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研究成果の概要（和文）：本研究では「M-T-B前駆細胞からM-T前駆細胞になる過程」の解明を目指した。27年度
には理研のFANTOM5でこの分化段階の経時データを報告し（Science, 329:1014, 2015）、さらに多能前駆細胞の
分化誘導オン/オフ系を作製した（Stem Cell Reports, 2015）。28年度にはポリコム欠失によるTからB系列への
運命転換を報告した（Gene Dev, 2016）。計画通りでなかった点もあるが、計画に沿った成果（Stem Cell 
Reports）、関連成果（Gene Dev）が得られており、総体としては、順調に成果があがったと考えている。

研究成果の概要（英文）：We aimed to clarify the molecular mechanisms of the step by which 
myeloid-T-B progenitors are committed to myeloid-T progenitors. In 2015, we reported the time course
 data of this process as a part of FANTOM5 project conducted by RIEKN（Science, 329:1014, 2015）, 
and also succeeded in developing an on-off induction culture system of multipotent hematopoietic　
progenitors（Stem Cell Reports, 2015）. In 2016, we reported that T cell progenitors are converted 
into B lineage cells upon inactivation of polycomb complex（Gene Dev, 2016）. In one of planned 
subjects, in which we knocked out snai1 and snai2, which had been listed up from FANTOM5 project as 
candidate genes that play role in early T cell differentiation, we produced T cell specific 
conditional double knockout mice, but unfortunately they did not show phenotypes. However, we have 
achieved publications as mentioned above along with the aim of this study, and so, as a total, we 
think that the results were satisfactory.
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１．研究開始当初の背景 

申請者らは、2001 年に「ミエロイド基本型モ

デル」という独自の造血モデルを提唱した。

古典的モデルが最初の分岐でミエロイド-エ

リスロイド系前駆細胞（M-E 前駆細胞）とリ

ンパ系前駆細胞（T-B 前駆細胞）がつくられ

ると提唱しているのに対し、申請者らのモデ

ルではまず M-E 前駆細胞とミエロイド-リン

パ系前駆細部（M-T-B）前駆細胞がつくられ、

M-T-B 前駆細胞から M-T 前駆細胞と M-B 前駆

細胞を経て T前駆細胞と B前駆細胞が生成す

ると提唱している。それぞれの前駆細胞を特

定の分画中に濃縮することにより、実証を進

めてきた。特に幹細胞から T前駆細胞に至る

経路においては M-T-B 前駆細胞（J Immunol, 

2002）と M-T 前駆細胞 (Nature, 2008)の存

在を示した。さらに M-T 前駆細胞が T前駆細

胞へと決定される過程も明らかにした

（Science, 2010）。 

 一方、M-T-B 前駆細胞から M-T 前駆細胞に

至る過程は、まだよく分かっていない。胸腺

に移住して胸腺上皮細胞が発現する Notch 

ligand に出会って Notch シグナルが入り、そ

れによりすみやかにM-T前駆細胞になると考

えられている。 

この過程はいわゆる DN1 という段階で起こ

るが、DN1 細胞が少ないため、研究が困難で

あった。そこで、申請者らは培養中で増幅可

能な多能前駆細胞をT系列に向けて分化誘導

して、経時的に解析するというアイデアを考

案した。E2A, EBF1、PAX5 などの転写因子を

欠損した前駆細胞はB細胞分化誘導環境で培

養すると、M-T-B 前駆細胞の段階で自己複製

することが知られている（Ikawa et al, 

Immunity, 2004）。例えば EBF1 前駆細胞を T

細胞分化誘導環境に移してT系列に向けて分

化誘導すると、同調して一斉に分化し、培養

3 日目には半数が、４日目にはほぼ全てがい

わゆるDN2という分化段階に入る。すなわち、

培養の最初の2日間が、DN1段階に相当する。 

  

２．研究の目的 

この研究では多能幹細胞から T 前駆細胞が

作られる過程において「B 細胞の分化能を喪

失する過程」のメカニズムを明らかにするこ

とを目的とした。上記の培養から経時的に回

収したサンプルを、理研がすすめていた

FANTOM5というプロジェクトでCAGE解析した。

そのプロジェトクから snai1 と snai2 という

転写因子が候補に上がったので、これら２因

子のT細胞特異的コンディショナルノックア

ウトマウスを作製することも目的とした。さ

らに、転写因子だけでなく、「B細胞の分化能

を喪失する過程」へのエピジェネティックな

メカニズムの関与も調べることを目的とし

た。 

 

３．研究の方法 

まずすでに得られているデータについて解

説する。分化誘導培養開始後 1週間の内に 15

のタイムポイントをとって細胞を回収し、解

析した。転写因子に着目し、得られた増減パ

ターンから、9 つのクラスターに分類するこ

とができた。 

 本申請研究では、その中で T細胞系列への

特化過程に関係のありそうなクラススター2

とクラスター9 について主に検証を進める計

画であった。バイオインフォマティクス解析

を加えることにより、クラスター２とクラス

ター9 についてはネットワークを描出するこ

とに成功している。 

 本申請研究では、これらのネットワークを

参考にしつつ、転写因子の中でキーとなる因

子を絞り込む作業を行う。実験法としては、

候補となる転写因子を誘導的に欠失させた

多能前駆細胞を用いて、B 細胞系やミエロイ

ド系への分化能を解析する。 

さらに、エピジェネティックな制御機構の

関与も明らかにする。分化能が消失する時に

はエピジェネティックな制御がかかってい



ると思われる。実験法としては、ポリコムを

介する制御やDNAメチレーションを介する制

御の関与を明らかにするために、ポリコムあ

るいはdnmt1を誘導的に欠失させた多能前駆

細胞を用いてT細胞系列への分化誘導を行う。

より詳細な方法については研究計画の項目

に詳しく記す 

以下、具体的な実験法を記載する。多能前

駆細胞をNotchリガンド発現ストローマ細胞

に移して B細胞分化能の変遷をみる。多能前

駆細胞としては、B 細胞への分化能の検定を

可能にために、ER-Id3 により E2A をタモキシ

フェンの存在下だけ抑制する誘導的システ

ムを用いて作製した多能前駆細胞を材料に

する。エピジェネティクス制御状態の改変を

行い、その影響を見る。すなわちこの前駆細

胞においてポリコムやDNAメチレーションを

欠失させた上で、さらに転写因子に改変を加

え、B 細胞や T 細胞への分化能に変化が起こ

るかどうかを、ストローマ細胞との共培養系

を用いて測定する。 

 

４．研究成果 

27年度には理研のFANTOM5プロジェクトに

参加し、EBF1 欠損多能前駆細胞を分化同期培

養したサンプルを CAGE 法で解析したデータ

を著者のひとりとして報告した（Arner et al, 

Science, 329:1014, 2015）。さらに ER-Id3

導入によって多能前駆細胞からの分化をス

イッチオン/スイッチオフできる系を完成さ

せた（Ikawa et al, Stem Cell Reports, 

5:716-727, 2015）。 

 28年度は同様の目的で進めていたlck-Cre

と Ring1A-/-Ring1Bf/f をかけ合わせる研究

が大きく進展し、重要な知見を得て、論文発

表にいたった（ Ikawa et al, Genes & 

Development, 30: 2475, 2016）。T 前駆細胞

においてポリコムを欠失させるとB系列の細

胞に運命転換するという内容であった。 

最終年度である 29 年度には、計画していた

snai1 と snai2 のコンディショナルダブルノ

ックアウトマウスが作製できた。しかし、結

果は残念ながらT細胞分化に関しては表現型

がみられなかった。一方、29 年度には T前駆

細胞でポリコムを欠失させると最終的には

ミエロイド系細胞に運命転換するという、次

につながる成果も得られた。 

期間全体として、上記の snai1snai2KO マ

ウスのように期待通りの結果が得られなか

った課題もあるが、計画通りの成果（Stem 

Cell Reports, 2015；Gene Dev, 2016）も上

がっており、さらに最終年度には次につなが

る知見も得られたことから、研究の総体とし

ては、順調に成果があがったと考えている。 
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