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研究成果の概要（和文）：最近の研究により、造血幹細胞は極めて多様な生物活性を持ったヘテロな集団である
ことが判明している。生体はこの造血幹細胞の不均一性を維持することで、造血システムを長期間維持し、様々
なストレスに対応していると考えられる。本研究では、分裂活性や細胞周期制御に極めて重要なmTORキナーゼ複
合体とフォークヘッド転写因子Foxoに着目し、これらの分子に制御を受ける遺伝子を網羅的に解析した。さら
に、CRISPR/Cas9を利用した分子機能スクリーニングを実施することで、造血幹細胞や白血病幹細胞の不均一性
に寄与する分子経路を複数同定した。

研究成果の概要（英文）：Recent studies have revealed that hematopoietic stem cells (HSCs) form 
heterogeneous population with extremely diverse biological properties. By maintaining the 
heterogeneity, HSCs maintain the hematopoietic system for whole life, and it seems that it 
contributes to respond to various stresses. In this study, we focused on mTOR complex and forkhead 
transcription factor, FOXO, which are essential for survival and cell cycle regulation, and we 
identified molecules that are regulated by these pathways. Furthermore, by performing CRISPR/Cas9 
screening system, we identified multiple functional molecules that contribute to regulate 
heterogeneity of HSCs and leukemic stem cells.

研究分野： 幹細胞生物学
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1. 研究開始当初の背景 

 造血幹細胞は自己複製能と多分化能を併せ

持った特殊な細胞であり、自己複製により幹

細胞プールを維持し、分化することで造血シ

ステムを維持している。 この造血幹細胞の自

己複製と分化活性は環境的因子と内在的因子

により厳密に制御を受けており、この制御機

構を詳細にする事は、健常時のみならず、細

菌感染や貧血等の様々なストレス下における

造血システムの維持機構や、白血病の発症機

序の解明に重要である。近年、複数の未分化

マーカーに対する抗体を組み合わせることで、

造血幹細胞を高度に純化できるようになり、

造血幹細胞の機能を単一細胞レベルで解析す

る事が可能になってきた。最近、造血幹細胞

“１個”を移植し、その分裂・分化運命を経

時的に解析した研究（Yamamoto et al., 2013, 

Cell）と、レトロウイルスを用いて個々の造

血幹細胞とその子孫細胞を識別できるラベル

法の開発（Verovskaya et al., 2013, Blood）

により、個々の造血幹細胞の性質は多様でか

つダイナミックに変動している事が明らかと

なり、造血幹細胞は極めて多様な生物活性を

持った不均一な集団であることが判明した。

生体は幹細胞の“不均一性”を保持する事で、

造血システム全体で長期間、安定して多様な

血液細胞を供給し、さらに様々なストレスに

迅速に応答できると考えられる。 

 

2. 研究の目的 

 これまでに本研究代表者が所属する研究室

では、フォークヘッド転写因子 FOXO ファミリ

ーと mTOR 複合体が造血幹細胞の静止期制御

に極めて重要である事を明らかとした(Naka 

et al., 2010, Nature; Hosii et al., 2012, 

J Clin Invest)。造血幹細胞と前駆細胞では

その分裂活性が大きく異なり、造血幹細胞で

は FOXO ファミリー分子が活性化（核に局在）

し、静止期関連分子の発現誘導により細胞分

裂を休止していると考えられる。前駆細胞で

は FOXO ファミリー分子の核外移行が誘導さ

れ、FOXOの転写活性は抑制されている。一方、

mTOR 複合体１（mTORC1）の活性は、前駆細胞

で活性化しており、代謝関連遺伝子や細胞周

期関連分子の発現を誘導する事で、細胞分裂

を制御している。これらのことから、研究代

表者は造血幹細胞においても FOXO および

mTOR の活性が異なっており、これが造血幹細

胞の不均一性に起因するのではないかと考え

た。そこで本研究では、これらの造血幹細胞

静止期制御因子を軸として、（１）静止期制御

分子（FOXO あるいは mTOR）により制御を受け

る遺伝子を同定し、（２）同定した候補遺伝子

の機能を次世代シークエンサーを用いてハイ

スループットにスクリーニングすることで、

幹細胞の不均一性に関わる遺伝子の同定を目

指した。一方、白血病幹細胞は正常な幹細胞

と共通する分子機構を利用することで、宿主

内で有利に生存していることが報告されてい

る。また、がん細胞はヘテロな集団を形成す

ることで、抗がん剤に対する抵抗性を付与し

ていることが想定されている。これらのこと

から、上述の候補遺伝子から、CRISPR/Cas9

ライブラリーを用いた機能スクリーニングを

実施し、抗がん剤抵抗性に寄与する分子を同

定した。 



 

3. 研究の方法 

 造血幹細胞の不均一性制御に関わる候補遺

伝子を探索する目的で、CRISPR/Cas9 システ

ムを用いて、FOXO1, 3, 4 を欠損するヒト白

血病細胞株を作成した。これらの細胞と FOXO

阻害剤に暴露した細胞の遺伝子プロファイリ

ングを CAGE 法にて実施し、FOXO 転写因子に

制御を受ける遺伝子群を同定した。さらに、

これらの遺伝子群から細胞の生存に関わる遺

伝子を同定する目的で、新規の CRISPR ライブ

ラリーを用いたスクリーニング法を確立し実

施した。 

 また、造血幹細胞では FOXO が活性化してい

ることが知られているが、この FOXO の活性は

Akt により負に制御されている。さらに Akt

の活性は mTOR キナーゼ複合体２(mTORC2)に

正に制御されている。従って mTORC2 を阻害す

ることで FOXO を間接的に活性化できること

が想定される。そこで、CRISPR/Cas9 システ

ムを用いて、mTORC2 の機能に必須である

Rictor遺伝子を欠損するヒト白血病細胞株を

樹立した。この細胞を用いて、マイクロアレ

イ法により遺伝子プロファイリングを実施し、

mTORC2 に制御を受ける遺伝子群を同定した。

さらに、これらの候補遺伝子から抗がん剤耐

性に関わる遺伝子を同定する目的で、上述と

同様に CRISPR/Cas9 ライブラリーを用いたス

クリーニングを実施した。 

 

4. 研究成果 

 造血幹細胞の不均一性制御に関わる候補遺

伝子の探索を行う目的で、CRISPR/Cas9 シス

テムを用いて、FOXO1, 3, 4 を欠損する白血

病細胞株を作成した。FOXO1, 3, 4 遺伝子の

単独欠損はその細胞増殖にほとんど影響を示

さなかったが、特に FOXO1, 3 ,4 の３重欠損

細胞は細胞分裂が強く抑制されていた。した

がって、FOXO 転写因子は協調的に細胞分裂を

制御していることが示唆された。次に、FOXO

により転写制御を受ける遺伝子を同定する目

的で、FOXO 阻害剤を暴露した細胞、先に作成

した FOXO 欠損細胞株、および親株の遺伝子発

現プロファイリングを実施し、およそ 800 の

遺伝子が FOXO により制御されていることが

示唆された。 

 同定した 800 の遺伝子候補から、細胞の生

存に機能する遺伝子を同定する目的で、新規

の CRISPR/Cas9 システムを利用した機能スク

リーニンング法を確立した。この方法では解

析対象遺伝子１つに対して 10 個 の sgRNA を

デザインし、すなわち対象遺伝子はゲノム上

で異なる 10 箇所の領域でゲノム編集を受け

る。さらに、バーコード技術を組み合わせる

ことで、一度に１万種類のゲノム編集された

細胞の挙動を経時的に解析することが可能で

ある。このスクリーニングにより、FOXO の下

流では細胞周期調節や RNA スプライシングな

どの経路が制御されており、これらの分子経

路が細胞の生存に極めて重要であることが示

唆された。 

 以上の結果から、造血幹細胞では FOXO は下

流の細胞周期調節因子や RNA スプライシング

経路を制御することで不均一性の維持に貢献

していることが示唆された。 

 一方で、mTORC2 の機能を阻害する目的で、



Rictorを欠損するヒト白血病細胞株を樹立し

た。この細胞では mTORC2 による Akt のリン酸

化が完全に阻害されていた。興味深いことに、

Rictor欠損細胞は抗がん剤に対する感受性が

促進していた。そこで、mTORC2 により制御を

受ける遺伝子を同定する目的で、野生型（親

株）および Rictor 欠損株の遺伝子発現の差異

をマイクロアレイ法で解析した。その結果、

mTORC2の不活性化により発現が増加あるいは

減少する遺伝子をおよそ 1,000 遺伝子同定し

た。次に、上述の CRISPR/Cas9 を用いたスク

リーニングを実施し、mTORC2 により制御を受

ける分子の中から、抗がん剤暴露した細胞の

生存や耐性獲得に寄与する分子の同定を試み

た。その結果、脂質代謝、メチオニン代謝、

転写調節等に関わる分子が抗がん剤耐性獲得

に寄与していることが明らかになった。 

 以上の結果から、mTORC2 は脂質代謝、メチ

オニン代謝、mRNA 転写を制御し造血幹細胞の

不均一性制御に寄与していることが示唆され

た。さらに、白血病幹細胞は、この mTORC2 を

介した不均一性維持機構を利用することで、

抗がん剤耐性を獲得していることが示唆され

た。 
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