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研究成果の概要（和文）：Lhx2は、マウスESCから造血幹細胞HSCを体外増幅できるが、ヒトiPSCでは血液細胞分
化が逆に抑制される。Lhx2の責任領域を探索した結果、LIM2ドメインに点変異を導入すると、ヒトiPSCの血液細
胞分化抑制活性、および白血病細胞株K562の増殖抑制活性が消失することを見出した。このLIM2変異体は、マウ
スESC由来HSCの体外増幅活性も喪失していた。K562を用いてLhx2で制御されるHSC発生関連遺伝子を探索したと
ころ、GFI1BやKLF1を含む9種類の転写制御因子のmRNA発現が大幅に抑えられていた。これが、Lhx2がヒトiPSCの
血液細胞分化を抑制する理由ではないかと推察される。

研究成果の概要（英文）：Transcription factor Lhx2 is capable to expanding mouse embryonic stem cell 
(ESC) or induced pluripotent stem cell (iPSC)-derived hematopoietic stem cells (HSCs). In contrast, 
in the in vitro differentiation culture of human iPSCs, Lhx2 strongly suppresses hematopoietic cell 
differentiation. We searched for a responsible domain of this Lhx2’s differentiation block 
activity. We found that a LIM2 domain point mutant of Lhx2 lacks the differentiation block activity 
in human iPSCs as well as a growth suppressive effect of Lhx2 in a myeloid leukemia-derived cell 
line K562. Lhx2-LIM2 mutant also lost ex vivo HSC expansion capacity in mouse ESCs. By way of 
transcriptional profiling of Lhx2 downstream genes in K562 cells, we discovered that nine 
transcription factors including GFI1B and KLF1 are robustly downregulated by overexpression of Lhx2,
 but not Lhx2-LIM2 mutant, in K562 cells. These changes may be a reason why Lhx2 blocks the 
hematopoietic cell differentiation in human iPSC.

研究分野： 分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
白血病患者の根本治療法として、患者のHLAにマッチした造血幹細胞の移植治療が実施されている。そのソース
として骨髄バンクや臍帯血バンクが整備されているが、少子化と高齢化が進んでいる我が国ではストックは年々
減少しており、決して安心できる状況とは言えない。もし、ヒトiPS細胞から造血幹細胞を作り出せるようにな
れば、造血幹細胞移植のソースを安定的に供給できるようになると期待される。したがって、マウスでは成功し
ているiPS細胞から造血幹細胞を体外増幅する方法が、何故ヒトiPS細胞ではうまくいかないのかを早急に解明す
る必要がある。



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 hematopoietic stem cells (HSC)は骨髄のニッチと呼ばれる場所に定着し、一定の割
合で自己複製しながらリンパ球・顆粒球・赤血球・血小板へと分化することで、成体の二次造
血を生涯に渡って支え続けている重要な組織幹細胞である。HSCs は胎生中期に一過的に形成
される AGM 領域に存在する Hemogenic endothelial cells (HECs)から endothelial to hematopoietic 
transition (EHT)と呼ばれる出芽反応を経て発生するが、その分子メカニズムはまだ解明されて
おらず、ヒト胚性幹細胞 embryonic stem cells (ESCs)や induced pluripotent setm cells (iPSCs)から
遺伝子導入なしに長期骨髄再建能を持つ HSC を分化誘導することは、まだ誰も成功していない。 
所属研究室の先行研究により、マウス ESC から誘導した Flk-1 陽性ヘマンジオブラスト (血液
血管の中胚葉性共通前駆細胞)に Lhx2 を過剰発現すると、造血幹・前駆細胞 hematopoietic stem 
and progenitor cells (HSPC)を分化誘導・体外増幅できることが明らかになっている。しかしその
一方で、Lhx2 はヒト iPSC からの血液細胞分化を抑制することが明らかになった。そこで、本
研究では Lhx2 がヒト iPSC からの血液細胞分化を抑制するメカニズムの解明を試みた。 
 
２．研究の目的 

HSCは、赤血球や免疫担当細胞を生涯に渡って供給し続ける、生体維持に必要不可欠な組織
幹細胞である。我々は、転写制御因子Lhx2を利用して、マウスESC/iPSCから長期骨髄再建能を
持つHSC様細胞を大量産生できるin vitro培養系の確立に成功した。しかし、Lhx2を使ってもヒ
トiPSCからHSCを体外産生することはできなかった。本研究では、ヒトiPSCにおいてHSCの分
化誘導を阻害しているLhx2の責任領域を、Lhx2融合タンパク質・欠損体・変異体の作出と活性
検定によって突き止める。それに基づいて、ヒトiPSCからHSCを分化誘導できるLhx2変異体の
創出を試みる。Lhx2に対する応答性をマウスESC/iPSCと比較することを通じて、ヒトのHSC発
生制御プログラムの一端を解明することを目指す。 
 
３．研究の方法 
細胞培養 

臍帯血由来のヒト iPSC 株 SM28 を、2% Growth factor-reduced matrigel (Falcon)でコートした
培養皿上で、 Penicillin-Streptomycin (PS, Sigma) を添加した mTeSR1 培地  (STEMCELL 
Technologies)を用いて培養した。マウス ESC 株 A2Lox-cre は、0.1% Gelatin (Sigma)でコートし
た培養皿上で、15% KnockoutTM serum replacement (Gibco-Invitrogen)、1% ES-qualified fetal bovine 
serum (FBS, Gibco-Invitrogen)、PS、非必須アミノ酸 (Gibco-Invitrogen)、1 mM ピルビン酸ナト
リウム (Invitrogen)、100 M 2-mercaptoethanol (2-ME, Sigma)、ESGro® (103 units/mL, Millipore)、
3 M GSK3 inhibitor (CHIR99021, TOCRIS)、1 M ERK1/2 inhibitor (PD0325901, Wako)を添加し
た Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Sigma)で培養した。OP9 ストロマ細胞は、20% 
FBS (Invitrogen)、PS、非必須アミノ酸、2 mM L-glutamine (Gibco-Invitrogen)を含む-MEM 
(Gibco-Invitrogen)培地を用いて培養した。K562 細胞は、20% FBS、PS、2-ME を含む RPMI-1640
培地(Nacalai tesque)を用いて培養した。293T 細胞は、10% FBS、PS を含む DMEM を用いて培
養した。すべての細胞培養は、37℃, 5% CO2の条件下で行った。 

 
ドキシサイクリン (Dox)誘導性ヒト iPSC 株、およびマウス ESC 株の樹立 

Lhx2 発現ヒト iPS 細胞株 SM-iLhx2 は、親株である SM28 に、Dox 応答因子 reverse tetracycline 
transactivator (rtTA)と蛍光タンパク質 mCherry を T2A 配列で連結したレンチウイルスベクター
pLVCAG-rtTA と、rtTA 制御領域を含む PhCMV*プロモーター、FLAG タグ付きの Lhx2、IRES
配列、EGFP を連結したレンチウイルスベクターpLVT-Lhx2-EGFP を同時に感染導入することに
よって樹立した。Lhx2 発現マウス ESC 株 iLhx2-ESC は、Dox の添加によって目的の遺伝子を
発現誘導できる A2Lox システムを用いた。親株である A2Lox-cre に、FLAG タグ付きの Lhx2
を挿入した p2Lox ベクターをトランスフェクトし、Cre による相同組換えによって樹立した。 
 
ヒト iPSC の分化誘導と遺伝子強制発現 

培養中の SM28 の培地を STEMdiff APEL2 (STEMCELL Technologies)に変えた日を分化 0 日
目とし、分化 0~1 日目に 5 M CHIR99021、1~4 日目にヒト Bone Morphogenetic Protein 4 (BMP4, 
25 ng/ml; R&D SYSTEMS)、ヒト Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF, 40 ng/ml; Peprotech)
を添加した。分化 4 日目に Accumax (Innovative Cell Technologies)処理により細胞を剥がし、Lhx2
および Lhx2 変異体をコードするレトロウイルスベクターを感染させた。これを OP9 ストロマ
細胞上にまき、ヒト Interleukin 6（IL-6, 10 ng/ml; Peprotech）とヒト Stem Cell Factor (SCF, 50 ng/ml; 
Peprotech)を加えて 11 日目まで分化誘導した。FACS 解析ではまず、分化 11 日目のヒト iPSC
を、Accumax 処理により OP9 ストロマ細胞ごと回収した。APC 標識抗ヒト CD43 抗体、PE 標
識抗ヒト CD31 抗体、PE/Cy7 標識抗マウス CD51 抗体を用いて染色し、FACSAriaIII (BD 
Biosciences)を用いて血液細胞を解析した。 
 
Western blotting 解析 

Lhx2 および Lhx2 変異体を強制発現させた細胞から細胞溶解液を調製し、Western blotting 解
析を行った。一次抗体として抗 FLAG エピトープ DDDDK 抗体 (Transgenic inc)、抗 Lmo2 抗体 



(Abcam)、または抗-actin 抗体 (Abcam)、二次抗体として抗マウス IgG 抗体 (Abcam)、または
抗ラビット IgG 抗体 (Cell signaling)を用いた。ECL prime Western Blotting Detection Reagent (GE 
Healthcare)を用いて発光させ、ルミノイメージアナライザーLAS-3000 (Fujifilm)を用いて解析し
た。 
 
K562 細胞の増殖抑制解析 

培養中の細胞を回収し、Lhx2 および Lhx2 変異体をコードするレトロウイルスベクターを感
染させた。3 日後に EYFP 陽性もしくは EGFP 陽性細胞を FACSAriaIII を用いてソートし、12
ウェルプレートに 1.5×104個ずつ播き、さらに 3 日後にセルカウントを行った。Lmo2 と共発現
させる場合には、培養中の細胞に Lmo2 を強制発現させ、3 日後にソートした EYFP 陽性細胞
に Lhx2 および Lhx2 変異体を強制発現させた。 
 
マイクロアレイ解析 
Lhx2 および Lhx2 変異体を過剰発現させた K562 細胞から RNeasy Mini Kit (QIAGEN)を用いて
RNA を抽出し、Agilent Whole Human Genome Ver. 2.0 (4 x 44k type)を用いたマイクロアレイ解析
にかけた。 
 
４．研究成果 
Lhx2 のリン酸化状態は、ヒト iPSC からの血液細胞分化抑制に関与しない 

マウス ESC とヒト iPSC に Lhx2 を過剰発現させた場合、2 本のバンドが検出された。マウ
ス ESC ではみかけの分子量が大きい方のバンドが濃いのに対し、ヒト iPSC では薄いことに気
が付いた（図 1A）。アルカリフォスファターゼ CIAP で処理すると高分子量側のバンドが消失
したことから、このバンドはリン酸化された Lhx2 タンパク質であることが判明した（図 1B）。
マウス ESC とヒト iPSC とで Lhx2 の作用が異なるのは、Lhx2 のリン酸化状態の違いに起因す

る可能性を考えた。Lhx2 の HD から C
末端側はリン酸化を受けやすいセリ
ン・スレオニンが多く含まれる領域が存
在する。この領域がリン酸化されている
のではないかと考え、この領域を欠損さ
せた Lhx2 変異体 (Lhx2DC)を作製して、
そのリン酸化状態を調べたところ、高分
子量側のリン酸化バンドが消失した 
（図 1B,C）。しかし、Lhx2DC をヒト iPSC
に発現させてみたところ、全長 Lhx2 の
場合と同様に血液細胞の in vitro 分化は
抑制された（図1D）。以上の実験結果は、
Lhx2 のリン酸化状態はヒト iPSC からの
血液細胞分化抑制に関与していないこ
とを示唆する。 

 
図 1. Lhx2 のリン酸化とヒト iPSC からの血液細胞分化抑制との関係 
(A) Lhx2 の発現を薬剤誘導できるヒト iPSC とマウス ESC に dox を添加して培養し、24 時間後
に細胞を回収して Western blotting を行った。Lhx2 タンパク質の発現には FLAG 抗体を用いた。
(B) Lhx2 と Lhx2DC を 293T 細胞にトランスフェクションし、48 時間後に細胞を回収、±CIAP
処理の条件下で Western blotting を行った。(C) Lhx2、Lhx2DC のドメイン構成を模式的に表し
た。(D) ヒト iPSC の分化誘導 4 日目の時点で、Lhx2 あるいは Lhx2DC を挿入した IRES-EGFP
発現レトロウイルスベクターを感染させた。OP9 細胞上で血液細胞へ分化誘導し、分化 11 日目
に FACS 解析を行った。 
 
Lhx2 の転写活性化能は、ヒト iPSC からの血液細胞分化抑制に関与しない 

Lhx ファミリーの転写因子は、組織や細胞種によって LIM-domain binding (Ldb)タンパク質
などと結合し転写活性化因子として働く場合と、RLIM などと結合し転写抑制因子として働く
場合とがある。そこで、マウス ESC とヒト iPSC とでは Lhx2 の転写因子としての機能が異なる
のではないかという仮説を立てた。まず、Lhx2、Lhx2C、および Lhx2C に VP16 の転写活性
化ドメインを結合した変異体 (Lhx2C-TAD)の転写活性化能を、ルシフェラーゼレポーターア
ッセイによって調べた。その結果、Lhx2C は転写活性化能をほとんど持っていないのに対し、
Lhx2C-TAD は Lhx2 よりも高い転写活性化能を示した。さらに、Lhx2C-TAD をヒト iPSC に
発現させてみたところ、全長 Lhx2 の場合と同様に血液細胞の in vitro 分化が抑制された。以上
の結果から、Lhx2 の転写活性化能には C 末端側のリン酸化が必須であること、そして Lhx2 は
転写活性化以外の機能を介してヒト iPSC からの血液細胞分化を抑制していることが示唆され
た。 
 
Lhx2 の LIM2 ドメインは、K562 細胞の増殖を抑制する責任領域である 

mESCs-Lhx2hiPSCs-Lhx2

- +

FLAG

β-actin

dox - +

A

20161011
293T

FLAG FLAG

293T-Lhx2 293T-Lhx2ΔC

- +- +

FLAG

β-actin

CIAP

B

C 1 43 106 111 169 270 322 406

340
Lhx2

Lhx2ΔC
LIM1 LIM2 HD

empty Lhx2 Lhx2ΔC

EGFP

C
D

43

26.7 6.18 13.9 52.8 14.9 30.2

59.2 7.93 33.3 0.03 54.7 0.15

D



本研究の過程で、ヒト慢性骨髄性白血病由来細胞株 K562 に Lhx2 を発現させるとその増殖
が抑制されることを見出していた。そこで、K562 細胞の実験系を利用して、ヒト iPSC におけ
る Lhx2 の血液細胞分化抑制に関わる部位の特定を試みた。Lhx2 は、Zn フィンガー様の構造を
取って他のタンパク質と結合する 2 つの LIM ドメイン (LIM1, LIM2)と、DNA との結合を担う

HD とを持つ。図 2A に示したベクター
を用いてLhx2変異体とEYFP nucの融合
タンパク質を K562 細胞に発現させ、
Lhx2 変異体による細胞増殖抑制活性を
解析した。LIM、HD、LIM1 では K562
細胞の増殖が抑制されなかったのに対
し、C末端側のLIMドメインであるLIM2
を過剰発現したとき、全長 Lhx2 の場合
と同様に K562 細胞の増殖が抑制された 
（図 2B）。そこで、Lhx2 の LIM2 ドメイ
ンの内 Zn フィンガー様の構造を形成し
ているヒスチジンをグリシンに置換し
た Lhx2 変異体 (Lhx2-mutLIM2)を K562
細胞に発現させてみたところ、増殖抑制
活性はキャンセルされた（図 2C）。後に
述べるが、Western blotting 解析の結果、
Lhx2-mutLIM2タンパク質は全長Lhx2よ
りは少なかったものの確かに発現して
いた。以上の結果から、Lhx2 の K562 細
胞に対する増殖抑制の責任領域は LIM2
ドメインであることが明らかになった。 

 
図 2. Lhx2 による K562 細胞の増殖抑制責任領域の同定 
(A) Lhx2変異体発現ベクター、およびLhx2変異体の構造を模式的に表した。Lhx2-LIM、Lhx2-HD、
Lhx2-LIM1、Lhx2-LIM2はEYFP nucとの融合タンパク質として発現させ、Lhx2-mutLIM2は IRES
配列で EGFP を結合して発現させた。(B, C) K562 細胞に Lhx2 および Lhx2 変異体を発現させ、
3 日後に EYFP 陽性細胞もしくは EGFP 陽性細胞をソートし、さらに 3 日後にセルカウントし
た結果を示す。グラフは、蛍光タンパク質のみを発現させた K562 の細胞数を 1 とした時の相
対値を表す。 

 
Lhx2 を過剰発現させた K562 細胞で発現変動する遺伝子群 

Lhx2 の LIM2 ドメインに何らかのタンパク質が結合することで遺伝子発現に変化が起きて
いると考え、K562 細胞に EGFP、Lhx2、Lhx2-mutLIM2 をそれぞれ発現させ、Lhx2 を導入した
ときにのみ mRNA 発現レベルが増減する遺伝子をマイクロアレイ解析によって探索した。Lhx2
のみで発現レベルが 10 倍以上上昇した遺伝子は 91 遺伝子、1/4 以下に低下した遺伝子は 179
遺伝子であった。発現上昇した遺伝子にはチロシンリン酸化や細胞外マトリックス形成に関係
する遺伝子が多く含まれていた。一方、発現低下した遺伝子の多くは DNA 複製や細胞周期の
調節因子であった。 

 
Lhx2 の LIM2 ドメインはヒト iPSC における血液細胞分化抑制の責任領域である 

最後に、ヒト iPSC に mutLIM2 を発現させたところ、K562 細
胞の増殖が抑制されなかったのと同様に、ヒト iPS 細胞でも血液細
胞の in vitro 分化が抑制されなかった（図 3）。この結果から、Lhx2
の LIM2 ドメインはヒト iPSC における血液細胞分化抑制の責任領
域であることが判明した。 
 
 
 
 
 

図 3. Lhx2-mutLIM2 のヒト iPSC 血液分化に対する影響 
ヒト iPS 細胞の分化誘導 4 日目の時点で、Lhx2 あるいは Lhx2-mutLIM2 を挿入した IRES-EGFP
発現レトロウイルスを感染させた。OP9 細胞上で血液細胞へ分化誘導し、分化 11 日目に FACS
解析を行った。グラフは、EGFP のみを発現させたヒト iPSC 由来 CD31+CD43+血液細胞の割合
を 1 とした時の相対値を表す。 
 
考察 

本研究では、Lhx2 の過剰発現によってヒト iPSC からの血液細胞分化が抑制されるメカニズ
ムを解析し、最終的に LIM2 ドメインがその役割を担っていることを証明した。まず、Lhx2 の
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C 末端領域が転写活性化に必要な領域であること、この領域が血液細胞分化抑制には必須では
ないことを発見した。次に、Lhx2 による K562 細胞の増殖抑制の責任領域を探索し、LIM2 ド
メインを介したタンパク質との相互作用が重要であることを示した。ヒト iPSC でも同様の結
果が得られたことから、K562 細胞株は Lhx2 の作用機序解明に役立つ有用なツールになると考
えられる。 

K562 細胞のマイクロアレイ解析により、Lhx2 によって DNA 複製や細胞周期に関係する遺
伝子の発現が低下していることが明らかになった。このことは、Lhx2 によって細胞増殖が抑制
されていることを反映していると考えられる。あるいは、Lhx2 にはヒトの血液細胞や血管内皮
細胞を維持する働きがあり、それらの異常増殖や分化を防いでいる可能性もある。興味深いこ
とに、マイクロアレイ解析によって、GFI1B や KLF1 といった造血関連の転写調節因子が Lhx2
によって発現低下していることも判明した。このうち、GFI1B はマウス ESC に Lhx2 を過剰発
現させると発現上昇する遺伝子であるが、Lhx2 を過剰発現させた K562 細胞では発現が 1/8 に
低下していた。しかし、K562 に Lhx2 と Gfi1b を同時発現させても Lhx2 の増殖抑制活性は解
除されなかったことから、この現象には他の Lhx2 エフェクターが関与していると推察される。 
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