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研究成果の概要（和文）：骨髄造血を維持する必須の微小環境（ニッチ）の中心的な細胞であるCAR細胞（ケモ
カインCXCL12を高発現する細網細胞）の発生および機能維持に必須の転写因子がいくつか同定されたが、遺伝子
発現ネットワークの全容解明には至っていない。
本研究ではCAR細胞に発現する転写因子等の遺伝子の条件的遺伝子欠損マウスを新規に作製し解析した。その中
で、転写因子Runx1/2欠損マウスにおいて骨髄が著しく線維化することを見出し、CAR細胞の遺伝子発現ネットワ
ークの変化や骨髄造血の低下等を認め、Runx1/2が線維化を抑制するという造血幹細胞ニッチの維持に必須の分
子機構を新たに明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Previous studies have identified some transcription factors essential for 
the development and functional maintenance of CAR cells (CXCL12-abundant reticular cells) that 
construct niches for hematopoietic stem cells in bone marrow. However, the mechanisms how the gene 
regulatory network of CAR cells is established and maintained has not been fully understood.
In this study, we identified several novel transcriptional regulators that are highly expressed in 
CAR cells and may have important rolls for niche function, and generated conditional knockout mice. 
In these mice, Runx1/2 conditional knockout mice displayed severe fibrosis and hematopoietic defects
 in bone marrow. Thus, HSC cellular niches require Runx1 or Runx2 to prevent their fibrotic 
conversion and maintain HSCs and hematopoiesis in adults.

研究分野： 幹細胞生物学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、CAR細胞に特異的に発現しその線維化を抑制することによって造血幹細胞の維持に必須の役割を
果たす転写因子が同定された。この転写因子はそれぞれ造血幹細胞と骨芽細胞の発生に必須の遺伝子(Runx1と
Runx2)としてよく知られていたものであったが、CAR細胞における線維芽細胞への変化を抑制するという機能が
新たに解明された。また骨髄線維症においてはCAR細胞でRunx1/2の発現が低下することがその進展に関与すると
推測されたため、Runx1/2遺伝子が疾患における新たな治療や診断の標的となる可能性がある。

※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 

造血幹細胞を維持するニッチ（特別な微小環境）に関するこれまでの研究により、CAR 細胞
（CXCL12 を高発現する細網細胞）が造血幹細胞ニッチを構成する中心的な細胞であること、
特異的な転写因子の発現によって特徴づけられる骨髄特有の間葉系細胞であることが明らかに
なった。一方近年、腸管や肺などの組織においても組織幹細胞を維持するニッチとして機能する
間葉系細胞の存在が報告されてきた。これらのことから、間葉系細胞というこれまでほとんど詳
細が明らかでなかった細胞種の多様性と重要性がより注目されるようになってきた。 

 

２．研究の目的 

骨髄に存在する CAR 細胞が造血幹細胞ニッチを構成する中心的な細胞であることが明らか
にされ、骨髄以外の他の組織（腸管、肺）においても組織幹細胞のニッチとして機能する間葉系
細胞が報告されたが、これらの間葉系細胞に共通する分子機構の存在や、発現する転写因子の相
互関係、遺伝子発現ネットワークの形成・維持機構などは十分明らかでない。そこで本研究では
これらの問題に取り組み、CAR 細胞に発現する転写因子を中心とした遺伝子発現ネットワーク
に着目し、その形成や維持に必須の新たな分子機構の解明を目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) CAR細胞の発生に必須の遺伝子の探索 

骨髄の発生過程において、胎児期の軟骨原器の周囲の軟骨膜に出現する転写因子
osterix(Osx)陽性の間葉系細胞が、軟骨中央部より侵入し骨芽細胞と CAR 細胞を生み出すと考
えられている。そこで、Osx-GFPマウス胎児を用いてシングルセルレベルでの次世代シーケンス
(NGS)解析等を行い CAR細胞への運命決定に関与する遺伝子の候補を探索する。 
 
(2) 病態モデルマウス等を用いた CAR細胞の維持に必須の遺伝子の探索 

白血病・炎症などの病態モデルマウスにおいて、正常造血の障害が生じることと並行して CAR
細胞の遺伝子発現ネットワークが大きく変化することが明らかになった。そこで定常状態の CAR
細胞と病態モデルマウス等の CAR 細胞における遺伝子発現ネットワークの比較解析を行い、CAR
細胞の維持に関与する遺伝子の候補を探索する。 
 
(3) 候補遺伝子の欠損マウスを用いた機能解析 

(1)(2)の探索によって得られた候補遺伝子重要と考えられた新規候補遺伝子について、Foxc1
や Ebf3/1 等の既知の転写因子と共に培養細胞に強制発現させる等の in vitro 機能解析を行う
と共に、in vivoでの機能解析のために遺伝子欠損マウスを作製し解析する。 
 
４．研究成果 

(1) 転写因子 Runx1 と Runx2 の CAR 細胞における
役割の解明 

造血幹細胞の発生に必須の転写因子 Runx1 と
骨芽細胞の発生に必須の転写因子 Runx2 が、CAR
細胞において高発現していることを見出した。
CAR 細胞は骨芽細胞と近縁であるため、Runx2 を
発現していることは以前より判明していたが、
Runx1 を血液細胞よりも高発現していることは意
外であった。これら Runx 転写因子の CAR 細胞に
おける機能は不明であったため、Runx1 および
Runx2の floxマウスを作製・入手し、四肢の間葉
系細胞や CAR細胞特異的に遺伝子欠損させたマウ
スを作製し解析した。 

まず、Runx1および Runx2をそれぞれ単独で欠
損させたマウスを解析したところ、CAR 細胞の形
成や維持にほとんど異常を認めなかった。次に、
Runx1 と Runx2 の両方を CAR 細胞特異的に欠損さ
せたマウスを解析したところ、骨髄の血液細胞が
著減し、造血幹細胞、前駆細胞および分化細胞が



著減していた（図 1A）。そこで、組織学的解析を行ったところ、骨髄の著しい線維化（III 型コ
ラーゲンや好銀繊維の増加）が認められた（図 1B）。 

次に Runx1または Runx2を、培養した CAR 細胞
に強制発現させると III 型コラーゲン等の線維化
関連遺伝子の発現が低下することが明らかになっ
た。また骨髄の線維化に関与すると考えられる
PDGF リガンドを培養 CAR 細胞に添加したところ、
Runx1 および Runx2 の発現低下を認めた。さらに
Foxc1を強制発現させると Runx1の発現が上昇する
ことも明らかになった。 

最後に、骨髄細胞でトロンボポエチン遺伝子を
強制発現させた骨髄線維症モデルマウスを作製し
解析したところ、CAR細胞の Runx1 と Runx2の発現
が低下していた。 

以上より、転写因子 Runx1 と Runx2 が CAR 細胞
の線維化を抑制し、造血幹細胞ニッチを維持してい
ることが明らかになった（図２）。 
 

(2) 転写因子 Cebpa と Cebpdの CAR細胞における役割の解明 

これまでの研究により、転写因子 Ebf3 と Ebf1 が CAR 細胞の骨芽細胞への分化を抑制し、骨
髄腔を維持していることが明らかになった。その際、Ebf3/1 の下流で機能することが示唆され
た転写因子 Cebpaの CAR細胞における機能を明らかにするために、CAR細胞特異的 Cebpa 欠損マ
ウスを作製し解析した。その結果、Ebf3/1 欠損マウスと同様に海綿骨の増加を認めたが、その
表現系は比較的弱く、Cebpa 欠損を他の遺伝子が補っている可能性が考えられた。そこで CAR 細
胞に発現する Cebp 転写因子ファミリー分子のうち、発現量が高く、Cebpa と発現パターンの類
似性があった Cebpdに着目した。Cebpaと Cebpd を同時に欠損させたマウスでは海綿骨の著しい
増加を認めた。今後 CAR細胞の骨分化抑制機構を明らかにするため、より詳細な分子機構の解析
を進める。 

 

(3) CAR細胞の変質に関与する可能性のある転写調節因子の同定 

 本研究により、白血病や炎症によって CAR 細胞で発現の上昇する機能不明の遺伝子が複数同

定された。この中で転写調節因子と考えられる遺伝子については造血幹細胞ニッチの変質に関

与する可能性が考えられたため、その役割を解明するために flox マウスを作製した。今後この

遺伝子を CAR 細胞特異的に欠損させたマウスを作製し、白血病や炎症によって引き起こされる

CAR細胞の変質や造血を解析する。 
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