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研究成果の概要（和文）：本研究では，転写因子Foxf1aの造血幹細胞（HSC）機能への役割を明らかにすること
を目的とした。Foxf1aは血球細胞ではHSCと巨核球に発現を認めた．Foxf1a欠損マウスは胎生致死であるために
コンディショナル欠損マウスを作製した.作製したFoxf1a欠損マウスでは，骨髄細胞数が増加したが，末梢血の
血球数に差は認めなかった．Foxf1a欠損HSCの造血幹細胞生着能,Long-term culture-initiating cellの割合が
低下した．細胞周期解析ではHSCのS期の割合が増加した．以上より，Foxf1aはHSCの静止期を保ち，その生着能
に寄与している可能性がある．

研究成果の概要（英文）：We previously reported that Vinculin is indispensable for the maintenance of
 hematopoietic stem cells (HSCs). Microarray analysis revealed that the expression of Foxf1a 
significantly reduced by the inhibition of vinculin. To examine the role of Foxf1a for HSC function,
 we developed conditional gene-deficient mice. In bone marrow, HSC and megakaryocytes expressed 
FoxF1a. While white blood cells, red blood cells, and platelets in peripheral blood were not 
affected, the number of bone marrow cells increased by the deletion of Foxf1a. Competitive 
repopulation assay of HSC showed that the deletion of Foxf1 deteriorated repopulation capacity of 
HSCs to reconstitute hematopoiesis. The frequency of long-term culture initiating cells also 
reduced. Finally, cell cycle analysis by the incorporation of BrdU in vivo revealed the increase in 
S phase of HSCs by the loss of Foxf1a. These data suggest that Foxf1a regulates quiescent of HSC in 
bone marrow niche to maintain the hematopoiesis. 

研究分野：血液内科学

キーワード： 造血幹細胞　Niche　細胞周期　転写因子

  ２版



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
我々は，細胞骨格蛋白 Vinculin が造血幹細
胞の骨髄内の維持機構に関与することを明
らかにした（Ohmori	et	al.,	J	Biol	Chem	
2010；	科学研究費助成事業（若手 B；平成
20−21 年度））．この機序を明らかとするため
に，	Vinculin 抑制による遺伝子発現変化を
マイクロアレイにて解析した．異なる 2 つの
shRNA配列に共通してFoxf1aという転写因子
が，最も発現が抑制されていた．		
	 最近では Foxf1a を含む 16 染色体長腕領域
の大きな欠失	(Foxc2,	Foxl1，など他の欠損
を含む)が，致死的な新生児疾患である
alveolar	capillary	dysplasia や左心形成不
全，食道閉鎖，尿管奇形などの原因になりう
るうること	(AM	J	Hum	Genet,	2009;	Am	J	Med	
Genetics,	2010)が報告された．Foxf1a のノ
ックアウトマウスは既に報告されており，E9
を越えて生存するホモマウスは存在しない	
(Development	2001)．ヘテロマウスでも重篤
な表現型をしめすため心・血管・造血の発生
や疾患病態生理に，Foxf1a が関与するかどう
かについては十分な解析がされていない．	

	

２．研究の目的 
本研究では，Foxf1a コンディショナルノック
アウトマウスを作製し，臓器特異的なノック
アウトマウスを用いて，Foxf1a の造血幹細胞
機能を明らかにする．		

 
３．研究の方法 
本研究は造血幹細胞機能，及び造血器悪性腫
瘍発症における転写因子 Foxf1a の役割と病
態生理の関与を明らかにするために Foxf1a
コンディショナルノックアウトマウスを作
成し，検討に用いた（Foxf1a	flox/flox）．Foxf1a	
flox/floxマウスを得た後に，インターフェロン
誘導性に Cre を発現する Mx1-Cre マウスとの
交配を行った	(Mx-Cre:	Foxf1a	flox/flox)．Cre
を誘導する polyI:C 投与後に造血幹細胞分画，
末梢血分画を観察し，Foxf1a が造血・血球分
化に対する役割を検討した．造血幹細胞領域
をソーティングし移植を行い，造血幹細胞の
生着・維持への Fox1fa の役割を評価した．
長期にマウスを詳細に維持することで，造血
器悪性腫瘍・骨髄増殖性疾患の発症について
観察した．造血幹細胞の細胞周期，血球分化
能，他の血球細胞の細胞機能を検討し，造血
幹細胞や血球細胞での Foxf1a の役割・その
機序を同定した．		

	

４．研究成果	
１)Vinculin 抑制による造血幹細胞 mRNA 変
化：造血幹細胞領域である c-kit 陽性、ScaI
陽性、Lineage 陰性（KSL 分画）細胞に対し
て，コントロール，Talin	shRNA，2 種類の
Viculin	shRNA を発現するレンチウイルスベ
クターを感染させ，mRNA を採取し，マイクロ

アレイ解析を行った．インテグリンシグナル
に無関係、かつ Vinculin 抑制に特異的な発
現変化を確認するために，Talin で発現が抑
制せず，Viculin の異なる 2 つの shRNA 配列
で効率よく抑制される mRNA を選択した（表
１）．同定済み遺伝子の中で，最も発現が変
化するｍRNA として Foxf1a を同定した（表 1）．	

	

表１	 Vinculin 抑制により変化する mRNA	

Number Description 

R vs 

A R vs B R vs C 

19621 Neurod2 0.41  -0.43  -0.49  

26455 Foxf1a 0.34  -0.86  -0.87  

26285 [AK044606] 0.26  -0.99  -0.99  

30185 Sync 0.17  -0.46  -0.56  

18505 [AK015310] 0.14  -0.39  -0.55  

39970 V1ri8 0.07  -0.39  -0.57  

28530 [AK009336] 0.04  -0.85  -0.84  

7247 1200009O22Rik 0.03  -0.48  -0.44  

26877 vinculin (Vcl) 0.01  -0.41  -0.35  

45200 Fgf10 0.01  -0.53  -0.70  

4252 [AK034355] -0.01  -0.36  -0.32  

21465 Myod1 -0.01  -0.38  -0.45  

31717 Myod1 -0.03  -0.34  -0.41  

22712 vinculin (Vcl) -0.03  -0.40  -0.36  

7403 Tmem163 -0.05  -0.43  -0.79  

28242 [AK140043] -0.06  -0.64  -1.05  

27456 Olfr154 -0.06  -0.37  -0.32  

7050 Myod1 -0.09  -0.41  -0.49  

20216 paxillin beta  -0.09  -0.56  -0.36  

27822 [AK039273] -0.11  -1.04  -0.78  

33259 [AK090281] -0.12  -0.82  -0.83  

9457 Myog -0.12  -0.44  -0.45  

26044 [AK043419] -0.13  -0.54  -0.39  

18234 Fgf2 -0.16  -0.50  -0.38  

10711  [AK017106] -0.17  -0.71  -0.56  

14893 Olfr190 -0.20  -0.51  -0.32  

24141  [AK018435] -0.20  -0.59  -0.31  

21421 L-Gulo -0.20  -0.51  -0.51  

5815 [AK037397] -0.22  -0.78  -0.84  

7100 Olfr1495 -0.24  -0.58  -0.34  

*Value was expressed as log10. R=control, 
A=Talin shRNA, B=Vinculin shRNA(B), 



C=Vinculin shRNA (C).		
	
２）骨髄細胞の Foxf1a 発現：骨髄細胞を
lineage陰性分画に分け，さらにc-kit陽性，
ScaI 陽性分画，さらに CD48 と CD150 の発現
により HSC,	HPC,	MMP 領域に分けた（図 1A）.	
骨髄細胞 mRNA は KSL 細胞発現を１とした場
合，KSL 細胞，巨核球に Foxf1a の発現を認め
た（図 1B）。さらに，KSL 細胞分画を展開す
ると，造血幹細胞である HSC,	HPC-1,	MMP 領

域に高い発現を認めた（Lineage 陰性分画を
１と定義：図 1C）．	
	
図１	 骨髄細胞 Foxf1a 発現	
（A）骨髄細胞を Lineage パネル陰性，c-kit
陽性，ScaI 陽性分画に分け（KSL），さらに
CD48 と CD150 で展開を行った．（B）KSL 細胞,	
T 細胞，B 細胞，好中球（Myeloid），巨核球
（Meg）からmRNAを抽出してリアルタイムPCR
で mRNA 発現を定量化した．(C)	KSL 領域をさ
らに HSC,	HPC-1,	MMP 領域に分け，mRNA 発現
と Lineage 陰性細胞の mRNA と比較した。デ
ータは平均と標準誤差．	

	
	
３）Foxf1a コンディショナルノックアウトマ
ウスの作製（図 2）：Foxf1a ノックアウトマ
ウスは胎生致死であるためにコンディショ
ナルノックアウトマウスを作製した．Foxf1a
の exon	1 の両端に lox 配列と PGK-Neo を発
現するターゲティングベクターを作製し（図
2A），ES 細胞にエレクトロポレーションをお
こない，相同組換えが生じている ES 細胞を
得た（図２B）．キメラマウス，F1 マウスを得
た後に，Flpe マウスとの交配によって

PGK-Neo を除去し，Foxf1a	 flox マウスを得
た。ジェノタイピングにより Foxf1aflox/floxを
確認した（図 2C）．	
	
	
図２	 Foxf1aflox/floxマウスの作製	
(A)	ターゲティングベクターの構造と
Foxf1a 遺伝子．（B）相同組換えが生じた ES
細胞のサザン解析，左から 3’プローブ，5’
プローブ，Neo プローブの順．（C）Flpe 交配
後の PCR による遺伝子解析。ワイルド	(+/+)，
ヘテロ（Flox/+），ホモ（Flox/flox）の順．	



	
	
４）Mx-Cre マウスとの交配：造血幹細胞の機
能を観察するために polyI:C で Cre が誘導が
可能な Mx-Cre マウスと交配を行った．
polyI:C	300	µg をマウスに腹注し，Cre を誘
導させた（図 3A）．polyI:C 投与後に HSC（造
血幹細胞領域）の Foxf1a の低下を確認した
（図 3B）．マウスの白血球数，赤血球数，血

小板に変化を認めなかったが，骨髄中の有核
細胞数は有意に増加した（図 3C）．	
	
図 3	Foxf1aflox/floxマウスの解析	
（A）PolyI:C 投与により Foxf1a の exon	1 が
除去される．(B)polyI;C 投与後に HSC 領域の
mRNA 発 現 を Foxf1aflox/flox と
Mx-Cre:Foxf1aflox/flox で比較した． Foxf1a	
mRNA の発現低下を認めた．（C）骨髄有核細胞
（両下肢，下腿骨髄）数を測定した。有意に
Mx-Cre:Foxf1aflox/flox で骨髄有核細胞数が増
加した．	

	

５）造血構築能の解析：Foxf1aflox/flox と
Mx-Cre:Foxf1aflox/floxマウスより，フローサイ
トメトリーで HSC 領域を分離した（Ly5.2 細
胞）．100 個の HSC を Ly5.1 マウスの骨髄細胞	
2	x	105細胞と同時に，放射線照射を行ったマ
ウスに投与し，競合的骨髄移植を行った（図
4A）．造血構築能は有意にマウス由来骨髄で
低下した（P	=	0.0037）(図 4B)。長期観察に

おいても，造血器悪性腫瘍の発現は認めなか
った．	
	
図４	競合的骨髄移植	
(A)Foxf1aflox/floxと Mx-Cre:Foxf1aflox/floxマウ
スより，フローサイトメトリーで HSC 領域を
100 個分離（Ly5.2）し，Ly5.1 マウス由来の
骨髄細胞 2	x	105 細胞と同時に放射線照射
（9.5Gy）を行ったマウスに投与した．移植
後の造血構築能は末梢血の Ly5.1 と Ly5.2 の
比率で評価した．（B）移植後の末梢血 Ly5.2
細胞の割合．Mx-Cre:Foxf1aflox/floxマウス由来
HSC の造血構築能が低下した（P	=	0.0037）．	
	
５ ） Long-term	 culture	 initiating	 cell
（ LTC-IC ） の 割 合 ： Foxf1aflox/flox と
Mx-Cre:Foxf1aflox/flox マウスより HSC を分離
し，フィーダー細胞上で，１００，５０，２
５，１０，５細胞の４週間培養を行い，その
後のコロニー形成能を評価した．12	well 中
のコロニー形成能の割合をプロットした（図
5）。Mx-Cre:Foxf1aflox/flox では，LTC-IC 細胞
の割合が減少した．	



	
	
	
	
図５	 LTC-IC の割合	
種々の細胞数の HSC をフィーダー上で培養し
LTC-IC の割合を求めた.	
	
６）細胞周期解析：造血幹細胞領域における
細 胞 周 期 を 評 価 し た 。 Foxf1aflox/flox と
Mx-Cre:Foxf1aflox/floxマウスに BrdU 投与後を
行い，12 時間後にサクリファイスし，骨髄を
分離した。造血幹細胞領域の細胞周期をフロ
ー サ イ ト メ ト リ ー で 測 定 し た ．
Mx-Cre:Foxf1aflox/floxマウスでは，造血幹細胞
領域の S期の割合が有意に増加した（表２）．	
	
表２	 造血幹細胞	細胞周期解析	

  Mean ± SD P  

G0/G1  Foxf1aflox/flox 62.35±6.60% - 

Mx-Cre: Foxf1aflox/flox 66.66±8.10% 0.355 

    

S  Foxf1aflox/flox 16.68±1.64% - 

Mx-Cre: Foxf1aflox/flox 19.78±2.21% 0.025* 

    

G2/M  Foxf1aflox/flox 15.82±4.62% - 

Mx-Cre: Foxf1aflox/flox 8.328±5.11% 0.042* 

*P < 0.05 (Student’s t-test). 
	
７）結論	
Foxf1aflox/flox マウスを作製し，造血幹細胞の
機能評価を行った．Foxf1a 欠損造血幹細胞は
造血構築能，LTC-IC の低下を認め，細胞周期
では S 期細胞の増加を認めた。一方，骨髄中
の有核細胞数は増加した．以上より，Foxf1a
は 造 血 幹 細 胞 を 静 止 期 に 保 ち ， そ の
Quiescent を制御している因子であることが
示唆された．一方，細胞周期に影響を及ぼし
ているメカニズムは，現段階では不明であり，
今後は下流分子の解析を進め，さらに Foxf1a
の機能を解析していきたい．	
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