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研究成果の概要（和文）：我々は造血幹細胞の分裂から産生された一対の娘細胞（Pired Daughter 

Cells; PDCs）間における発現遺伝子の解析から、Tie2の分子分配に着目した。Tie2の各 PDC

への分配は、定常時には非対称な分配が起こる一方で、活発な増殖期には均等な分配が起こる

ことが分かった。また、Tie2のリガンドAng-1による刺激は、非対称分裂を促進することも示

唆された。本研究の知見は、造血幹細胞の分裂様式の操作や、幹細胞の増幅のための基盤とな

ることが期待される。 
 
研究成果の概要（英文）：We focused on the distribution of Tie2 on the Pired Daughter Cells 
(PDCs) of hematopoietic stem cells from the gene expression analysis data. The 
distribution pattern of Tie2 to PDCs was asymmetrically on steady state, on the other 
hand, it was symmetrically on the proliferative condition. Moreover, it was suggested 
that stimulation of Tie2 ligand, Ang-1 shifted the cell division pattern to asymmetric. 
It will be expected that the operation of cell division pattern of hematopoietic stem 
cells and stem cell expansion from this research. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 定常状態における成体骨髄内の造血幹

細胞は、幹細胞ニッチに在って静止状

態・未分化な状態で維持されており、極

めて低頻度ではあるが分裂も行う。その

際の分裂は、造血組織維持のためにニッ

チにおいて非対称に分裂すると考えら

れているが、とくに幼若期～成長期には

造血組織の維持よりむしろ構築のため

に幹細胞の増幅が考えられ、実際にこの

時期の幹細胞の細胞周期は活性化して

いる。 
(2) これまでの成体造血幹細胞における分

裂後の運命決定に関する研究から、培養
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時にはサイトカインの存在が造血幹細

胞の分化決定に影響を与え、Notchレポ
ーターマウスを用いた観察システムに

より造血幹/前駆細胞の分裂様式は支持
環境によって変化することが明らかに

なっている。またヒト造血幹/前駆細胞で
も分子を振り分けつつ非対称分裂を行

うことが報告されている。 
 
２．研究の目的 

造血幹細胞の自己複製における非対称

分裂には、特定の分子の分配が起こると

仮定し、発現する分子の発現量を単一細

胞単位において解析する系を用いて、造

血幹細胞の非対称分裂機構を明らかに

する。 
 
３．研究の方法 
(1) PDCの網羅的遺伝子発現解析： 

本研究においては、一回分裂後の造血幹

細胞のPDCをマイクロマニピュレーター

システムを用いて個別に採取する。その

後、集積流体回路技術(IFC : Integrated 

Fluidic Circuit) を応用したデジタル

PCR法 (BioMarkシステム、Dynamic 

ArrayおよびDigital Array) により、

単一細胞レベルで各PDC同士の遺伝子発

現プロファイリングの比較を行った。 

(2) PDCのタンパク質レベルでの解析： 
PDCを確認後、幹細胞特異的な分子の
免疫染色を行い、それぞれの PDCごと
に各分子の分配パターンの統計解析を

行った。 

(3) 造血幹細胞のAng-1刺激と移植による骨

髄再構築能の検討： 

造血幹細胞をSCF、THPOおよび Ang-1

存在下で1週間培養し、そのサンプルを

用いて骨髄移植を行った。 

４．研究成果 

(1) 我々はまず厳密に純化された造血幹細

胞1個から産生されたPDCを、単一細胞

単位で遺伝子発現解析するための解析

系を構築した。この解析には、従来の表

面抗原の組合せだけでなく、未分化造血

幹細胞のマーカーであるEvi-1のノック

インGFPマウスの細胞を用いて行った。 

(2) 一回分裂後の各PDC間における発現遺伝

子プロファイルの比較を行った。すると、

遺伝子種によって発現パターンが対称

的なものと非対称的なものとに区別で

きることが分かった。ここで非対称な分

配を受けるものとしては Tie2、Numb、

Notch1、Hoxb4、Foxo遺伝子、p16INK4A、

p21などがあった。このうち特に Tie2

の発現は、PDC間において非対称な分配

の差が顕著であった。即ち、分裂後に未

分化な母細胞に近い発現パターンを示

す娘細胞側に Tie2の発現が維持される

ことが考えられる。 

(3) (2)の結果を受け、Tie2を指標とした造

血幹細胞の細胞分裂制御について遺伝

子およびタンパク質レベルでの発現解

析を試みた。対称・非対称分裂の制御に

ついて検討するために、対象として増殖

期の幹細胞モデルおよび、定常状態（コ

ントロール）の幹細胞を用いて実験を行

った。増殖期の幹細胞モデルとして5-FU

投与後 8日目の造血幹細胞を用い、各

PDC間における遺伝子発現パターンの比

較を行った。コントロールPDC間では非

対称的に発現する Tie2が、増殖期の幹

細胞では対称的に発現することが分か

った。一方で、この増殖期の造血幹細胞

の発現パターンについて、免疫染色法を

用いて分子の分配様式について解析を

行ったところ、Tie2、あるいは CD48と



 

 

いった造血幹細胞マーカーは対称的に

分配が起こることが分かった。これらの

結果から、造血幹細胞の分裂において、

Tie2の発現は未分化な幹細胞側にのみ

分配され、増殖期には均等に Tie2が発

現することが明らかになった。 

(4) Tie2のリガンドである Angiopoietin-1

（Ang-1）を ex vivo培養下において添

加することで、造血幹細胞の分裂様式に

与える影響をPDC間の発現遺伝子の解析

から検討した。すると、Ang-1非添加群

に比べ、添加群では非対称に分裂する

PDCが増加することが分かった。このこ

とから、分裂前の Tie2/Ang-1シグナル

の増強は幹細胞の分裂様式を非対称な

ものにシフトさせることが示唆された。

また、我々は、造血幹細胞の培養下にお

いてAng-1を添加することで、骨髄再構

築能を維持できることを示しており 

（Gomei et al., Exp. Hematol., 2010）、

これらの結果から、Tie2/Ang-1シグナル

の増強は、造血幹細胞の非対称分裂を促

進することが考えられる。 

(5) 以上より本研究において我々は、①幹細

胞の採取法の改善によって、従来よりも

精密な網羅的遺伝子解析系および、タン

パク質レベルで確認する系を確立でき

た。また、②定常状態においては不均等

に分配される分子（Tie2など）が、造血

幹細胞増殖期モデルにおいては、分配の

され方が対称的に変化することを見出

し、さらに③Tie2/Ang-1シグナルが造血

幹細胞における非対称性の分裂を促進

することを見出した。これらの結果から

我々は、造血幹細胞の増幅や操作に関与

する分子の特定とその機能解析に関す

る基盤を確立できたと考えられる。 
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