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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、造血幹細胞の増殖・機能を負に制御しているアダプター蛋白質 Lnk の機能を
阻害することによりマウス ES/iPS 細胞から効率的な血液細胞の産生、そして造血幹細胞
の作製を試みた。その結果、Lnk の阻害により、①中胚葉細胞への分化効率が向上すると
ともに、②造血系サイトカインへの応答能が亢進しており、これらの作用により効率的に
血液細胞が産生されることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 

The adaptor protein Lnk is shown to negatively regulate HSPC function and HSPCs 
derived from Lnk-deficient mice show enhanced self-renewal and repopulation capacity.   
In this study, we attempted to generate hematopoietic cells including HSPCs from 
mouse embryonic stem (ES) cells and induced pluripotent stem (iPS) cells by inhibition 
of Lnk function using a dominant-negative mutant of Lnk (DN-Lnk) gene.   We 
showed that Lnk inhibition in mouse ES cells and iPS cells resulted in more efficient 
generation of mesodermal cells and hematopoietic cells than control cells.   Lnk 
inhibition by the transduction of DN-Lnk gene augmented the thrombopoietin-induced 
phospholylation of Jak2, Erk1/2, and Akt, indicating the enhanced sensitivity to TPO.   
Thus, our data clearly showed that inhibition of Lnk in ES cells and iPS cells could 
lead to efficient generation and expansion of immature hematopoietic cells. 
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１．研究開始当初の背景 

自己複製能と多分化能を有している
ES/iPS 細胞を再生医療や創薬研究へ応用す
るには、これら多能性幹細胞から目的細胞へ
の効率の良い分化誘導法の開発が必須であ
る。目的細胞への分化誘導法として、これま
では主にサイトカインなどの蛋白質を作用
させる手法が用いられてきたが、その分化効
率は十分ではない場合が多い。我々はこれま

でには、細胞分化を担う遺伝子を幹細胞へ導
入することにより、効率的な分化誘導が可能
ではないかと考え、研究を実施してきた。そ
して、アデノウイルスベクターを用いてマウ
ス ES/iPS 細胞やマウス骨髄由来間葉系幹細
胞へ分化関連遺伝子を導入することにより、
従来の液性因子のみを用いる誘導法と比較
し、骨芽細胞や脂肪細胞への分化効率を劇的
に向上させることに成功してきた。これらの
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結果から、これまでは ES/iPS 細胞からの分
化誘導が困難であった細胞種においても、遺
伝子導入技術を駆使することにより高効率
な分化誘導が可能になるものと考えた。 

 

２．研究の目的 

造血幹細胞移植は白血病・骨髄腫・リンパ
腫等の造血腫瘍や骨大理石病等の造血障害
の治療法として施術されているものの、絶対
的なドナー不足という問題を抱えているこ
とは周知の事実である。また、最近新たな細
胞ソースとして注目されている臍帯血にお
いても、移植に必要な造血幹細胞数が得られ
ないケースがある。そこで、造血幹細胞自体
を試験管内で増幅させる試みも行われてき
たが、未だ成功に至っていない。造血幹細胞
移植における「ドナー不足」と「細胞数の不
足」という問題を解決するため、本研究では、
遺伝子導入技術を駆使して ES/iPS 細胞から
効率良く造血幹細胞を作製する技術開発を
目的とした。 

Lnk は造血幹細胞の増殖や骨髄再構築能
を負に制御している細胞内アダプター蛋白
質である。Lnk 欠損マウスの造血幹細胞では、
増殖や機能の亢進がみとめられることから、
ES/iPS 細胞からの造血幹細胞誘導に使用す
る遺伝子として、Lnk の機能を阻害するドミ
ナントネガティブ変異体（DN-Lnk）遺伝子
が有望であると考え、研究を進めることとし
た。 

 

３．研究の方法 

①Lnk の発現解析 

 未分化 ES 細胞（BRC6）、iPS 細胞（38C2）
およびそれらから作製した胚様体（EB）から
RNA を抽出し、Lnk の発現を解析した。 

 

②DN-Lnk 安定発現株の作製と中胚葉分化 

 DN-Lnk遺伝子を発現するプラスミドをマ
ウス ES/iPS 細胞へ導入し、安定発現株を得
た。樹立した細胞株については未分化能と多
分化能を評価した。その後、胚様体（EB）作
製法により、中胚葉細胞への分化誘導を行っ
た。中胚葉細胞への分化効率は Flk1 陽性細
胞の割合を解析することにより、評価した。
また、併せて造血系転写因子の発現を
RT-PCR 法により解析した。 

 

③血液細胞への分化誘導 

 DN-Lnk 発現株と Neo 株（コントロール）
由来 EB 細胞、または Flk1 発現（+）細胞を
OP9 細胞上で SCF、Flt3-ligand、TPO、IL-3、
IL-6 を含む培地で培養することにより血液
細胞を産生した。得られた血液細胞数を計測
して比較するとともに、コロニーアッセイや
フローサイトメーターを用いた表面抗原の
解析を行い、血液細胞の産生効率を検討した。

また、得られた血液細胞のサイトカインに対
する応答能をウェスタンブロッティング法
にて解析した。 

 
４．研究成果 

 まず、各種細胞の Lnk の発現を解析した結
果、未分化 ES/iPS 細胞、ならびに ES/iPS

細胞由来EBおいてLnkの発現が観察された。
特に、血液細胞への分化能を有する Flk1+細
胞において発現が高いことが明らかとなり、
血液細胞分化に関与していることが示唆さ
れた。 

そこで Lnk の機能を阻害するため、
DN-Lnk発現ES/iPS細胞を樹立した。なお、
樹立した細胞株は未分化能・多分化能を保持
していた。得られた細胞株を用いて血液細胞
を誘導するため、EB を作製した。興味深い
ことに、培養 7 日目の EB において、DN-Lnk

発現株は Flk1+細胞の割合が増加しているこ
とを見出した。さらに、DN-Lnk 発現株は
SCL/Tal-1、Runx1、GATA-2 等の造血系転
写因子の発現が上昇していたことから、Lnk

の阻害により中胚葉分化が促進されている
ことが示された。 

次に、EB 細胞、または単離した Flk1+細
胞を OP9 細胞へ播種し、造血系サイトカイ
ン存在下で培養を行った。その結果、DN-Lnk

発現株由来細胞は、OP9 細胞上で効率良く増
幅することが明らかとなった。さらに、
DN-Lnk株由来血液細胞にはコロニー形成細
胞が多数含まれており、未熟な血液細胞由来
のコロニーである CFU-GEMM の数はコン
トロールと比較し、有意に増加していた。ま
た、CD34 や CD41 を発現する細胞も増加し
ていたことから、DN-Lnk 遺伝子の導入によ
る Lnk の阻害により、未熟な血液細胞、すな
わち、血液前駆細胞が生成され、増幅してい
ることが示された。また、DN-Lnk 株由来血
液細胞は、TPO 添加時にリン酸化 Jak2、
Erk1/2、Akt が増加していることも確認され、
サイトカイン応答能が亢進していることも
明らかとなった。 

以上の結果から、Lnk の阻害により、マウ
ス ES/iPS 細胞から血液細胞への分化効率が
上昇することが明らかとなった。この分化効
率の上昇には、中胚葉細胞への分化促進と造
血系サイトカインへの応答能亢進が関与し
ていることも実証した。今後、得られた血液
細胞中に造血幹細胞が含まれているかどう
か検討を行う予定である。 
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