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研究成果の概要（和文）：マウスにおいて造血幹細胞を最初に認める胎生10.5日胚の大動脈に隣接する血液細胞
塊の構成細胞に転写因子Sox17を導入すると、培養皿上で造血幹細胞を含む血液細胞塊が構築される。この未分
化性を維持しつつ血液細胞塊を形成する分子機構として、Thrombopoietin/c-Mplシグナル経路の活性化、転写因
子Sox17のNotch1プロモーターへの結合による発現誘導とNotch1細胞内領域の蛋白質量の増加、Notch1細胞内領
域による転写因子Hes1の発現誘導、およびSox17による接着分子Vascular Endothelial-Cadherinの発現誘導が、
それぞれ重要であることを明らかとした

研究成果の概要（英文）：During mouse development, hematopoietic stem cells (HSCs) firstly arise 
intra-aortic cell clusters (IAHCs) of the dorsal aorta at embryonic day 10.5. Introduction of 
transcription factor Sox17 into cells of IAHCs leads to consistent formation of cell clusters 
containing HSCs in vitro. We examined the molecular mechanism of this phenomenon in this project. We
 showed the importance of the thrombopoietin/c-Mpl signal pathway in Sox17-transduced hematopoietic 
cell clusters. Moreover, we demonstrated that the binding of Sox17 to the Notch1 promoter induced 
the Notch1-expression and Notch1 intra-cellular domain (NICD, the active form)-transduced cells 
maintained the undifferentiated state. Cells transduced with Hes1, which is one of the target genes 
of the Notch signaling pathway, have a capacity to maintain the undifferentiated state. Furthermore,
 the Sox17-induced adherent molecule vascular endothelial cadherin has a role of the formation and 
the maintenance of hematopoietic cell clusters.

研究分野：幹細胞生物学

キーワード： AGM　Hematopoiesis　Sox17　Notch1　VE-Cad
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１．研究開始当初の背景 
（１）マウスにおいて造血幹細胞を最初に認
める胎生 10.5 日の大動脈-生殖原基-中腎
(AGM)領域において、造血幹細胞形成は大動
脈の血管内皮細胞、とりわけ血液細胞と血管
内皮細胞両方に分化する能力を有する細胞
である Hemogenic endothelium に隣接する血
液細胞塊が重要であることが明らかとなり
つつある。 
 
（２）申請者が注目した血液細胞塊より血液
細胞を生み出す過程の制御蛋白質である転
写因子 Sox17 について、コンディショナルに
遺伝子を欠損するマウスの解析から、胎生期
および出生直後の造血幹細胞において重要
であることが示されていた（Kim et al., Cell, 
2007）。 
 
（３）準備研究として、① Sox17 が胎生 10.5
日胚 AGM領域の大動脈血管内皮細胞および血
液細胞塊、とりわけ血管内皮細胞に隣接する
領域に発現を認めること、② 血液細胞塊の
構成細胞である CD45lowc-Kithigh細胞に Sox17
を強制発現すると浮遊した状態で細胞塊を
形成しつつ未分化性が多数回の継代を経て
も保持すること、③ Sox17 の発現量と血液細
胞塊の構成細胞の分化状態に相関があるこ
とを示し、これより Sox17 が未分化な血液細
胞が分化するためのスイッチとして機能し
ていることが示唆された。さらに、Sox17 強
制発現細胞を致死量放射線照射を施したマ
ウスに移植すると、長期間に渡り造血幹細胞
を維持しつつ血液細胞を産生することを示
し、 Sox17 の発現が生体内においても幹細胞
の維持に機能することを示した（図 1、雑誌
論文⑤）。 

 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、転写因子Sox17および 最
近 Sox17 が直接発現誘導すると報告された 
Notch およびその関連分子に注目して、胎生
中期の大動脈の血管内皮細胞に隣接する血
液細胞塊形成の分子機構と細胞塊で生じる
造血幹細胞の形成および幹細胞としての性
質の維持機構について解析を行うことであ
る。 
 

３．研究の方法 
（１）胎生 10.5 日目のマウス胎仔より AGM
領域を実体顕微鏡下で回収した後、酵素によ
り細胞を分散し、抗体反応後、フローサイト
メトリーを用いて、血液細胞塊の構成成分で
かつ未分化性の高いCD45lowc-Kithigh細胞を単
離した。回収した細胞にレトロウイルスを用
いて転写因子 Sox17、Notch1 の細胞内領域 
(NICD)、および Notch1 の下流分子 Hes1 の強
制発現を施し、ストローマ細胞上で、液性因
子 Stem Cell Factor (SCF)、Interleukin-3 
(IL-3)、および Thrombopoietin(TPO)の存在
下で培養を行った。遺伝子導入された細胞に
ついて、半固形培地上で、多系列の血液細胞
への分化能を示すMixコロニーの形成能を解
析することで、培養皿上での未分化性の判定
を行った。 
 
（２）マウス E10.5 日胚 AGM 領域の血液細胞
塊の構成細胞であるCD45lowc-Kithigh細胞に対
して Sox17 を導入することにより、未分化性
の高い血液細胞塊を形成する培養系におい
て、細胞塊形成に重要な液性因子である TPO
のみ添加した培養条件において、TPO が活性
化するMAPK,JAK/STAT,およびPI3K シグナル経
路に対する阻害剤を添加して培養し、未分化性
を保持した Sox17 導入細胞塊の形成に対す
る影響を検討した。また、Notch1、Hes1、血
管内皮細胞のマーカー蛋白質である
Vascular endothelial-Cadherin 
(VE-Cadherin)に対する short hairpin RNA
をレトロウイルスを用いて Sox17 強制発現
細胞に導入し、遺伝子発現の減少を確認した
後、血液細胞塊形成および未分化性維持につ
いて検討を行った。  
 
（３）野生型および Sox17-mCherry 融合タン
パク質を発現するマウスの妊娠 10.5 日目の
胎仔について、凍結切片あるいはホールマウ
ントで各種抗体を作用させて、大動脈に隣接
する造血幹細胞を含む血液細胞塊における
蛋白質の発現を、共焦点顕微鏡を用いて解析
を行った。 
 
（４）生体内における長期造血再建能につい
て検討を行うために、致死量放射線照射を施
したマウスの大腿骨内に細胞移植を行った。
移植した細胞の生着については、末梢血にお
いて移植した細胞の増殖および血液細胞分
化を、フローサイトメーターを用いて各種の
分化マーカーの発現を解析することより評
価を行った。 
 
４．研究成果 
（１）胎生 10.5 日胚の大動脈に認める血液
細胞塊の構成細胞CD45lowc-Kithigh細胞に対し
て、Sox17 強制発現した後、ストローマ細胞
との共培養において、液性因子 SCF、IL-3、
および TPO の添加により、血液細胞塊の形成
および未分化性が保持される。そこで、3 つ



の液性因子の中でどの因子が重要であるか
を、様々な液性因子の組み合わせで培養し検
討を行ったところ、TPO が細胞塊形成および
未分化性維持に重要であることを明らかと
した。さらに TPO 受容体 c-Mpl が、胎生 10.5
日胚から作成した凍結切片に対する免疫組
織学的解析より、血液細胞塊に発現すること
を示した。また、TPO が活性化する MAPK シグ
ナル経路の阻害剤 U0126、JAK/STAT シグナル
経路の阻害剤 AG490、および PI3K シグナル経
路の阻害剤 LY294002 が濃度依存的に Sox17
導入による血液細胞塊形成を阻害すること
を明らかにした。さらに、胎生 10.5 日 AGM
領域の血管内皮細胞から血液細胞が分化す
る培養系において、TPO の添加がより多くの
血液細胞産生を誘導することを示した。以上
の結果より、TP0/c-Mpl シグナル経路が、胎
生 10.5 日胚の大動脈において血管内皮細胞
から血液細胞塊における造血幹細胞を含む
血液細胞の形成に重要であることが分かっ
た（図２、雑誌論文①）。 

 
（２）準備研究により、転写因子 Sox17 によ
り発現が誘導される Notch1 の細胞内領域
(NICD)を、AGM 領域の血液細胞塊構成細胞に
強制発現すると、未分化性が維持されること
を示していた。そこで、NICD の血液細胞塊に
おける発現を、ホールマウント免疫染色法を
用いて観察を行うと、胎生 10.5 日胚の一部
の血管内皮細胞と血液細胞塊とりわけ血管
内皮細胞に近い細胞で発現を認めた。また、
Notch1 のリガンドである Delta like 1 を発
現するストローマ細胞上で、血液細胞塊の構
成細胞CD45lowc-Kithigh細胞を培養したところ、
発現していないストローマ細胞との共培養
と比較して、培養皿上で未分化性が維持され
た。さらに、NICD が発現誘導する Hes1 を同
様に血液細胞塊の構成細胞CD45lowc-Kithigh細
胞に強制発現すると、Hes1 強制発現細胞は半
固形培地上でMixコロニー形成能が維持され
ることを明らかとした。この Hes1 強制発現
細胞においては、血液細胞の発生に必須の転
写因子であるRunx1が高発現していた。Sox17
強制発現細胞について、レトロウイルスを用
いた RNA 干渉法により、Sox17 強制発現によ
り形成された血液細胞塊において Notch1 あ
るいは Hes1 の発現をそれぞれ低下させたと

ころ、半固形培地での培養から未分化性の減
少が観察された。以上の結果より、血液細胞
塊においてはNotchシグナルが未分化性に重
要であることが示唆される（図３，投稿中）。 

 
（３）Sox17 遺伝子座に蛍光蛋白質である
mCherry を Sox17 と融合蛋白質を発現するよ
うに挿入したマウスを用いて、胎生 10.5 日
胚 AGM領域における Sox17-mCherry の発現を、
凍結切片を作成後、抗体染色により検討を行
った。すると、大動脈血管内皮細胞と共に血
液細胞塊において発現を認めた。また、血液
細胞塊において血管内皮細胞に隣接する細
胞で Sox17 の発現が高く、外側の細胞では発
現が認められなかった。さらに詳細な解析を
行うために、ホールマウント免疫染色法によ
り大動脈の血管内皮細胞に隣接する血液細
胞塊を丸ごと観察すると、胎生 10,5 日胚大
動脈において、凍結切片と同様に一部の血管
内皮細胞および血液細胞塊の血管内皮細胞
に近い細胞で Sox17 の発現を認めた。 
 
（４）準備研究により、Sox17 導入により形
成された血液細胞塊において、血管内皮細胞
の マ ー カ ー 蛋 白 質 で あ る 接 着 分 子
VE-Cadherin の発現が上昇していることを明
らかにしていた。そこで、ホールマウント免
疫染色法を用いた解析により、VE-Cadherin
が胎生 10.5 日胚の血液細胞塊とりわけ血管
内皮細胞に使い細胞での発現し、一部の血液
細胞塊の細胞において VE-Cadherin と Sox17
が共発現することを示した。そこで、転写因
子 Sox17 が直接 VE-Cadherin を発現誘導する
のか、ルシフェラーゼアッセイおよびクロマ
チン免疫沈降法を用いて検討を行うと、
VE-Cadherin のプロモーター上に認める
Sox17 結合配列に Sox17 が直接結合し、
VE-Cadherin の発現誘導を引き起こすことを
明らかとした。さらに、 VE-Cadherin に対す
る short hairpin RNA をコードするレトロウ
イルスを用いて導入し、Sox17 強制発現によ
り 形 成 さ れ た 血 液 細 胞 塊 に お い て
VE-Cadherin の発現を低下させると、血液細
胞塊の形成能および半固形培地でのMixコロ
ニー形成能が共に減少した。以上の結果より、
転写因子 Sox17 による接着分子 VE-Cadherin
の発現誘導が、培養皿上での血液細胞塊形成



および未分化性に寄与することが示唆され
る（図４，投稿準備中）。 

 
（５）以前の研究により、AGM 領域由来の
CD45lowc-Kithigh細胞に Sox17 を強制発現した
細胞について、マウス個体に移植後長期造血
再建能を認めることを示した。そこで、培養
皿上で８回継代を繰り返したSox17導入細胞
の長期造血再建能を、致死量放射線照射を施
したマウスに移植することにより検討を行
った。その結果、移植後 3ヶ月後に Sox17 導
入細胞を確認することは出来なかった。 
 
（６）マウスの発生において、長期造血再建
能を認める造血幹細胞は胎生 10.5 日目に 
AGM 領域に生じることが知られている。そこ
で、胎生 9.5 日の AGM 領域の少数の
CD45lowc-Kithigh細胞において、Sox17 強制発
現により長期造血再建能を獲得できるか検
討を行った。その結果、（５）と同様に移植
後 3ヶ月後に Sox17 導入細胞を確認すること
は出来なかった。 
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