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研究成果の概要（和文）：本研究は、マウス胎仔期において、造血幹細胞を含む造血システムがどのように形成
されるのかを明らかにすることを目的としている。具体的には、「胎生期の造血前駆細胞は造血幹細胞に由来す
るのか」、「胎生期の造血幹細胞は分化しているのか」、「造血幹細胞への運命決定は転写因子Evi1の量依存的
なのか」の３つの問いに答えるべく研究をすすめた。その結果、胎仔肝に存在する造血幹細胞と造血前駆細胞
は、Hlf陽性の起源細胞からそれぞれ独立して発生していること、胎生期の血液細胞の大部分は造血幹細胞由来
ではないこと、Evi1の発現の高い起源細胞が造血幹細胞の産生に関与していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：This study aims to elucidate how the hematopoietic system, including 
hematopoietic stem cells (HSCs), is formed during the embryonic stage in mice. Specifically, the 
research addresses three questions: "Do hematopoietic progenitors during the embryonic stage 
originate from HSCs?", "Are fetal HSCs differentiated?", and "Is the fate determination of HSCs 
dependent on the amount of the transcription factor Evi1?" The results indicate that HSCs and 
hematopoietic progenitors in the fetal liver originate independently from Hlf-positive progenitor 
cells, that most blood cells during the embryonic stage are not derived from HSCs, and that 
progenitor cells with high Evi1 expression are involved in the production of HSCs.

研究分野：造血発生
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、iPS細胞から様々な種類の細胞の誘導が試みられており、疾患治療・再生医療への応用が期待されてい
る。血液細胞への分化誘導の研究もさかんにおこなわれており、現在までに多種の血液細胞の試験管内誘導が可
能となっている。しかしながら、最も応用範囲が広いと思われる造血幹細胞については、いまだ有効な誘導法は
確立していない。誘導が成功しない理由として、生体内での造血幹細胞の発生メカニズムの詳細が分かっていな
いことで、生体を模倣した培養系を構築することができない点が挙げられる。本研究は造血幹細胞の発生機構の
一端を明らかにしたものであり、造血幹細胞の誘導法の開発に向けての有用な情報を与えるものと考えている。

※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 
造血幹細胞の発生を人為的に制御することは、いまだできていない。現在広く用いられている培
養法では、iPS 細胞から造血前駆細胞は誘導できるものの、造血幹細胞の誘導には至っていな
い。これを克服し生体を模倣した効果的な培養系を構築するためには、胎生期における造血幹細
胞、および造血前駆細胞の発生・分化過程についての正確な理解が必要となる。胎生期の造血幹
細胞についての研究は、その性質や挙動は成体骨髄中の造血幹細胞と似ているはずである、とい
う仮定のもとに進められている場合が多い。ただし、この仮定では説明の困難な現象も幾つか見
つかっている。 
成体骨髄中の造血システムは、造血幹細胞を頂点とした階層性を持ち、各分化段階の造血前駆
細胞は表面マーカーの組み合わせにより検出・単離が可能となっている。胎生期の肝臓でも同様
の FACS 解析パターンが検出されることから、成体骨髄と同じ階層性の存在が想定されてきた。
つまり、造血幹細胞は、その発生部位である 背側大動脈・生殖隆起・中腎（AGM ）領域から
肝臓に移動した直後に分化を開始することで、各種の造血前駆細胞を供給している、と考えられ
ている。一方で、胎生期の造血幹細胞は、成体の造血幹細胞とは異なり、急速に増殖（自己複製）
していることも報告されている。すなわち、胎児肝臓では「自己複製」と「分化」という相反す
る２つの現象が短時間（マウスの場合は３日間）で高頻度に起こっていることになる。この一見
矛盾する現象をうまく説明しうる機構はいまだ明らかになっていない。そこで、造血幹細胞、お
よび造血前駆細胞の発生・分化過程を生体内で追跡し、その動態を詳細に解析する研究が望まれ
ている。 
 
２．研究の目的 
本研究は造血幹細胞を含む造血システム全体の発生様式の解明を目指すものである。とくに、以
下の３つの問いについて明らかにする。 
① 胎生期の造血前駆細胞は造血幹細胞に由来するのか 
② 胎生期の造血幹細胞は分化しているのか 
③ 造血幹細胞への運命決定は転写因子 Evi1 の量依存的なのか 
 
３．研究の方法 
（１）Hlf-CreERT2 マウス、あるいは Evi1-CreERT2 マウスと ROSA-tdTomato マウスを交配し、
細胞系譜追跡解析をおこなう。妊娠８〜11 日目のマウスにタモキシフェンを投与し、胎生期
（11.5〜18.5 日目）、あるいは生後（2週から 8ヶ月）にフローサイトメーターを用いて tdTomato
陽性細胞の分布を測定する。 
（２）胎生９〜14 日目のマウス胎仔（Hlf-tdTomato マウス）の造血幹細胞、および造血幹細胞
の前駆段階細胞（プレ造血幹細胞; pre-HSC）について、フローサイトメトリー、および共焦点
顕微鏡を用いて tdTomato、表面タンパクの発現等を解析する。 
 
４．研究成果 
研究目的に示した３つの課題について、以下の結果を得ている。 
① 胎生期の造血前駆細胞は造血幹細胞に由来するのか 
Hlf-CreERT2 トレーサーマウスを用いた細胞系譜追跡実験から、胎仔肝（胎生 14 日目）に存在
する造血幹細胞と造血前駆細胞は、Hlf 陽性の起源細胞からそれぞれ独立して発生していること
が明らかとなった。さらに、Evi1+/-マウスの解析、および Evi1-CreERT2 トレーサーマウス（新
規作製）を用いた細胞系譜追跡実験の結果もこの結論を支持するものであった。 
 
② 胎生期の造血幹細胞は分化しているのか 
Evi1-CreERT2 トレーサーマウスを用いた細胞系譜追跡実験からは、胎生後期の造血幹細胞が造
血前駆細胞へと分化している様子は観察されなかった（図１）。①と②の結果は、胎生期の血液
細胞の大部分は造血幹細胞由来ではないことを強く示唆している。 

図１ Evi1-CreERT2マウスによる細胞系譜追跡実験 

   胎生期は、ST-HSC/HSCの比が変化していない。このことは、造血幹細胞（HSC） 
から短期造血幹細胞（ST-HSC）への流入がおこっていないことを示している。 



 
③ 造血幹細胞への運命決定は転写因子 Evi1 の量依存的なのか 
Evi1+/-マウスは、Evi1 強陽性細胞を欠損している。この性質を利用し、Evi1 の発現量と造血幹 
細胞形成の関係についての検討をおこなった。Evi1+/-マウスでは、造血幹細胞特異的な減少が
観察された。さらに、Evi1 の強制発現系（ROSA-Evi1 マウス：新規作製）を利用し、血管内皮細
胞、および血液細胞クラスターで Evi1 を強制発現させたところ、造血幹細胞産生の増加が見ら
れた（図２）。これらの結果は、Evi1 の発現の高い起源細胞が造血幹細胞の産生に関与している
こと、および、Evi1 は血液細胞クラスター内で機能していることを示している。 

 
①②③で得られた結果を考慮し、造血システム発生の新たなモデルを作成した（図３）。このモ
デルにより、胎児肝臓で「自己複製」と「分化」という相反する２つの現象が観察される理由を
説明できると考えている。 

図２ Evi1の強制発現による造血幹細胞の誘導 

Evi1を強制発現したマウスの胎児肝臓では、造血幹細胞（HSC）が 5倍に増えて 
いる。 

図３ 造血幹細胞・造血前駆細胞発生のモデル 

造血幹細胞、造血前駆細胞はプレ造血幹・前駆細胞からそれぞれ独立して 
発生する。 
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