basis of our previous studies, we found that 1) low proliferation, 2)
 low metabolism, 3) low oxidation, which are attributable to p57, Fbw7, and Fbxl5, respectively, are
 hallmarks of tissue stem cells. The aim of this study is to elucidate the biological significance 
of p57, Fbw7, and Fbxl5 for stem cell function and maintenance. During the course of this study, we 
noticed that p57 is the most restricted marker for stem cells. We thus traced the lineage of 
p57-positive cells in mice, and found that p57 shows a stem cell-specific expression pattern in 
hematopoietic, neural, and intestinal stem cells. Furthermore, ablation of p57 gene in stem cells 
impaired the function and maintenance of stem cells with the cell cycle being aberrantly activated. 
These results thus suggested that cell cycle arrest induced by p57 CDK inhibitor is essential for 
stem cell function and maintenance. We also demonstrated that p57 is also required for cancer stem 
cells.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 幹細胞　細胞周期　p57
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 骨髄・神経・腸管・皮膚、乳腺等の組織以
外では、幹細胞の純化がほとんど進んでおら
ず、その性質も明らかではない。幹細胞分画
の同定は、その性質の解明に必須であるだけ
でなく、癌幹細胞の研究の基盤となる。われ
われは造血幹細胞の研究から、１）低増殖、
２）低代謝、３）低酸化（ストレス）、の三
条件が幹細胞の機能維持に必須であること
が明らかにした（図１）。 
 われわれのグループは、１）「低増殖」は
p57 を介して、細胞増殖を制御するタンパク
質キナーゼであるサイクリン-CDK を抑制す
ることによって起こること [Matsumoto et 
al., Cell Stem Cell 9: 262-71 (2011)] 、２）
「低代謝」は Fbw7 を介して代謝系酵素の発
現を司る転写因子c-Mycを抑制することによ
って起こること [Matsuoka et al., Genes 
Dev. 22: 986-91 (2008); Takeishi et al., 
Cancer Cell (in second revision)] 、３）「低
酸化」は Fbxl5 が細胞内鉄濃度を上げる IRP
（Iron Regulatory Protein）を抑制すること
によって起こること [Moroishi et al., Cell 
Metab. 14: 339-51 (2011)] 、を証明した。つ
まり、p57、Fbw7、Fbxl5 の三分子が造血幹
細胞機能の維持に重要な鍵分子であること
が判明した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、この性質が全ての組織幹細胞
で適応できる一般的な通則であることを証
明するために、全身の組織幹細胞における
p57、Fbw7、Fbxl5 の重要性を明らかにする
ことを本研究の目的とする。 
 われわれは予備的な研究により、これらの
質問について造血幹細胞においては大きな
手がかりを得ることができた。詳細について
は次の研究方法の項で述べるが、概略は下記
の通りである。 
１）少なくとも p57 は造血・神経・腸管の幹
細胞において、特異的に幹細胞分画のみに発
現している。これは既存のどのマーカーより
も幹細胞特異的であり、かつ直接的な機能分
子である。 
２）少なくとも p57 と Fbw7 は造血幹細胞の
長期維持にとって必須である。 
 この発見によって、組織幹細胞研究の方向
性はより具体的に考えることができるよう
になった。 
 
３．研究の方法 
１）種々の組織幹細胞における p57、Fbw7、
Fbxl5 の詳細な発現パターンの解析 
 p57、Fbw7、Fbxl5 に対する特異的抗体を用
いて、マウス全身組織の免疫染色を施行した。
非特異的バックグラウンドが高い組織は、
RT-PCR を併用して検討を行った。この中で特
に p57 は、いくつかの幹細胞において、高い
幹細胞特異性を示すことが予備的研究から
わかっている。例えば骨髄幹細胞分画におい

ては、同じ CDK 阻害分子ファミリーの p21 や
p27 が広い分布を示すのに対し、p57 は幹細
胞に限局したパターンを示す。この特徴は、
神経幹細胞や腸管幹細胞でも同様である。神
経幹細胞においては連携研究者である後藤
由季子教授の指導を受けた。 
 例えば神経系では、その幹細胞と言われる
B 細胞に特異的に p57 は発現している。腸管
においてもp57は+4ポジションと呼ばれる幹
細胞分画にのみ発現している。この発現は従
来+4 ポジションマーカーとして知られる
Bmi1 よりもより高い特異性を示すことが判
明している。これら３つの独立した結果によ
り、「p57 は全ての組織幹細胞に特異的に発現
している」という仮説が推定され、これを外
挿すれば、全ての組織幹細胞を可視化・同定
することが可能になると期待される。同様の
解析を全ての組織幹細胞において行う。また
Fbw7、Fbxl5 においても施行する。 
２）p57、Fbw7、Fbxl5 のコンディショナルノ
ックアウトマウスにおける幹細胞機能の障
害に関する解析ーその１ 
 p57、Fbw7、Fbxl5 の Flox アリルマウスは、
既にわれわれのラボにおいて作製済みであ
る [Matsumoto et al., Cell Stem Cell 9: 
262-71 (2011); Onoyama et al., J. Exp. Med. 
204: 2875-88 (2007); Moroishi et al., Cell 
Metab. 14: 339-51 (2011)]。まずこれらの
マウスを組織特異的または薬剤誘導性Creト
ランスジェニックマウスと交配し、種々の組
織幹細胞で（特定の時期に）p57、Fbw7、Fbxl5
の遺伝子を破壊できるようなマウスライン
を多数構築した。これらのうち、造血系にお
いては基本的な解析がほぼ終わっており、少
なくとも p57 や Fbw7 を欠損させると、著し
く幹細胞機能が障害され、その数が減少する
ことを確認している。神経幹細胞においては
連携研究者である後藤由季子教授の指導を
受けた。 
３）p57、Fbw7、Fbxl5 のコンディショナルノ
ックアウトマウスにおける幹細胞機能の障
害に関する解析ーその２ 
 種々の組織における p57、Fbw7、Fbxl5 の
コンディショナルノックアウトマウスを用
いて、造血幹細胞・神経幹細胞以外の幹細胞
について、その機能障害について検討を行っ
た。 
４）p57、Fbw7、Fbxl5 の発現を上位からコン
トロールする分子機構の解明 
 p57、Fbw7、Fbxl5 のプロモーター領域を
ENCODE データベースから解析し、遺伝子発現
調節に重要なシス領域を推定した。また実際
にプロモーターをクローニングし、ルシフェ
ラーゼアッセイにより確認を行った。そのシ
ス領域に結合するトランス因子を ENCODE デ
ータベースまたは実際の実験（生化学的精製
や Yeast 1-hybrid 法等）によって決定した。 
５）全身の幹細胞の可視化と系統追跡 
 p57、Fbw7、Fbxl5 の遺伝子内に蛍光タンパ
ク質遺伝子もしくはCreリコンビナーゼを同



時に発現するようにデザインしたノックイ
ンマウスを作製した。一例を挙げると、p57
遺伝子の下流にタモキシフェン誘導性の Cre
カセット（CreERT2）を挿入したマウス 
（p57-CreERT2 マウス） を作製した。このマ
ウスと Rosa26 領域のマーカーマウスと交配
させたマウスでは、タモキシフェン投与によ
りまず p57を発現する幹細胞でのみ GFPが発
現した。GFP 標識細胞の中に、組織を構成す
る全ての細胞が含まれていた場合、この細胞
は組織幹細胞の性質をもつという結論に至
る。同様の解析を Fbw7 と Fbxl5 についても
行い、これらが共通して発現する細胞を組織
幹細胞の候補として、全ての組織で可視化し、
系統追跡した。 
 
４．研究成果 
1.「低増殖」を担う p57 の解析について 
 p57 はサイクリン依存性キナーゼ（CDK）阻
害分子の一つであり、Cip/Kip 型ファミリー
に属する。このファミリーのメンバーでは
p21 や p27 が有名であるが、p57 は今まで胎
児期にのみ発現するものと信じられてきた。
われわれは既に骨髄幹細胞においてp57が幹
細胞特異的に発現し、その発生維持に必須で
ある一方、p21 と p27 は幹細胞特異的に存在
せず、その発生維持にも必要ないことを示し
てきた（Matsumoto et al., Cell Stem Cell 
9: 262-271 (2011); Zou et al., Cell Stem 
Cell 9: 247-261 (2011)）。また、神経幹細
胞でも同様に p57 は幹細胞特異的に発現し、
その機能喪失変異体は幹細胞の消失につな
がることを発見した（Furutachi, S., et al., 
Nature Neurosci. 18: 657-665 (2015)）。 
 p57、Fbw7、Fbxl5 の 3分子の中で、p57 は
造血幹細胞や神経幹細胞に最も限局した発
現パターンを示した。そこでわれわれは p57
が、諸臓器において未発見の組織幹細胞を同
定するための特異的マーカーになると考え、
上述のp57陽性細胞系統追跡マウスを解析し
た。その結果、p57 は腸管陰窩においても「+4
ポジション細胞」とよばれる静止状態の細胞
集団に極めて限局した発現を示すことを発
見した。p57 を発現する+4 ポジション細胞は
定常状態では深い休眠状態にありほとんど
活動していないが、5-FU や放射線による上皮
傷害に応答して再活性化し、組織傷害後の再
生に重要な役割を果たす幹細胞として機能
していることが明らかとなった（投稿準備
中）。 
 さらに、p57 陽性細胞は胃上皮や大腸がん
組織においても希少な静止状態の細胞集団
として存在しており、それらが当該組織の主
要な幹細胞として機能していることも見出
した（投稿準備中）。これらの知見はわれわ
れの当初の仮説の妥当性を強く裏付けるも
のであり、現在、p57 系統追跡と組織透明化
法を組み合わせた全身スクリーニングを用
いて、全組織における幹細胞の網羅的探索を
精力的に進めているところである。 

 
2.「低代謝」を担う Fbw7 の解析について 
 Fbw7は代謝制御のマスター分子c-Mycを分
解に導くユビキチンリガーゼであり、幹細胞
においてc-Mycを分解することによって低代
謝状態をもたらす分子である。Fbw7 は c-Myc
以外にも発生分化に関わる多くの転写因子
を分解することが知られており、われわれは
骨分化に必須な転写因子OASISや軟骨分化に
必須な BBF2H7 の分解制御にも Fbw7 が関わっ
ていることを発見した（Yumimoto et al., J. 
Biol. Chem. 288: 28488-28502 (2014)）。骨
髄幹細胞や神経幹細胞では Fbw7 が必須であ
ることは既に実証済みである（Matsuoka et 
al., Genes Dev. 22: 986-991 (2008); 
Matsumoto et al., J. Biol. Chem. 286: 
13754-13764 (2011)）。また精子幹細胞にお
いても Fbw7 は必須の役割を果たすことが明
らかとなった（Kanatsu-Shinohara et al., 
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 111: 
8826-8831 (2014)）。また Fbw7 はがん幹細胞
においても重要な役割を果たし、その遺伝子
破壊はがん治療に有用であることを実証し
た （ Takeishi et al., Cancer Cell 
23: 347-361 (2013); Reavie et al., Cancer 
Cell 23: 362-375 (2013)）。 

 

3.「低酸化」を担う Fbxl5 の解析について 
 Fbxl5は鉄代謝のマスター分子IRP1/2を分
解に導くユビキチンリガーゼであり、細胞内
および血液中の鉄濃度を低下させる作用を
持ち、強力な抗酸化作用を発揮する。われわ
れはFbxl5の遺伝子改変マウスが肝臓の幹細
胞に対してダメージを与えることを以前に
示してきた（Moroishi et al., Cell Metab. 
14: 339-351 (2011)）。さらに骨髄幹細胞お
よび神経幹細胞において、特異的に Fbxl5 を
欠損させたマウスを作製し、解析を終了した。
骨髄幹細胞においては予想通りその機能維
持に Fbxl5 は重要であり、その機能欠損は幹
細胞機能に重大な障害を与えることが明ら
かとなった（Muto et al., Nat. Commun. 
8: 16114 (2017)）。興味深いことに、神経幹
細胞において Fbxl5 を欠損させると、幹細胞
の増殖が高まり、より多くの神経幹細胞/前
駆細胞が産生されることが明らかとなった



（Yamauchi et al., Mol. Cell. Biol. 37: 
e00470-16 (2017)）。そのメカニズムとして、
Fbxl5 の欠損による酸化ストレスの上昇によ
って、PTEN が不活性化され、その結果として
Akt-mTOR 経路が活性化していることが明ら
かとなった。 
 さらに肝臓において特異的にFblx5を欠損
させたマウスは、発がん誘導剤 DEN を投与す
ると通常のマウスよりも高率に肝がんを発
症することが明らかとなった（投稿中）。こ
れはFbxl5の欠失によって鉄過剰状態となり、
酸化ストレスが昂じてDNA損傷を引き起こし、
最終的に発がんに至るメカニズムが有力で
ある。またヒト肝がんにおいても Fbxl5 mRNA
量と予後との相関が認められたことから、
Fbxl5 が有力ながん抑制因子であることが明
らかとなった。 
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