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研究成果の概要（和文）：造血幹細胞集団を構成する個々のクローンは、その能力や動態が大きく異なる。本研究では
、幹細胞クローンの優劣を決定する機構を理解するため、細胞競合という概念から取り組んだ。特に、細胞競合現象に
関与するシグナルとしてRasに着目して研究を進めた。その結果、Ras/Raf/Erkシグナル制御に関与する分子として知ら
れるSpred1が、生体内での造血幹細胞優位性の決定に寄与することを明らかにした。Spred1の挙動が造血幹細胞の能力
の変化を介して、老化や白血病化に寄与する可能性も示唆された。

研究成果の概要（英文）：It has been shown that quality of individual hematopoietic stem cells are highly 
variable. In this study, we analyzed functions of molecules in Ras signals in hematopoetic stem cell 
competition during hematopoietic reconstitution. We found that Spred1, a negative regulator of 
Ras/Raf/Erk, plays a critical role in dominancy of hematopoietic stem cells in a competitive assay in 
vivo. Further studies of Spred1-mediated control of self-renewal activity of hematopoietic stem cells 
would lead to deep understanding of stem cell aging and tumorigenesis.

研究分野：幹細胞生物学

キーワード： 造血幹細胞
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１． 研究開始当初の背景 
 
造血幹細胞は、分化細胞を供給する能力と、
自分自身を産生する自己複製能の二つの能
力を兼ね備えており、そのバランスを保ちな
がら、造血組織の恒常性を維持している。造
血幹細胞集団を構成する個々のクローンは、
その能力や動態が大きく異なると考えられ
ている。そのため、個体レベルでの幹細胞寿
命は、複数の幹細胞クローンが時間軸に沿っ
て入れ替わり、幹細胞活性の受け渡しにより
維持されている可能性がある。しかし、この
理論を裏打ちする幹細胞クローン間の優劣
を規定する機構の詳細は不明である。 
最近、造血幹細胞シミュレーションや単一
幹細胞 tracking 法により、造血幹細胞は、
個々のクローンでその動態・能力が大きく異
なることが報告されている。つまり、幹細胞
集団としての寿命は、個々の幹細胞の寿命を
制御するシグナルに加え、それぞれの幹細胞
クローンの能力に依存し、それぞれのクロー
ンがリレーし、幹細胞集団を支えているので
はないかと考えられる。すべての幹細胞クロ
ーンは同期して活動しているのではなく、出
生当初より幹細胞として機能するクローン
から、休眠状態（増殖停止）を経て個体の老
化とともに活性化するクローンへのリレー
により長期的に維持されているのではない
かと考えられる。 
本研究では、幹細胞クローンの優劣を決定
する機構を理解するため、細胞競合という新
たな概念から取り組むこととした。 

 
２． 研究の目的 

 
 細胞競合とは、細胞間において相対的な適
応度の差から相互依存的に勝者と敗者が決
まる現象とされる。つまり、自律的・内因的
因子のみで、クローン間の優劣が決まるので
はなく、他のクローンに影響を及ぼすことに
より、自身の優位性を獲得するという考えで
ある。これまでに、ショウジョウバエなどを
用いた研究の結果、Mycや Rasなどのオンコ
ジーンが、細胞競合の制御に深く関わること
が知られている。そこで、本研究では、造血
幹細胞の競合現象を研究対象として、Ras
シグナルに着目して研究を進めた。Rasシ
グナルの変動がいかに幹細胞クローンの優
勢・劣勢を決定する鍵になるのかを、幹細
胞クローン増幅のメカニズムの解明を目標
とした。 

 
３． 研究の方法 

 
① 誘 導 的 活 性 型 K-ras 発 現 モ デ ル
（LSL-K-rasG12D;Rosa26-CreERT2） 
LSL-K-rasG12D マウスは、K-Ras 遺伝子の
第一エクソンの上流に、LoxP 配列に挟まれた
転写停止シグナルフラクメントが挿入され、
さらに第一エクソン内第 12 コドンのグリシ

ンがアスパラギン酸に置換する変異が挿入
されている。Cre リコンビネース活性非存在
下では、変異アリルからの K-Ras 発現は抑制
されており、野生型アリル由来の K-Ras のみ
発現する。一方、Cre リコンビネース活性存
在下では、LoxP 配列を介した相同組み換えに
よって、転写停止シグナルは排除され、変異
型 K-Ras が発現する。LSL-K-rasG12D マウス
と、タモキシフェンで活性化が誘導可能な
Cre 酵素（CreERT2）を恒常的に発現する
Rosa26-CreERT2 マ ウ ス を 交 配 し 、
LSL-K-rasG12D;Rosa26-CreERT2 マ ウ ス
（KrasG12D マウス）を樹立した。本マウスに
タモキシフェンを投与すると、全身の組織に
おいて Cre リコンビナーゼが活性化し、活性
化型K-Rasを誘導的に発現させることができ
る。 本実験では、同腹仔の LSL-K-rasG12D
マウス（KrasWT マウス）を野生型 K-ras コン
トロールとして用いた。 
 
②Spred1 欠損システム 
Spred1 欠損マウスは、発生段階での大きな
異常は示さないため、成体マウス骨髄細胞を
用いて解析を行った。また、実験によっては
Spred1-floxマウスとRosa-CreERT2マウスを
交配し、タモキシフェン誘導的に、Spred1 の
欠損を誘導するシステムを構築し、解析に用
いた。 
 
③生体内での造血幹細胞の競合解析法 
遺伝子改変マウス由来骨髄単核球細胞と
同数の野生型マウス由来骨髄単核球細胞を
混合したものを、9.5Gy の X 線を照射したレ
シピエントマウスの尾静脈から移植した。そ
の後、定期的に末梢血を解析し、ドナー由来
細胞とコンペティター由来細胞のキメリズ
ムを表面抗原（Ly5.1/Ly5.2）によって判定
し解析を行った。また、移植後 16 週におい
て骨髄における造血幹細胞レベルでのキメ
リズム解析を行った。 
  
 
４． 研究成果 
 
Ras シグナル活性化による細胞競合の意義
について検討するため、Cre リコンビナーゼ
により活性化型に変換するKra-sG12Dマウス
と Rosa-CreERT2 マウスを交配し、そのマウ
スの骨髄細胞を正常骨髄細胞と共に移植し
た。移植後にタモキシフェンを投与し、野生
型造血幹細胞とK-ras活性化型造血幹細胞の
競合状態の観察を試みた。K-ras 活性化造血
細胞は、タモキシフェン投与後、速やかに優
位なキメリズムを示した。同時に、明らかな
骨髄増殖性腫瘍(MPN)の状態が生じていた。
さらに、このマウスでは、その後、高頻度に、
T リンパ球白血病の発症が認められ、２ヶ月
程度で死亡したため、造血幹細胞のクローン
解析や競合を評価するのは困難な状況であ
ると考えられた。 



 
次に、Ras/Raf/Erk シグナルを抑制する因
子として発見され、FGF, EGF, Kit リガンド, 
IL-3 などのシグナルを抑制することが知ら
れている Spred1 に着目して、幹細胞のクロ
ーン増幅に関する解析を進めた。Spred1 欠損
マウスは、長期的な観察によっても、白血病
発症など顕著な血液異常は認められなかっ
た。しかしながら、競合的移植実験を行うこ
とにより、野生型マウス骨髄細胞よりも常に
有意になることが判明した。競合相手との移
植細胞数の比率を変化させても、常に Spred1
欠損造血幹細胞が優位となることが確かめ
られた。また、Spred1-flox;Rosa-CreERT2 マ
ウス由来の骨髄細胞と野生型マウス骨髄細
胞を移植しキメラ状態にしておいた後、タモ
キシフェンを投与し,その後の両者の比率を
解析しても、Spred1 欠損細胞が優位となった
ことから、生理的な条件においても、本分子
の存在が造血幹細胞の競合を制御している
と考えられた。さらに、単一造血幹細胞の移
植においても、同様に優位な骨髄再構築能を
示したことから、クローンレベルでの競合的
優位性を示していると考えられた。以上の結
果より、Spred1 の発現レベルが、造血幹細胞
のクローン増幅に重要な役割を果たしてい
ると考えられた。今後、本分子が、相互依存
的に勝者と敗者が決まる現象、いわゆる細胞
競合において直接機能しているのか、あるい
は、主に造血幹細胞内の自律的な機能調節に
よってその優位性を示しているのか、明らか
にする必要がある。本分子の挙動が造血幹細
胞の能力の変化を介して、老化や白血病化に
寄与する可能性も示唆されることから、本研
究が、様々病態の理解に貢献できると考えら
れた。 
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