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研究成果の概要（和文）：B細胞を含むすべての血液・免疫細胞は造血幹細胞から作られる。その過程で多能性
の造血幹細胞は徐々に分化能が限定されていき、最終的にB細胞にしかなれない前駆細胞に運命決定される。
様々な転写因子がB細胞への運命決定に関わっているが、詳細は明らかでない。特に、これら転写因子の標的遺
伝子として示唆されている細胞内代謝調節遺伝子の役割は不明である。我々は最近B細胞への運命決定における
分子機構を調べることの出来る新しい分化誘導系を開発した。この培養系を用いてB細胞への運命決定に必要な
エネルギー代謝関連の遺伝子をスクリーニング行ったところ、インスリンシグナルがB細胞分化に重要であるこ
とが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：All hematpoietic / immune cells including B cells are generated from 
hematopoietic stem cells(HSCs). HSCs gradually specify their differentiation potential to finally 
commit to the B cell lineage. Although transcription factors (TFs) are shown to be essential for the
 cell fate decision, the roles of the TFs in regulating cellular metabolisms remain to be 
determined. We have recently established a culture system to examine the molecular mechanisms of B 
cell fate determination. Using this sytem, we demonstrated that the insulin signals are important 
for early B cell differentiation. 

研究分野： 免疫学、血液学
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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	
造血幹細胞は様々な系列決定過程を経て

最終的に B細胞にしかなれない前駆細胞と
なる。この運命制御には転写因子が重要な
働きをしているが、詳細は明らかでない。
解析の大きな障害となっているのが、良い
実験モデルがないことにある。	
申請者らはカリフォルニア大学サンディ

エゴ校のC.	Murre教授との共同研究により、
転写因子 E2A を欠損したマウスではリンパ
系とミエロイド系共通の前駆細胞段階で分
化が停止し、このリンフォ・ミエロイド前
駆細胞が自己複製することを示した(Ikawa	
et	al.	Immunity,	2004)。この用法を応用
し、E2A の阻害タンパクの 1つである Id3
を用いることにより、多能前駆細胞を生体
外で増幅することに成功した（Ikawa	et	al.	
Stem	Cell	Reports,	2015）。我々はこの前
駆細胞を iLS(induced	Leukocyte	Stem)細
胞と名付けた。iLS 細胞は細胞の分化・増
殖を自在に操ることが出来るため、細胞の
運命制御の研究に最適である。我々は、Id3
とエストロゲンレセプター（ERT2）を融合
した Id3-ERT2レトロウイルスベクターを
作成することにより iLS 細胞をさらに改良
することに成功した。この Id3-ERT2 を用い
ると、タモキシフェンによって分化停止・
誘導をより厳密に制御することが可能とな
る。すなわち、タモキシフェンを加え続け
る限りは多能性を維持するが、これを除去
すると B細胞への分化が誘導され、わずか
７日間で B前駆細胞への系列決定が完了す
る。	
そこで本研究では、この分化誘導可能な

iLS 細胞を用いて、B細胞への運命決定に必
要なエネルギー代謝系遺伝子をスクリーニ
ングし、その機能を明らかにすることを目
指す。	
	
２．研究の目的	
B細胞を含むすべての血液・免疫細胞は

造血幹細胞から作られる。その過程で多能
性の造血幹細胞は徐々に分化能が限定され
ていき、最終的に B細胞にしかなれない前
駆細胞に運命決定される。E2A、EBF1、PAX5
など様々な転写因子が B細胞への運命決定
に関わっているが、詳細は明らかでない。
特に、これら転写因子の標的遺伝子として
示唆されている細胞内代謝調節遺伝子の役
割は不明である。我々は最近 B細胞への運
命決定における分子機構を調べることの出
来る新しい分化誘導系を開発した。この培
養系を用いると、７日間で多能前駆細胞か
ら B細胞系列への運命決定を誘導すること
が出来る。そこで本研究ではこの培養系を
用いて B細胞への運命決定に必要なエネル
ギー代謝関連の遺伝子をスクリーニングし、
その機能を明らかにすることを目的とする。	
	
3. 研究の方法	

(1)iLS細胞の作成およびB細胞への分化誘導、
網羅的発現解析	
iLS 細胞の作成には Id3-ERT2 レトロウイ

ルスを用いる。Id3-ERT2をマウス胎仔肝臓
の造血幹細胞へ導入しタモキシフェンを作
用させながら TSt-4 ストローマ細胞上で培
養する。TSt-4 細胞は通常は B 細胞への分
化を支持するが Id3 が E2A の機能を阻害す
るため、B細胞分化が初期の段階で停止し、
多能前駆細胞として増幅する。この細胞を
継代、増幅させることによって培養 1 ヶ月
ほどで均質な iLS 細胞が大量に作成できる。	
	 次にこの培養系からタモキシフェンを除
去することによって B細胞への分化を誘導
する。B細胞へ分化誘導後、0,	0.5,	1,	2,	
4,	6,	8,	10,	12,	24,	48,	72,	96,	120,	144
時間後（計 15ポイント）に細胞を採取し、
RNA を精製する。得られた RNA は RNA-seq
法を用いて網羅的な遺伝子発現解析を行う。
これにバイオインフォマティクス解析を加
えることにより、B細胞への運命決定にお
ける遺伝子発現の推移を解析する。経時サ
ンプル（細胞）は同時に ChIP-seq 解析を行
い、H3K4me3 や H3K27me3などヒストンの修
飾状況も解析する。これらのデータを元に
B細胞特異的に発現する細胞内代謝系遺伝
子をスクリーニングしその発現パターンを
確認する（図 1）。	

	
(2)B細胞特異的に発現する代謝調節因子の
スクリーニング	
(1)で得られた結果から代謝調節因子を選

び出し、通常の B細胞分化における発現パタ
ーンを確認する。その際には、公共データベ
ースを用いたり、実際の骨髄細胞における発
現を RT-PCR で確認したりする。スクリーニン
グの際には、B細胞分化に重要な転写因子で
ある E2A,	EBF1,	PAX5 などの標的遺伝子とし
て報告されているものを優先的に選び出す。
こうして得られた候補遺伝子に対するshRNA
を作製し、iLS 細胞を用いて機能阻害実験を
行う。具体的には iLS 細胞に shRNA ウイルス
を感染させ、タモキシフェン存在下で分化を
停止させながら培養する。２日後に細胞を回
収し、感染細胞（GFP 陽性）をソーティング
する。この細胞を TSt-4 ストローマ細胞上で

図 1	 iLS 細胞を用いた新規スクリーニング系	



IL-7 存在下に培養し B細胞へ分化誘導する。
７日後に細胞を回収し、フローサイトメータ
ーを用いて CD19 陽性細胞が出現するかどう
か調べる。CD19 陽性細胞の出現を抑制する効
果が認められた因子についてはGFP 陽性細胞
を経時的に採取し、遺伝子発現プロファイル、
および免疫グロブリン（Ig）H鎖の D-J およ
び V-DJ 遺伝子再構成などを調べ、B細胞分化
の抑制状態を詳細に検討する。	
(3)造血幹細胞を用いた B細胞分化阻害実
験	
	 (2)で得られた候補遺伝子について正常
な B細胞分化における機能を阻害剤や
shRNA を用いて確認する。具体的にはマウ
ス胎仔肝臓の造血幹細胞へ shRNA を導入し、
TSt-4 ストローマ細胞上で B細胞へ分化誘
導する。培養７〜１０日後に細胞を回収し、
フローサイトメーターを用いてCD19 陽性
細胞の存在を確認する。B細胞分化阻害効
果が認められた因子については(2)と同様
に IgM 陽性細胞の出現、遺伝子発現プロフ
ァイル、IgH 鎖の遺伝子再構成などを詳細
に調べる。このようにして通常の B細胞分
化過程で機能しているのか否か検討する。	
 
４．研究成果	
(1)iLS細胞のB細胞への分化誘導系を用い
て代謝系遺伝子のスクリーニングを行った
結果、Chst3,	Pde2a,	Insulin	receptor	
substrate	(Irs)1など様々な遺伝子の発現
が B細胞分化とともに上昇することが明ら
かとなった。興味深いことに Irs1 は B細胞
への分化誘導後、一過性に発現が上昇して
いた（図 2）。既に報告されていた論文で
調べると、これら代謝系遺伝子の多くは B
細胞分化に必須の転写因子である EBF1,	
PAX5 の標的遺伝子であった。次に、これら
の遺伝子発現を骨髄中の前駆細胞を用いて
解析したところ、造血幹細胞や多能前駆細
胞段階では発現が認められなかったが、プ
ロ B細胞において発現が上昇していた。こ
のことは生体内においても B細胞分化が進
むにつれて細胞内代謝系遺伝子の発現が上
昇していることを示している。	

(2)(1)で候補となった代謝系遺伝子に対す
る shRNA や阻害剤を用いて、機能解析を行
った。その結果、Irs1 の発現を阻害すると
iLS 細胞から B細胞系列への運命決定が抑
制された。また、IRS-1 に対する shRNA は
胎仔肝臓および骨髄の造血幹細胞からの B
細胞への分化も阻害した。同様に、Insulin
受容体に対する shRNA を作成し、造血幹細
胞へ導入すると、B細胞への分化が阻害さ
れた。このことは IRS-1 を含めたインスリ
ンシグナルが B細胞の生成に重要な役割を
はたすことを示唆している。	
(3)(2)によって明らかとなったインスリン
シグナルの B細胞初期分化における役割を
解析した。IRS-1 を欠損したマウスを解析
したところ、骨髄において B細胞数が著減
していた。また、脾臓の B細胞の機能成熟
にも異常が認められた。次に IRS-1 欠損マ
ウス骨髄から造血幹細胞を採取し、TSt-4
ストローマ細胞と共培養したところ、B細
胞への分化が顕著に阻害されたことから、
IRS-1 は B細胞の分化・成熟を直接制御し
ていると考えられた。このことは IRS-1 を
含めたインスリンシグナルが、正常な B細
胞の分化や機能維持に重要な役割を果たし
ていることを示唆している。	
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