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研究成果の概要（和文）：発生過程において造血幹細胞は血管との共通前駆細胞である血管芽細胞より形成され
るが、その運命決定に関する詳しい分子機構には不明な点が多かった。本研究ではゼブラフィッシュを用いて血
管芽細胞におけるインテグリンシグナル伝達経路の役割を調べ、造血幹細胞の形成に不可欠な分子としてsmall 
GTPaseの一種であるRhoHを見出した。さらにRhoHはZap70を抑制することで造血幹細胞の形成を促進するという
新たな分子機構を明らかにした。本研究で明らかにしたインテグリン-RhoHに関するシグナル伝達機構は造血幹
細胞の形成に極めて重要な役割を果たしている可能性が高いと考えられた。

研究成果の概要（英文）：During embryonic development, hematopoietic stem cells (HSCs) are formed 
from angioblasts, which are common progenitors of vascular endothelial cells. However, the detailed 
molecular mechanism of their fate determination has remained unclear. In this study, we investigated
 the role of integrin signaling pathways in angioblasts using zebrafish, and found that a small 
GTPase, RhoH, is essential for HSC formation. Furthermore, we revealed a novel molecular mechanism 
by which RhoH promotes HSC formation via suppressing Zap70. The signaling pathway of integrin-RhoH 
revealed in this study may play an important role in HSC formation.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
造血幹細胞をヒトiPS細胞から分化誘導することができれば、骨髄移植の代替法となるが、未だにiPS細胞から造
血幹細胞への分化誘導は困難である。iPS細胞は初期胚の多能性細胞と類似の特徴を持つことから、胚発生期に
おける造血幹細胞の形成過程を生体外で模倣できれば、iPS細胞から造血幹細胞を誘導することが可能になると
考えられている。本研究で見出したRhoHは造血幹細胞の形成に重要な分子であることから、今後iPS細胞へ応用
することで、造血幹細胞の分化誘導法の確立に貢献できる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
造血幹細胞は全ての血液細胞を生涯にわたって供給し続けることから、骨髄移植という形で
白血病や再生不良性貧血などの難治性血液疾患に対する治療に応用されている。しかし、骨髄移
植には慢性的なドナー不足や、免疫拒絶による生着不全、移植片対宿主病などの問題があり、こ
れらの血液疾患を骨髄移植によって根治的に治療するのは難しいのが現状である。一方、患者由
来の細胞を用いて樹立することのできる人工多能性幹細胞（iPS細胞）は生体のほぼすべての細
胞へ分化可能な万能細胞であり、患者由来の iPS 細胞から造血幹細胞を造ることができれば、
骨髄移植における問題点は払拭され、血液疾患の根治的な治療が可能になると考えられる。しか
しながら、まだ多くの課題が残されており、最重要課題の一つとして、iPS細胞から造血幹細胞
への効率的な分化誘導法の確立が挙げられる。iPS細胞は細胞の初期化（リプログラミング）に
より、発生初期の多能性細胞のような特徴を有することから、iPS細胞から造血幹細胞の分化過
程は、個体発生における造血幹細胞の形成過程に類似すると考えられている。 
発生過程において造血幹細胞は血管内皮細胞との共通前駆細胞である血管芽細胞より形成さ
れることが知られている。しかしながら、血管芽細胞から造血幹細胞への運命決定に関わる詳し
い分子機構については不明な点が多い。報告者はこれまでにゼブラフィッシュを用いて、インテ
グリンによるシグナルが造血幹細胞の形成に不可欠であることを見出していた。さらに、インテ
グリンの活性化に関わる細胞接着分子 Jam3b が血管芽細胞において、Lrrc15 という機能未知
の細胞表面タンパクを制御することで造血幹細胞の形成を促進していることを明らかにしてい
た。すなわち、Lrrc15 が血管芽細胞においてインテグリンシグナルの標的分子として実質的な
造血幹細胞への運命決定因子として機能している可能性があった。 
 
２．研究の目的 
本研究ではインテグリンおよび Lrrc15によるシグナルがどのように造血幹細胞の形成を制御
するかについてゼブラフィッシュ胚を用いて検討することで、これまで困難であった造血幹細
胞への運命決定メカニズムの理解に繋げることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
DN-itgb1b-mCherry によってインテグリンのシグナルを阻害した胚において lrrc15 の発現を調
べると共に、これらの胚に lrrc15 を強制発現することによって造血幹細胞の形成が回復するか
について検討した。lrrc15 変異胚における血管芽細胞のライブイメージング解析を行い、正常
胚と比べ、血管芽細胞の形態、分布、細胞移動、分裂・増殖、および周囲組織（体節、間葉系組
織など）との相互作用に異常がないかを調べ、インテグリンおよび Lrrc15 がいつ、どのように
造血幹細胞の形成に関わるのかを検討した。Lrrc15 の変異ゼブラフィッシュと正常なゼブラフ
ィッシュの血管芽細胞を用いて RNA-seq 解析を行い、インテグリンの下流でどんな遺伝子が機
能しているのかを調べた。上記のRNA-seq解析によって見出されたrhohという遺伝子について、
CRISPR/Cas9 システムを用いてrhoh変異体を作出し、さらに rhoh mRNAを胚へ注入することで、
rhoh の強制発現を行い、造血幹細胞の形成に関する RhoH の役割について調べた。さらに RhoH
と相互作用する可能性のある Zap70 についての機能解析も RhoH と同様に行った。 
 
４．研究成果 
DN-itgb1b-mCherry によってインテグリンのシグナルを阻害した胚において lrrc15 の発現を
調べたところ、lrrc15 の発現は大幅に減少しており、同時に形成される造血幹細胞の数も減少
していた。この DN-itgb1b-mCherry 発現胚へ lrrc15 の強制発現を行ったところ、造血幹細胞の
数が正常胚と同レベルにまで回復したことから、インテグリンの下流で Lrrc15 が造血幹細胞の
形成に寄与することが示された。 
次に、Lrrc15 変異胚および正常胚の血管芽細胞において血管芽細胞のライブイメージング解
析を行い、Lrrc15 の欠損に伴って血管芽細胞の動態にどのような変化が見られるかについて検
討を行った。ライブイメージングの結果、Lrrc15 変異胚における血管芽細胞は側板中胚葉から
正中への移動の過程が遅れることが分かった。報告者はこれまでに、血管芽細胞の細胞移動には、
血管芽細胞に発現する接着分子 Jam1a と体節表面の接着分子 Jam2a との相互作用が不可欠であ
ることが報告しており（Kobayashi et al., Nature 2014）、Lrrc15 変異胚における血管芽細胞
の細胞移動の遅れは Jam1a 欠損胚と非常に良く似ていた。Lrrc15 は構造解析から細胞外マトリ
ックスと相互作用することが示唆されていたことから、血管芽細胞における Lrrc15 は体節表面
のフィブロネクチンなどの細胞外マトリックスと相互作用する可能性が考えられた。そこで、フ
ィブロネクチンでコートした培養皿上に Lrrc15 変異胚および正常胚の血管芽細胞を播種したと
ころ、正常胚に比べ、Lrrc15 変異胚では血管芽細胞のフィブロネクチンへの接着性に低下が見
られた。これらのことから、Lrrc15 は側板中胚葉から正中への移動の課程で体節表面のフィブ
ロネクチンと相互作用しているものと考えられた。 
次に、Lrrc15 変異体および正常胚の血管芽細胞において RNA-seq による発現解析を行った。



その結果、Lrrc15 変異体の血管芽細胞では small GTPase に関する遺伝子群に発現減少が見ら
れ、特に rhoh の発現が顕著に減少していた。RhoH は哺乳類の造血幹細胞にも発現することが報
告されており、造血幹細胞の形成や機能維持に不可欠である可能性が考えられた。そこで、
CRISPR/Cas9 システムを用いて、ゼブラフィッシュ胚における RhoH の機能を阻害したところ、
胚における造血幹細胞の数が減少した。一方、Lrrc15 変異胚において rhoh を強制発現すると造
血幹細胞の形成が正常なレベルに回復した。これらのことから、Lrrc15 によるシグナルは rhoh
の発現調節を行い、RhoH が造血幹細胞の形成に関与しているものと考えられた。さらに、RhoH
は Zap70 と相互作用することが報告されていたことから、RhoH と Zap70 の機能解析を行った。
Zap70 を抑制した胚においては造血幹細胞の数に増加が認められ、Lrrc15 および RhoH の抑制と
は逆の表現型が認められた。そこで、RhoH と Zap70 の両方の機能を抑制したところ、RhoH の低
下に伴って減少する造血幹細胞の数が正常近くまで回復した。このことは、RhoH は Zap70 の機
能を抑制することで、造血幹細胞の形成を促進している可能性が示唆された。 
このように報告者はインテグリンから始まるシグナル伝達経路は lrrc15 の発現を制御するこ
とによって血管芽細胞の細胞移動に関与することを見出し、さらに Lrrc15 は rhoh の発現を制
御することで、Zap70 を抑制し、造血幹細胞の形成を促進することが示された。以上の成果は、
今後 iPS 細胞から造血幹細胞を誘導するための基盤となる知見を提供しており、今後のさらな
る発展が大いに期待できる。 
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