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研究成果の概要（和文）：Cre誘導型のmidbodyレポーターマウスの作製と解析を中心に研究を行った。細胞質分
裂時に２つの娘細胞をつなぐ構造物であるmidbodyのマーカーとしてMgcRacGAPと蛍光タンパクであるhmK02との
融合タンパクを採用した。造血系特異的にMgcRacGAP-hmKO2レポーターを発現させる目的で、Vav-Creマウスとの
交配を行い、造血系特異的にMgcRacGAP-hmKO2を発現するマウスを樹立した。このマウスから採取した造血幹細
胞において、細胞分裂時にMidbodyをhmKO2で観察可能であること、造血幹細胞は前駆細胞と比べると高い割合で
midbodyを放出することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We established a novel Cre-inducible midbody reporter mouse line. Midbody is
 a unique structure that connects two daughter-cells at the end of cell division. MgcRacGAP-hmKO2 
fusion protein was used as a surrogate marker for midbody. To visualize midbody behavior in 
hematopoietic system, we crossed the Cre-inducible midbody reporter mouse line with Vav-Cre mouse 
line that expresses Cre in hematopoietic lineage. Hematopoietic stem cells from the mouse line 
nicely expressed MgcRacGAP-hmKO2 reporter during cell division. We found that hematopoietic stem 
cells released midbody with higher probability than progenitor cells did. We are going to examine if
 this is also the case in vivo in the future. 

研究分野：造血幹細胞学
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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	
	 	
	 Midbody（中央体）は細胞質分裂の際に形
成される一時的な構造物である。細胞分裂が
終わる際に、midbody はいずれかの娘細胞に
継承されることが知られていたが、細胞外に
放出されることもあることが最近判明した。
（Marzesco,	A.M.et	al,	J.Cell	Sci,2005）。
また、midbody が継承または放出されるかは
細胞種によって異なることや細胞分化と関
係していることが示唆されている（Andreas	
W.E.	et	al,	Nat.Commun,2011）。また、幹細
胞は癌細胞や不死化細胞と比較すると細胞
分裂の際に midbody を放出する割合が高い。
このことから、midbody の継承・放出と幹細
胞の多能性維持・分化とは密接な関係がある
ことが示唆された。このことから、midbody
の継承・放出と幹細胞の多能性維持・分化は
密接な関係があることが示唆される。幹細胞
が分裂する際に、非対称分裂モデルでは
midbody を片方の娘細胞が継承し、その違い
により一方は多能性を継承し他方は分化す
ること（図１）が予想できるが、いずれが多

能性を維持しているかは不明であり、また同
じ midbody を放出した娘細胞でも対称分裂の
場合ではどうなるかも不明である。Midbody
の動態と造血幹細胞の対称・非対称分裂並び
に多能性維持・分化とにある法則性を明らか
にすることができれば、midbody の継承・放
出を観察することで、造血幹細胞が分裂した
後に 2個の娘細胞が多能性を維持しているか
あるいは分化しているかどうかを容易に確
認することが可能となる。	
	申請者の研究室では以前に midbody のマー
カーとして MgcRacGAP（Male	germ	cell	Rac	
GTPase	activating	protein）を報告してい
る(Minoshima	 Y.et	 al,	 Dev.Cell,2003)。
MgcRacGAP-mVenus 融合タンパクにより、
midbody をライブイメージングすることが可
能 で あ る 	 (Nishimura	 K.	 et	 al,	 PloS	
One,2013)。この MgcRacGAP-mVenus を造血幹
細胞・前駆細胞特異的エンハンサー（eR1	
enhancer:	 Koh	 et	 al,	 Histol	
Histopathol,2015）下で発現させることによ
り、in	vivo 骨髄において造血幹細胞・前駆
細胞特異的に対称・非対称細胞分裂をライブ

イメージングすることが可能である。これま
で、骨の内部をライブイメージングすること
は不可能と考えられてきたが、２光子励起顕
微鏡を利用することにより骨髄を生きたま
まの状態で観察することが可能になった
(Ishii	M	et	al,	Nature	2009)。様々な骨髄
ニッチ細胞特異的なレポーターマウスや細
胞周期モニタリングマウスとの組み合わせ
で、骨髄において造血幹細胞がどのように対
称・非対称分裂をしているのか、どこで分裂
しているのか、分裂の際に骨髄ニッチに接着
しているのかあるいは浮遊しているのかな
どの疑問を検証することが可能になってき
ている。Midbody の動態と造血幹細胞の対
称・非対称分裂並びに多能性維持・分化との
間にある法則性を明らかにすることができ
れば、これらのマウスに加えて MgcRacGAP レ
ポーターマウスは骨髄における造血幹細胞
の対称・非対称分裂と分化多能性維持の有無
を確認することのできる有用なツールとな
ることが期待される。	
	 そこで、本研究では造血幹細胞の非対称分
裂と Midobody の非対称分配との関連性を検
討することとした。	
	
	
２．研究の目的	
	 	
	 造血幹細胞が対称・非対称分裂する際に
midbody が一方の娘細胞に継承あるいは放出
されるかを観察し、娘細胞が多能性を継承し
ているかどうかを検証することで、midbody
の多能性維持マーカーとしての利用を模索
する。Midbody をマーカーとして in	vivo で
造血幹細胞の対称・非対称分裂をライブイメ
ージングすることを目指す。	
	具体的には、	
(1)In	vitro において造血幹細胞が分裂した
際の midbody の継承・放出と娘細胞の多能性
維持・分化との関連性を解明する。造血幹細
胞の対称・非対称分裂を解析する方法として
Paired	 daughter	 cell	 assay(Suda	 T,	
Proc.Natl.Acad.Sci.USA,1984) が あ る 。
Paired	daughter	cell	assay とは骨髄から採
取した１個の造血幹細胞を in	vitro で培養
し、１回分裂させた後に２個の娘細胞の多能
性分化能を比較する研究方法である。この手
法を用いて、	
	 ①MgcRacGAP レポーターマウスから造血幹
細胞をシングルセルソートし、 paired	
daughter	cell	assay を行い、多能性維持培
地または分化培地で midbody の継承・放出の
割合を比較解析する。	
	 ②1 回分裂後の 2 個の娘細胞のシングルセ
ル RNA-Seq を行い、midbody の有無による娘
細胞の遺伝子発現プロファイル比較解析を
行い、造血幹細胞特異的な遺伝子の発現を確
認することで娘細胞の多能性を判断し、
midbody の有無と娘細胞の多能性維持との関
連性を検証する。	



(2)In	vivo骨髄における造血幹細胞が分裂す
る際の midbody の動態と娘細胞の多能性維
持・分化との関連性を解析する。MgcRacGAP
レポーターマウスと G0 マーカーマウス、骨
髄ニッチ細胞特異的レポーターマウスとを
組み合わせて、骨髄において造血幹細胞が分
裂する際の midbody の動態を観察する。具体
的には、Midbody が娘細胞に維持される場合
に、骨髄ニッチに接着している細胞あるいは

骨髄ニッチから離れた細胞のいずれに
midbody が維持されるのか（図２）、あるいは
接着の有無とは関係はないのか等を観察す
る。分裂時に２個の娘細胞が骨髄ニッチに接
着しているあるいは骨髄ニッチから浮遊し
ている場合における、midbody の放出・維持

の違いや娘細胞の多能性維持・分化の違いを
観察する（図３）。	
(3)正常造血幹細胞・前駆細胞と造血器腫瘍
幹細胞・前駆細胞とでは細胞分裂時に
midbody の動態に何か違いがあるのかどう
かを検証する。マウス骨髄由来造血幹細
胞・前駆細胞や臍帯血由来 CD34+造血幹細
胞・前駆細胞などを用いて in	vitro におい
て正常造血細胞と造血器腫瘍細胞（MLL-AF9
を過剰発現）との違いを検証し、造血器腫
瘍細胞にのみ見られる独自の細胞分裂メカ
ニズムを見つけ出し、治療のターゲートを
模索する。	

３．研究の方法	
	 	
	 造血幹細胞の対称・非対称分裂時における
midbody の継承・放出と娘細胞の多能性維
持・分化との関連性、骨髄ニッチとの関連性
について in	vitro と in	vivo で解析を行う。	
(1)造血細胞特異的に midbody のレポーター
である MgcRacGAP-hmKO2 を発現するマウスを
構築する。	
(2)	造血細胞特異的に midbody のレポーター
である MgcRacGAP-hmKO2 を発現するマウスか
ら、造血幹細胞をソートし多能性維持培地と
分化培地とで培養し midbody の継承・放出の
割合を比較する。	
(3)	MgcRacGAP-hmKO2 を発現するマウスから
ソートした造血幹細胞の Paired	daughter	
cell	assay、娘細胞のシングルセル RNA-Seq
を行い、対称・非対称分裂それぞれの midbody
の有無の違いによる娘細胞の多能性維持因
子の発現の違いを比較解析する。	
(4)	2 光子励起顕微鏡を用いて骨髄のライブ
イメージング行い、骨髄ニッチにおける造血
幹細胞の midbody の継承・放出の割合を検証
する。		
(5)	マウス造血幹細胞あるいはヒト臍帯血
由来造血幹細胞/前駆細胞を用いて、正常細
胞と白血化細胞(AML)との細胞分裂時におけ
る midbody の維持・放出の違いを比較する。	
	
	
４．研究成果	
	 	
	 研究期間を通して、以下のことを明らかに
した。	
(1)	MgcRacGAP-hmKO2 レポーターマウスの樹
立：	
	 当初の計画通り MgcRacGAP-mVenus を造血
幹細胞・前駆細胞特異的エンハンサー（eR1	
enhancer）下で発現させたトランスジェニッ
クマウスを作製したが、残念ながら造血幹細
胞・前駆細胞において MgcRacGAP-mVenus の
発現を確認することが出来なかったため、計
画を変更し、MgcRacGAP-hmKO2 を Rosa26 遺伝
子座に loxP-STOP-loxP カセットと共にノッ
クインした Cre 誘導型 MgcRacGAP-hmKO2 レポ
ーターマウスを作製した。	
(2)レトロウイルスにより MgcRacGAP-hmKO2
を導入した造血幹細胞・前駆細胞を用いた予
備実験：	
	 レトロウイルスにより MgcRacGAP-hmKO2 を
導入した造血幹細胞・前駆細胞は in	vitro
において NIH3T3 細胞株（不死化細胞）と比
較すると、高い割合で midbody を放出するこ
とを明らかにした。また、midbody を継承し
た娘細胞のほうが、継承しなかった娘細胞
（放出を含む）よりも細胞周期のスピードが
遅いだけでなく、分化するまでの時間も長い
ことを明らかにした(図４)。この結果は、
midbody の継承と幹細胞性の維持とが関連し
ていることを示唆するものであった。現在、



 
 

 

 

 


