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晴乳類の造血発生 に は胎生型造血と , 成体型造血 の 2 種類が知られて い

る . マ ウス で は , 前者は卵黄嚢(y olk s a c) で 胎生 7 .5 日付近から作られる . 後者

は胎生 1 0 日付近から ,
大動脈 一生殖隆起ヰ 腎(A G M) 領域で始まり, その 後肝臓.

牌臓 , 骨髄 へ と産生場所は移行して いく . 成体型造血 の前駆細胞は胎生 7 . 5 か ら

9 . 5 日 の傍大動脈臓側中腰葉(P - S p) 領域で最初に 同定される . 造血幹細胞は , 自

己複製能と多分化能で定義されるが . 成体の造血を再構築できる細胞は A G M 領

域で . 新生児の造血を再構築できる細胞は P - S p 領域で 同定される .

種々の ノ ック アウトマウス の 研究などから , 造血発 生 に必須とされて い

る遺伝子がいく つ か知られて いる. R u n xl
,
G A T A 2

,
S C L などに 加 えて , 近年

N ot c h l も造血発 生 に必要である こ とが示された . しか し,
d r o s o p hil a や z e b r afis h

で いく つ か報告がされて はいるもの の , 依然嘱乳類で は , 造血発生 における各

種転写因子の 関係や経路は明らか にされて いない .

2 . 材料と方法

N ot c h l ノ ッ ク アウ トマ ウス の P - S p 領域で は ,
造血 に必要とされて いる

R u n x l や S C L
,
G A T A 2 の発現が低下して い る こ とが報告されており ,

造血発生

で は これらが N ot c h シグナル の 下流で はないか と考えた .



マ ウ ス の I
'

n vi v o で の 造血発 生は .
P - S p 培養を用 い る こ とに よ り ,

l

'

n vitr o

で再現 で きる . 胎生 9 . 5 日 目の 胎児 から P - S p 領域 を切 り出 して単個細胞浮遊液

と し , 各種サ イ トカイ ンと共に O P 9 問質細胞と共培養する , 共培養に より , 野

生型 マ ウス の P - S p 領域からは多数の浮遊細胞が出現 し ,
こ れ らは各種の 血球系

表面抗原や ,
コ ロ ニ

ー 産生能を有する .

成体型造血が障害されて い る, N o tc h l ノ ッ クア ウ トマ ウ ス の P - S p 領域

をこ の系で培養しても血球は全く産生されない . そ こ で ,
N ot c h l ノ ッ ク アウ ト

マ ウス の P - S p 培養に ,
レ トロ ウイ ル ス を用 い て N o t c h l の 下 流と予想したR u n x l ,

S C L
,
G A T A 2 を発現させ ,

血球産生が回復するかを調 べ た .

なお ,
O P 9 問質細胞は ,

マ ク ロ フ ァ
ー ジコ ロ ニ ー 刺激因子( M - C S F) を欠

損する マ ウス か ら樹立された問質細胞株であり , 造血支持細胞と して各種血球

の 分化 . 誘導に 用 い られ る .

3 . 結果

N ot c h l ノ ッ ク アウ トマ ウ ス の A

P - S p 培養か ら は血球が できて こ ない

( 図 1 A) が,
こ の 系に レトロ ウイ ル ス を

用 いて R u n xl , S C L , G A T A 2 を発現さ

せると , 驚く こ とに ,
R u n x l を導入 し

た P I S p 培養か らの み ,
血球の 出現を認 B

めた(図 1 B)

次 に ,
R u n x l 導入 に より回復 し

た血球の評価を行うため に , 表面抗原

と コ ロ ニ
ー 産生能を調べ た . 表面抗原

で は , 汎白血球標識 C D 4 5 , 幹細胞標識

c - Kit , C D 3 4 , S c a l , 骨髄球系標識 G ト1 ,

M a c -1 , 赤芽球系標識 T e ト1 1 9 を認め ,

野生 型の P - S p 培養か ら得られた結果

とほぼ同様であ っ た . ( 図 2 A)

N ot c h l +/ + N ot c h l r/ -

メ チ ルセ ル ロ ー ス 培地を用 いた コ ロ ニ ー

形成能で は , 混合コ ロ ニ ー

, 頼

粒球 マ ク ロ フ ァ ー ジコ ロ ニ ー

, 赤芽球系コ ロ ニ ー の 産生が み られ た . 得られた

コ ロ ニ
ー

の サイ トス ピン標本からは , 頼粒球 ,
マ ク ロ フ ァ

ー

ジ , 有核赤血球 ,

脱核した赤血球が み られ , 各種血球が産生されて い た( 図 2 町 野生型と同様の

結果であ っ た .

これ らの結果から ,
N ot c h l は

.
R u n x l を介 して P I S p 領域か らの成体型造血発

生に寄与して い る こ とが示唆された .



次 に ･ 造血発 生 に A
おける ,

N o tc h シグナ ル の

下流として の R u n x l の機

能を検討した .

R u n x l は各種の コ b

ア ク テ ィ ベ
ー

タ
ー

や コ リ

プ レ ツ サ ー と協調 し , 時

間
. 空間依存的に , 標的遺 B

伝子 の 転写活性化因子 と

して 働くと同時に転写抑

制因子と して も働く こ と

が知 られ て い る. ま た機能

部位の解析も進んでおり ,

転写活性に 必要な部位 , 転

写抑制に必要な部位 ,
D N A

結合に 必要な部位 ,
コ ア ク
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や コ リ プ レ ツ サ ー に 結 A

合する部位などもしられて いる .

そ こ で ,
R u n x l の 各種機能部

位を欠失した変異体を産生する レ ト

ロ ウイ ル ス( 図 3 A) を用 い .
N o tc h l ノ

ッ ク ア ウ トマ ウス の P - S p 培養に導入

する こ と に より , 造血発 生 に お ける

N ot c h l の 下流と して の R u n xl の機能

を検討した . その 結果 , 転写活性部位

や R u n t 部位を欠損 した変異体で は血

球産生の 回復は見られず, 転写抑制部

位を欠損した変異体で は血球産生の

回復が み られ , 造 血発生 に お け る
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N o tc h シグナ ル の 下流と して は ,
R u n x l の 転写活性化能が必要 であると考えら

れた(図 3 B) .

続い て . N ot c h シグナル と R u n x l の 関連を調べ た .



N otc h シグナ ル の

下 流 と し て は ,

A

H e s l が よく 知 ら

れ て い る . 成体で

の造血幹細胞 に関

tot al c ellly s a te s a nti - F L A G I P

H A - R u n x l + + + +

3 x FIa g
- H e s l + +

a n ts - H A blo t ≡≡≡ニ ー 掛 碑

して は
,
H e s l は

a n ti - F L A G blo t

N o tc h l と 同様に ,

造血幹細胞を維持 B
すると報告され て

い る . また , 造血

発 生 にお い て は ,

A G M 領域 か ら産

生 さ れ る血 球 で

H e s l が 発 現され

て い る こ とも示さ

れて い る . さらに ,

H e s l は N ot c h シ
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グナ ル とJ A K /S T A T シグナ ル や W nt シグナ ルを仲介すると いう報告も

た
,
R u n x フ ァ ミリ

ー の R u n x 2 の 転写活性化能を H e s l が増強すると いう報告も

ある .

そ こ で ,
H e sl が R u n xl の 転写活性化能を増強させ るかを ,

ル シ フ ェ ラ

ー ゼを用 い た レポ ー

タ
ー

ア ツ セイ で 検討した . R u n xl と H e s l が結合する こ と

は別 の G S T p ull d o w n ア ツ セ イで 示され て い るが , 今B] , 免疫沈降実験で も両

者の結合が確かめられた( 図 4 A) . さらに ,
H e s l は R u n x l の転写活性化能を用

量依存的に増強する こ とが示された(図 4 B) .

こ の こ とか ら
,
N ot c h は H e s l を介 して ,

R u n x l の機能を制御して い る

可能性が示唆された .

4 . 考察

本研究で は , 晴乳類の造血発生 に お い て ,
N ot c h - R u n x 経路が非常に重

要な働きを し て い る こ と が 示唆された . ごく 最近 ,
z e b ra fi s h に お い て も

N o tc h - R u n x 経路が造血幹細胞の制御に重要 である こ とが報告されて おり , 以前

に d r10 S O P h /
'

/a の 初期血球分化に お い ても N o tc h - R u n x 経路が報告されて い る .

N o tc h シグナ ルが R u n x l の 発現を制御して い るだ けでなく ,
R u n x l の 機能を制

御して い る可能性も新た に示唆された .

造血帯腫癌等に対する治療として , 現在広く造血幹細胞移植が行われて



い る . 近年で は造血幹細胞の ソ ー

ス と して
. 勝帯血も用 い られるようにな っ て

い る . しか し, しばしば造血幹細胞の数の 不足に よる生着遅延や免疫回復の遅

れが問題となり, 造血幹細胞の増幅技術の確立が切望されて いる . また, 様々

な疾患の治療に輸血が行われて いるが , 感染症の危険や , 献血者の 不足から,

腔性幹細胞や瞭帯血などを ソ ー ス と して の 血液の生産も望まれて いる . N ot c h

シグナ ルを用 い て膳帯血 の造血幹細胞を増幅したとする報告はあるが, まだ実

用化されて いない . さらに , 近年の 研究に よ り ,
白血病の発生 ･ 維持 ･ 治療に

おい て , 白血病幹細胞の概念が提唱されて いる . そ して . 造血 発生 に必須であ

る こ とがわか っ て い る遺伝子 の多くは, 白血病の遺伝子異常から発見されたが

ん遺伝子 である. 急性リ ンパ球性白血病において は , 非常に高率に N ot c h l の 活

性型変異がみ られる こ とが報告されており, 急性骨髄性白血病 でみ られるも っ

とも多い遺伝子異常の 一 つ に R u n x l の遺伝子異常がある.

造血発生における分子機序を解明する こ とは . 造血幹細胞の増幅 . 血液

の分化誘導 , 腫癌発生の 研究に非常に役立 つ こ とが期待される . 本研究で は .

造血発生における重要な N ot c h シグナ ル と R u n xl の 関連を示した点で非常に興

味深い と考えられた .




