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研究成果の概要（和文）：造血幹細胞(HSCs)が骨髄ニッチに結合する仕組みを理解するために、CXCL14とCMG-1の機能
を解析し、転写因子Lhx2の下流エフェクターを探索した。まず、CXCL14がCXCR4に高親和性で結合し、CXCL12依存的な
造血前駆細胞の細胞移動をブロックすることを発見した。しかし、CXCL14-KOマウスの骨髄HSCに大きな異常はなかった
。造血系特異的なCMG-1-KOマウスにおいても、骨髄HSCの減少は観察されなかった。最後に、Lhx2によってHSCを体外増
幅する実験系を用いて、HSCの未分化性と関連する膜タンパク質を探索し、Biglycan, Esam1, Jam3等などを同定した。

研究成果の概要（英文）：To understand how hematopoietic stem cells (HSCs) interact with bone marrow niche,
 we investigated functions of chemokine CXCL14 and cilia protein CMG-1, and searched for downstream effect
or molecules of the HSC-acting transcription factor Lhx2. We discovered that CXCL14 binds to CXCR4 with hi
gh affinity and completely inhibits the CXCL12-mediated migration of hematopoietic progenitor cells. Howev
er, number and frequency of bone marrow HSCs in CXCL14 knockout mice were similar as those in wild type mi
ce. Same thing was true in bone marrows of HSC-specific CMG-1 conditional knockout mice. Lastly, we search
ed for membrane proteins that are relevant to the undifferentiated status of HSCs by using an Lhx2-trigerr
ed HSC expansion culture of ES cells. As a result, we identified several candidate genes such as Biglycan,
 Esam1, and Jam3.
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１．研究開始当初の背景 
造血幹細胞Hematopoietic stem cells (HSCs)

は、骨髄ニッチに結合して分裂静止状態を保
っているが、一部は transit-amplifying cellとな
って増殖し、系統特異的な造血前駆細胞へと
分化していく。幹細胞は非常に強い増殖能を
持つため、ニッチを介した細胞分裂の抑制は、
幹細胞自体をがん化させないために必須な
組織機能でもある。造血幹細胞の骨髄ニッチ
への結合には、CXCR4, CD44, c-Kit, VLA-4, 
N-cadherin, １型コラーゲン受容体などの膜
タンパク質が、重要な働きをしている。この
分野の研究はとても進んでいるが、造血幹細
胞がニッチから離脱するとき、上記の膜タン
パク質がどのようにして発現抑制されるの
かについては、まだ十分わかっていない。造
血幹細胞と骨髄ニッチとの結合を弱めると、
造血幹細胞が末梢血へと動員されて採取し
やすくなることから、その分子メカニズムを
理解することは、臨床応用の視点からも有益
である。そこで本研究では、CXCR4 と１型
コラーゲン受容体の機能を制御する分子に
焦点を当てて、それらの生理的機能を検証す
る。さらに、申請者が最近開発した ES 細胞
から造血幹細胞を in vitro 誘導する実験系を
用いて、新しいニッチ結合関連分子の探索研
究を実施する。 

 
２．研究目的 
これまでの研究により、HSC を骨髄ニッ

チに誘引し定着させるプロセスには、ケモカ
インCXCL12と１型コラーゲン受容体が必須
の役割を果たしていることが明らかにされ
ている。本研究では、これらの分子の機能と
密接に関係するケモカインCXCL14と転写調
節因子 CMG-1 に焦点を当てて、HSC の骨髄
ニッチ脱着に関わる新たな分子調節機構に
アプローチした。また、ES細胞から HSCを
効率的に分化誘導する転写因子 Lhx2 の下流
エフェクター探索を行う。これらの実験を通
じて、HSCおよび白血病幹細胞の末梢血動員
を促進する新しい方法を考案することを目
的とした。 

 
３．研究方法 

C57BL/6マウスと SCIDマウスは、日本ク
レアより購入した。CXCL14 ノックアウト 
(KO)マウスは、CXCL14(-/-)雄と CXCL14(+/-)
雌マウスと交配によって作出した。すべての
動物実験とウイルスベクター感染実験は、都
医学研の動物倫理委員会、および遺伝子組換
え生物安全委員会にて承認されたプロトコ
ールに則って実施した。 
骨髄 HSC は成獣マウスの大腿骨と腓骨

から回収し、各種の抗体染色の後、
FACSAriaIII (BD Biosciences)を用いて解析
した。HSCは c-Kit+Sca-1+Lin-、CMP (骨髄
球 系 共 通 前 駆 細 胞 ) は
Lin-c-Kit+Sca-1-FcgR-CD34dull、GMP (顆粒
球 ・ マ ク ロ フ ァ ー ジ 前 駆 細 胞 ) は

Lin-c-Kit+Sca-1-FcgR+CD34dull陰性、MEP (巨
核 球 ・ 赤 芽 球 前 駆 細 胞 ) は
Lin-c-Kit+Sca-1-FcgR-CD34-分画にそれぞれ
回収した。 

RNA 解析では、まず細胞をトライゾル
に溶かし、クロロホルムを加え遠心し上清
を回収した。上清をイソプロパノール沈殿
することで RNAを得た。この RNAを逆転
写反応させ cDNAを合成した。これを目的
遺伝子のプライマーを用いて PCR 反応に
供した。定量的RT-PCRには、LightCycler480 
system (Roche)を用いた。 
走化性試験には、Chemotaxicellチャンバ

ー (Kurabo, 5µポア)を用い、細胞を載せて
37oC で 2 時間保温した。その後 Diff-quick
にて染色し、チャンバーからウェル中に落
下した細胞とチャンバー膜の裏側に移動し
た細胞数をカウントし合算した。 

CXCL14受容体とCXCL14シグナル伝達
系の解析には、CXCR4 cDNAを過剰発現さ
せたヒト単球系白血病細胞株 THP-1を用い
た。受容体への結合試験には、 125I 標識
CXCL14、または 125I 標識 CXCL12 を用い
た。 

HSCにおける Lhx2の機能を調べる実験
には、Doxによって Lhx2発現をオンオフで
きる A2Lox-iLhx2 ES 細胞を用いた。HSC
体外増幅目的には OP9 ストロマ細胞を、T
細胞の分化実験には OP9-DL1 ストロマ細
胞をそれぞれ用いた。 
 
４．研究成果 
CXCL14は CXCL12の natural inhibitorである 

CXCL14 は肥満性糖尿病の悪化に関与し、
また上皮性腫瘍の増殖抑制にも働くユニー
クなケモカインである。CXCL14 受容体の候
補 GPCR のノックダウン実験によって、
CXCL14 の機能には、CXCL12 受容体である
CXCR4 が必須であることを発見した。興味
深いことに、CXCL14 は CXCR4 に高親和性
で結合し、CXCL12 依存的な造血前駆細胞の
移動を完全にブロックした（図１）。 



CXCL14と CXCL12の結合場所は異なり、
CXCL14は CXCR4の internalizationを誘導す
ることで細胞をCXCL12不応性にさせていた。
しかし CXCR4単独では CXCL14のシグナル
伝達には不十分であった。CXCL14 の生理的
機能は、CXCL12 の活性阻害、あるいは
CXCL14 特異的受容体の活性化のいずれかを
介するものと推察される。 

 
CXCL14-KOマウスの HSC動態 

HSC の CXCL14 に対する走化性を解析し
たところ、HSCは CXCL12に誘引されたのに
対して、CXCL14 には反応しなかった。HSC
のニッチ定着に対するCXCL14の間接的関与
を疑って、HSCや様々な造血前駆細胞集団の
存在比率を、CXCL14-KO マウスと野生型マ
ウスとで比較解析した。その結果、
CXCL14-KOマウスの骨髄HSCの数と存在比
率は、WT マウスと比べて減少傾向にはある
ものの有意な差を示さなかった（図２）。 

したがって、骨髄ニッチにおける定常的な
HSC維持に、CXCL14は関与していない。し
かしながら、CXCL14-KO マウスでは、骨芽
細胞や血管内皮細胞などのニッチ構成細胞
を含む CD45陰性細胞の割合がWTマウスよ
りも減少していたことから、CXCL14 が骨髄
環境形成に何らかの役割を果たしている可
能性は残されている。 
 
CXCL14発現場所を可視化するマウス 
骨髄ニッチにおける CXCL14 の発現場所

を明確にする目的で、CXCL14 遺伝子プロモ
ーター直下に TdTomato 遺伝子を挿入した
BAC トランスジェニックマウス系統を作出
した。各種臓器の凍結切片を作り、TdTomato
発現細胞の局在を共焦点蛍光顕微鏡にて探
索した。しかし、蛍光シグナルは極めて微弱
であったため、CXCL12 との二重蛍光染色に
使える材料にはならなかった。 

 
CMG-1欠損マウスの造血系 

CMG-1 遺伝子は繊毛の構成タンパク質で
あるが、integrin-α1, integrin-α2, integrin-α10, 
integrin-α11 遺伝子の転写を正に制御する役
割を我々は報告してきた。これらは、１型コ
ラーゲン受容体のサブユニットである。そこ
で、コンディショナルノックアウト(CKO)マ
ウスを用いて、CMG-1 が HSC のニッチ定着
に必要かどうか検討した。胎生期 HSCに作用
する Creトランスジェニックマウスを用いて、
Tie2-Cre:CMG-1Flox/Flox マウスを３頭作出した。
これらのマウスはメンデルの比率で生まれ、
明らかな健康障害は認められなかった。上記
CKO マウスの骨髄における HSC や各種造血
前駆細胞の総数・比率を CMG-1Flox/Floxマウス
と比較したところ、どの分画においても有意
な差は検出されなかった。残念ながら、
CMG-1 遺伝子は造血幹細胞の機能維持に必
須ではないと結論した。相補遺伝子、あるい
は別の制御経路の働きによって、CMG-1非存
在下でも HSC の１型コラーゲン受容体レベ
ルが下がらない可能性が推測される。 

 
Lhx2はES細胞由来のHSC-like cellsを体外増
幅する 

Lhx2 は毛根幹細胞の自己複製に関与す
る LIM ホメオボックス型転写制御因子であ
る。マウス ES/iPS 細胞由来の中胚葉細胞に
Lhx2を遺伝子導入し、OP9ストロマ細胞との
共培養によって造血系へ分化誘導すると、
c-Kit+Sca1-Lin-細胞が大量に増加する。この
HSC-like cells を放射線照射した同系マウス
に移植したところ、T 細胞を除くすべての系
統の成熟血液細胞がドナーから in vivo分化し、
長期に維持された。骨髄再建細胞の二次移植
も成立し、これらの骨髄キメラマウスは白血
病を発症しなかった。これらの実験結果は、
Lhx2 はマウス ES/iPS 細胞から長期骨髄再建
性 HSC を効率的に分化誘導するパワフルな
分子ツールであることを証明している。 

 
Lhx2による HSC-like cells体外増幅の分子機
序 

A2Lox-iLhx2 ES 細胞を用いて、Dox 添加
（Lhx2過剰発現）による HSC-like cellsの体
外増幅メカニズムを解析した。まず最初に、
Lhx2 は造血性血管内皮細胞 Hemogenic 
endothelial cells (HECs)からの HSC 出芽を促
進 す る の で は な く 、 pre-HSC で あ る
c-Kit+CD41+細胞の自己複製を強力に促進す
ることを実験的に証明した。これは、別の転



写制御因子 Gata2 が HSC の出芽頻度を約 3
倍高めたのと対照的である。過剰量の Lhx2
は、血液細胞の系統分化開始に必須な
Lmo2-Ldb1複合体から Lmo2タンパク質をキ
ックアウトし、ユビキチン-プロテアソーム系
による急速なタンパク質分解を誘導した。ま
た、Lhx2は Gata3を転写誘導し、Gata3の継
続的発現によって血液細胞の系統分化がブ
ロックされた。Lhx2 発現をオフにすると、
Hesx1, Tcf3, Fhl1, Sox4, Ebf2といった他の転
写因子の発現レベルも半分以下になった。し
たがって、Lhx2の過剰発現は、Gata3だけで
なく、HSCの自己複製と分化阻害に関わる数
多くの転写制御因子の発現にも影響を与え
るものと推察される。 

 
Lhx2によって誘導された HSC-like cellsのＴ
細胞分化能 

A2Lox-iLhx2 ES細胞から Dox添加培養に
よって体外増幅した HSC-like cells を放射線
照射した SCID マウスへ移植し、Dox を含む
水を与えて 4週間飼育した。末梢血の骨髄球
や赤芽球の 80％以上がドナー由来になって
いたが、以前の実験結果通り、ドナー由来の
T細胞は検出されなかった。これは T前駆細
胞の自己複製に必要な Lmo2 を Lhx2 が分解
してしまうことが主な原因と考えられる。し
かし、驚くべきことに、飲料水から Doxを除
去して飼育したところ、3 週間の内に、末梢
血と胸腺にドナー由来の CD4+、あるいは
CD8+ T細胞が大量に出現してきた。Lhx2過
剰発現状態では、T細胞分化は DN3ステージ
で停止しており、Lhx2発現をオフにすること
によって、T 細胞分化が急速に再開されたも

のと推測される。これは、Lhx2過剰発現によ
って ES 細胞から誘導した HSC-like cells が、
すべての系統の血液細胞を in vivoで作り出せ
ることを証明する結果である（図３）。 

 
HSC の骨髄ニッチ定着と関連する分子の探
索 

A2Lox-iLhx2 ES細胞から Dox添加によっ
て体外増幅した HSC-like cellsは、Doxを除去
すると３日以内にすべてが分化し、Lin+とな
る。そこで、マイクロアレイを用いて Doxを
除去したときに発現低下する mRNA を網羅
的に解析した。膜タンパク質をコードする遺
伝子の中では、Biglycan, Esam1, Jam3, Tek, 
Mpl, integrin-α9, integrin-α6, CD34等の発現レ
ベルが 2.5 倍以上低下していた。これらは、
HSC の骨髄ニッチ定着と関係している可能
性がある。 
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