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１．研究のねらい 

iPS 細胞の作成方法およびその効率化については種々の進歩が報告されているが、臨床応用

のためには分化誘導技術の改良が必要である。血液、内皮細胞は治療上有用な細胞集団であ

り早くから ES 細胞を用いた分化誘導が研究されているが、実際のマウス胎児内での発生、分化

過程が完全に理解されているわけではなく ES 細胞からの試験管内分化でも完全な方法は確立

されていない。特に移植が可能な血液を ES 細胞から作るには特定の転写因子を遺伝子導入し

強制発現させることが必要とされており、生理的に妥当な方法とは言いがたい。試験管内で生理

的な造血が再構成できない原因としては未知の因子の機能が充分に解明されていないために

至適な造血環境が再現できていない可能性が高い。血液、内皮細胞の分化過程を詳細に解析

する目的で ES 細胞を中胚葉、血管内皮、血液に分化誘導し、その培養系において各分化段階

の遺伝子発現解析を行った。この解析から内皮、血液分化を促進する必須因子として Ets ファミ

リーのひとつである Etv2を見いだした。Etv2を欠損させるとマウス胚で内皮、血液が完全に消失

し、これらの細胞系譜を決定するマスター遺伝子であることがわかった。残念ながらこの劇的な

ノックアウトの表現型は我々の解析中にアメリカのグループから先に報告されたが、ES、 iPS 細

胞から中胚葉を経て内皮、血液を誘導する際には考慮すべき最重要因子であり、Etv2 を手がか

りとした血液、内皮分化過程の解明、ES 細胞等での Etv2 発現の効果など検討した上で Etv2 を

利用して幹細胞からの内皮、血液の効率的な誘導法の開発を目指して研究を進めた。 

 

２． 研究成果 

（１）概要 

１） Etv2 の血液、内皮細胞発生における役割の解析 

Etv2 の発現をマーカー遺伝子ノックインマウス、ES 細胞にて解析し、機能的な意義を Etv2

欠損マウス、ES 細胞を用いて検討した。 

２） Etv2 の一過性発現の必要性に関する検証 

Etv2 の一過性発現の重要性をマウスの発生過程で検討した。Etv2 が持続発現するマウス

では正常の血管、血液の発生が阻害されることを示した。 

３） 1. 造血に重要な初期中胚葉の検索。血液、内皮細胞発生に必須である Etv2 を指標にし

て造血に最重要である中胚葉の領域を検索した。 

2. マウス胚での知見をもとにした試験管内での ES 分化で 1.に相当する細胞集団を解析し

た。 

 

（２）詳細 
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１）Etv2 の血液、内皮発生における役割の解析 

ES 細胞から中胚葉、血液と分化誘導する培養系で各分化段階の細胞集団の遺伝子発現解

析を網羅的に行い、血液、内皮の前駆細胞に相当する Flk-1 陽性集団に特異的に高発現す

る遺伝子として Etv2 を見いだした。ノックアウトマウスを作製したところ血管内皮、血液細胞が

完全欠損し胎生９日目に致死であったため、血液、内皮細胞の分化、発生における最重要遺

伝子であると考えさらに解析を進めた。Venus ノックインマウスで Etv2 の発現をみたところ初

期中胚葉の Flk-1 陽性細胞に一致して発現が始まるがその発現は一過性で、内皮、血液を

初期中胚葉から誘導した後は胎生１０日目頃には発現がほぼ消失することがわかった（図

１）。Etv2 欠損マウスおよび Etv2-/-ES 細胞の解析から、初期の Flk-1 陽性細胞の誘導は

Etv2 欠損状態でも可能であるが、Flk-1+/PDGFRα+の未分化中胚葉を Flk-1+/PDGFRα-の

内皮、血液に特化した前駆細胞への分化させるのには Etv2 は必須であった。Etv2 は種々の

内皮、血液に特異的で重要な転写因子等を誘導するが、Etv2 の標的となる遺伝子群の中で

も Scl と Fli1 が Etv2 欠損状態からでも血液、内皮細胞誘導を rescue できることから最重要の

因子と考えられた。さらに Flk-1 陽性初期中胚葉に Etv2 を発現誘導するうえで VEGF が強力

に作用することを示した（図 2）。 

             

 

図１）Etv2 のマウス胚における発現。造血が始まる胚外中胚葉に胎生７日目に発現がみられ

るが、その発現は一過性で９日目には消失し、胚内の血管系に発現がシフトしている。 

図２）ES 分化の中胚葉培養系では Flk-1+/PDGFRα+の未分化中胚葉が PDGFRα+の筋肉、

間葉系の細胞と Flk-1+の内皮、血液になる細胞に分化する。Etv2 は未分化中胚葉の細胞集

団を内皮、血液の方向に誘導するのに必須の因子である。VEGFが我々の検索した中では最

も強力に Etv2 の発現を誘導した。 

 

２）Etv2 の一過性発現の必要性に関する検証 

Etv2 の発現が一過性であることが血液、内皮細胞の分化誘導に利用する際にも重要かを検

討した。この目的のため組織特異的 Cre トランスジン依存性に Etv2 を恒常的に発現し続ける

マウスの系統を作製した（図３A）。神経上皮、体節に Etv2 を持続発現させても発生は正常に

進み明らかな表現型は認めなかったが、内皮、血液の強発現が持続すると血管系の異常
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で胎生致死となった他、成体の造血も阻害された（図 3）。この結果から Etv2 は適切な発現調

節により一過性にのみ発現し、内皮、血液細胞の分化後はその発現が低下する必要がある

こと示唆された。 

 

   
 

図３）A. 組織特異的に Etv2 の強発現を得るため ROSA26 に Cre 依存的に Etv2 transgene 

を発現するカセットをノックインした。B.Tie-2Cre により内皮細胞に強発現を誘導すると血管の

一部が拡張し、マウス胎児は胎生１１日目前後で致死となった。C. Vav-Cre により Etv2 を成

体血液細胞に強発現した。Etv2 の発現が血液で持続すると骨髄細胞のコロニー形成能は著

しく低下し、マウスは貧血を呈した。 

 

３） 

1.造血に重要な初期中胚葉の検索 

Etv2 の欠損は内皮、血液分化を完全に阻害することおよび発現パターン等から示唆されるご

とく中胚葉から血液をつくる過程でのみ必須であり以降の内皮、血液の機能にはほぼ不要で

ある。この分子の特性を利用して、血液をつくれる内皮細胞(hemogenic endothelial cell)の由

来を検討した。成体の血液に寄与できる細胞は Aorta-Gonad-Mesonephron(AGM)の

hemogenic endothelial cell に由来するとされるが、その起源が初期中胚葉のレベルでは明ら

かにされていない。Cre を各中胚葉領域特異的に発現するマウスと Etv2 conditional マウスを

掛け合わせて造血に重要な中胚葉の領域を検索した。体節や神経上皮由来の内皮細胞の

血管、血液への関与も報告はされているがこれらを標的とする Cre で Etv2 を欠損させても発

生は進み正常のマウス個体が得られた。使用した Cre マウスのうち Mesp1Cre, Hoxb6Cre, 

Hes7Cre マウスによる Etv2 欠損で血液発生の著しい阻害をみた。特に Hoxb6Cre による欠損
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では血管の障害が尾部に限局しているにもかかわらず胎児は貧血様であり、AGMで c-Kit陽

性細胞が著減していた（図 4）。Hoxb6ERCre で同様の実験を行い Tmx で時期特異的な Etv2

欠損を誘導したところ胎生7.5-8.5日のHoxb6発現領域に相当する尾側の側板中胚葉が将来

的な造血に最重要である中胚葉集団であることがわかった。 

2. マウス胚での知見をもとにした試験管内での ES 分化 

マウス胚で領域特異的に Etv2 を欠損させた結果から Hoxb6Cre の標的となる尾側側板中胚

葉の胎生７−８日目に相当する部分が造血に最も重要な部位と判明した。この知見を試験管

内での分化誘導に応用するためHoxb6に蛍光蛋白をノックインしたES 細胞を作製した。OP9

細胞、Embrioid Body を用いる方法で血液系に分化させたがこれらの従来の分化方法では

Hoxb6 レポーター陽性細胞(Hoxb6+/Flk-1+)は Flk-1 陽性のうちの 0.3%前後であった。しかし

Hoxb6+/Flk-1+の集団は gene expression profiling や T 細胞産生能から成体での造血細胞に

近い特徴がみられている。現在移植実験、およびこの集団をより高率に誘導できる培養条件

を検討している（図 5）。 

 
          

図４）Etv2 を Hoxb6-Cre が標的となる中胚葉で欠損させると Aorta(Green)内の c-Kit(Red)陽

性細胞が減少し、AGM での造血能低下を示唆する。 

図５）A. Hoxb6 promoterで蛍光タンパクを発現する ES細胞を血液に分化させる条件で培養し

た。従来の培養法では Flk-1 陽性のうちの 0.3%くらいしか Hoxb6 reporter 陽性にならなかっ

た。 

B. Hoxb6+の細胞集団はより高い lymphoid potential を有している。Flk-1+の細胞で Hoxb6 陽

性と陰性の集団を OP9-DL1 上で T 細胞を誘導した。Hoxb6+の細胞がより高頻度で T 細胞

を産生した。 

 

３． 今後の展開 

Etv2 が血液および内皮細胞の発生に必須の因子でありその作用につき以下のことを解明した。

１）Etv2 の発現は一過性であり過剰に発現が持続することが血管系、血液系ともに正常発生を

妨げる。２）Etv2 をマウス初期中胚葉で部位特異的に欠損させることで造血に最重要な中胚葉

の集団を同定できた。 １）については Etv2 を試験管内造血に応用する上で一過性に発現を誘

導できるベクターシステムの構築が必要であり、導入効率等の面からセンダイウイルスによる方
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法を検討している。 ２）については現在頻用されている分化誘導法である embrioid boidy、OP9

ストローマ細胞上での培養法ともわずかしか該当する細胞集団が試験管内では誘導できていな

い。新たな増殖、分化誘導因子の組み合わせでHoxb6陽性となる Flk-1陽性細胞の効率的な誘

導法を検討する必要がある。 

 

４． 自己評価 

iPS 細胞、ES 細胞の有効な活用につながる研究として、血液細胞を効率よく得ることを目指した

が特定の分子の機能解析が研究期間内では主な成果になってしまった。世界で数グループが

競争するこの分野では最も興味深いターゲットであるので早めに出せる成果を追わねばならな

い状況にあったことは確かであるが、Etv2 をいかに試験管内の造血に利用すべきかという課題

については十分な仕事ができていない。 期間内で得られた知見が今後の応用に生かされるよ

うな状況を期待したい。 

 

５． 研究総括の見解 

本来の目的は iPS 細胞から血液血管細胞を高効率に誘導する方法の開発であったが、残念

ながらそこまでは到達できていない。ただ、これを可能にすると考えた Etv2 分子の研究について

は最高レベルの解析を行い、この分子の機能についてほぼ明らかにし、いくつかの論文にまと

めている。また、同じさきがけの依馬研究者などと共同研究を行い、論文作成にまで至っている。

このように、productivity という面では高く評価できる。積み上げた膨大な解析データの全てをま

だまだ論文に出来ていないようで、まずこれらを論文として発表する事を期待する。 
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