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研究成果の概要（和文）：ETV2は胎児期の造血―血管系の発生に必須の因子である。申請者らは既に分化した体性細胞
である成人皮膚線維芽細胞をETV2導入により血管内皮細胞に直接転換できることを報告した。　　
面白いことにETV2発現線維芽細胞は造血分化に必須の転写因子RUNX1, TAL1, GATA2も発現していることを見出した。そ
こでETV2と共に20種類のhemogenic endothelium特異的転写因子を導入し、SCF, FLT3L, TPO, IL-3, IL-6の存在下でOP
9細胞と共培養すると、CD45及びc-Kit陽性の血球様細胞が出現した。本成果より皮膚から血液細胞を作製できる可能性
が見出された。

研究成果の概要（英文）：An ETS family transcription factor ETV2 is essential for hemato-endothelial 
development in embryo. We have reported that human adult skin fibroblasts directly convert into 
functional endothelial cells by transducing ETV2.
Interestingly we found that ETV2-transduced human adult skin fibroblasts also expressed RUNX1, TAL1, and 
GATA2, which were transcription factors essential for hematopoiesis. Thus to generate hematopoietic cells 
from fibroblasts, we transduced not only ETV2 but also 20 kinds of transcription factors essential for 
hematopoiesis into human adult skin fibroblasts, then co-cultured them with OP9 stroma cells in the 
presence of SCF, FLT3L, TPO, IL-3, and IL-6 for four weeks. Consequently we detected CD45+c-Kit+ 
hematopoietic-like cells by FACS analysis. Our results may leads to generation of functional 
hematopoietic cells from individual skin in the future.

研究分野：免疫学
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１．研究開始当初の背景 
造血系と血管系は共に hemogenic 
endothelium という胎生期にのみ存在する特
殊な血管内皮細胞から発生する。そのため
造血系の分化に重要な転写因子の多くは血
管系と共通していることが、マウスやゼブ
ラフィッシュを用いた研究から明らかにな
りつつある。これらの転写因子の多くは
null により胎生致死となり、複数の転写因
子の機能的相互作用を個体レベルで解析す
ることは困難である。一方、近年マウス胎
児線維芽細胞に 4種類の転写因子 Gata2, 
Gfi1b, cFos, Etv6 を導入し、「直接リプロ
グラミング法」によりhemogenic endothelium
から血球及び血管内皮細胞に分化する過程
を再現できることが報告された（Pereira et 
al. Cell Stem Cell. 2013）。この流れより
ヒト血液細胞分化に関する研究は火急の重
要課題となりつつある。 
申請者は「細胞直接リプログラミング法」
により ETV2 単独でヒト成人皮膚線維芽細胞
を機能的な血管内皮細胞に転換することを
報告した（PNAS. 2015）。ETV2 は ETS ファミ
リー転写因子であり、胎児期の造血―血管
系の発生に必須の因子であることはマウス
やゼブラフィッシュの研究により明らかに
されている。しかし申請者は既に分化した
体性細胞を ETV2 により血管内皮細胞に転換
させることにより、ETV2 は強力な血管内皮
細胞誘導因子であることを示した。一方面
白いことに、ETV2 発現線維芽細胞は造血分
化に必須の転写因子 RUNX1, TAL1, GATA2 を
発現することを見出した。さらに２２種類
の転写因子を導入し、SCF, FLT3L, TPO, IL-3, 
IL-6 の存在下でマウス骨髄ストローマ細胞
株 OP9 細胞と共培養すると、c-Kit 陽性の血
球細胞が出現する。これは ETV2 を中心とし
てによりヒト線維芽細胞を hemogenic 
endothelium に直接リプログラミング出来る
可能性を示している。 
 
２．研究の目的 
本研究では ETV2 以外に表１の２２種類の
候補転写因子をヒト成人線維芽細胞に導入
し、『細胞直接リプログラミング』により
hemogenic endothelium 更には血球への分化
誘導を試み、ヒト血球の分化に重要な転写
因子を同定する。 
 
３．研究の方法 
ヒト線維芽細胞に ETV2 をレンチウイルス
ベクターにて導入し、4日後に Venus 陽性細
胞をソートする。更に表１の２２種類の因
子の混合レンチウイルスベクターを感染さ
せ、様々なサイトカイン存在下でOP9細胞と
約 1カ月共培養する。その後
CD34+CD31+c-Kit+細胞をソートし、定量 PCR
や FACS により hemogenic endothelium とし
ての性状を解析する。作成された hemogenic 
endothelium はサイトカイン存在下で OP9 細

胞と共培養し、加え
て NOD SCID マウスに
移植し、in vitro と
in vivoでの血球分化
能を評価する。 
得られた血液細胞
からゲノム DNA を回
収し PCR により
integrate された因
子を同定する。検出
された因子で再度
hemogenic 
endothelium と血液
細胞への直接リプロ
グラミングを行うこ

とにより因子を決定する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
レンチウイルスを用いて ETV2 並びに表１
の候補転写因子遺伝子を成人皮膚線維芽細
胞に導入し OP9 細胞と共培養した。その際培
養液にはSCF, FLT3L, TPO, IL-3, IL-6, IL-11, 
BMP4, VEGF を添加した。一ヵ月後には球状の
血球系とみられる細胞コロニーが幾つか出
現し、FACS 解析にて CD45+c-Kit+細胞が検出
されたため、この細胞集団をセルソーターに
て分取した。ゲノム DNA を抽出し、PCR にて
ゲノムDNAに組み込まれた因子を検出したと
ころ 14 種類の転写因子が検出された。 
現在、これらの 14 因子を成人皮膚線維芽
細胞に導入し、血球様細胞の誘導を行ってい
る。 
一方、上記の遺伝子導入線維芽細胞を IL-7
存在下で OP9-DL1 細胞と共培養したところ、
CD3+CD45+Ｔ様細胞も検出された。これらの所
見より、本研究の候補遺伝子は T細胞への分
化にも関与していることが考察される。 
これまで直接リプログラミング法によっ
てマウス線維芽細胞から血球の分化誘導の
報告はあるが、ヒトに関しては未だ報告はな
い。本研究成果は、ヒトの血球分化（および
T細胞）に重要な因子を決定する上で重要と
考えられる。今後は更に因子を絞り込み、必
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要かつ十分な因子を決定する。その際、免疫
不全マウスへの移植を行い、in vivo での血
球分化の観察、更には、細菌感染実験等によ
り血球機能の評価も行う。 
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