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研究成果の概要（和文）：マウス胎生期肝臓においてportal vesselsとその周囲の間葉系幹前駆細胞がニッチを
形成していることを明らかにした。また、マウス成体にて細動脈ニッチ、骨髄洞ニッチから造血幹細胞の維持に
必須と報告されているサイトカインであるCXCL12を特異的に欠損させるマウスモデルを作成、同じサイトカイン
でも欠損させる細胞によって造血幹細胞に与える影響が異なっていることを見出し、ニッチの骨髄内局在の重要
性を示唆する結果が得られた。幹細胞の静止状態と増殖が異なる環境により支持されている、すなわち癌を特異
的に支持する骨髄環境の存在が示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study report that selected microenvironment exists and highlights the 
possibility of heterogeneity among mesenchymal niche cells. Recently, cellular heterogeneity within 
a tumor has been highlighted and among aggressively proliferating tumor cells, a small fraction is 
found in quiescent status, causing refractoriness to anti-cancer therapy and relapsed diseases. Even
 in cancer cells that appear to proliferate in an unlimited manner, environmental cues are believed 
to control their cell cycle status, quiescence or proliferation. Therefore, “decision” whether 
symmetric or asymmetric division is essential for leukemia to survive. The anatomical and functional
 interactions between hematopoietic cells or leukemia and their microenvironments are essential to 
efficiently control normal and pathological hematopoiesis. This study suggests that identification 
of the niches may add new concept as “anti-cancer niche” to cancer therapy.

研究分野： 血液内科学
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	 

１．研究開始当初の背景	 
造血幹細胞の機能は、微小環境（ニッチ）か
らの特異的なシグナルによって、厳格な制御
を受けている。細胞分裂周期の制御に関わる
遺伝子欠損マウスモデルを用いた研究結果
より、無秩序な増殖は、造血幹細胞の枯渇を
引き起こすと考えられている(Orford	 and	 
Scadden.	 Nat	 Rev	 Genet	 2008)。細胞周期静
止状態は、幹細胞を外的ストレス刺激から保
守するために重要な特徴の一つであり、腫瘍
化を引き起こす可能性のある遺伝子変異の
獲得を回避する手段であるとも、考えられて
いる(Lobo	 et	 al.	 Annu	 Rev	 Cell	 Dev	 Biol.	 
2007)。これまでの多くの研究により、様々
な種類の細胞が、造血幹細胞ニッチ構成細胞
として、同定されている。初期の報告では、
造血幹細胞は、骨内膜面下に多く認められる
ことより、骨芽細胞が造血幹細胞ニッチであ
ると考えられていた（骨芽細胞性ニッチ）
（Arai	 et	 al.	 Cell	 2004、Zhang	 et	 al.	 Nature	 
2003）。一方、他の研究においては、造血幹
細胞は、骨髄血管（骨髄洞）周囲に多く認め
られると報告され、また、CXCL12	 –abundant	 
reticular	 (CAR)細胞、ネスチン陽性間葉系
幹細胞、レプチン受容体陽性細胞など血管周
囲の間質細胞の重要性も示唆されている（血
管性ニッチ）(Kiel	 et	 al.	 Cell	 2005、
Sugiyama	 et	 al.	 Immunity	 2006 、
Mendez-Ferrer	 et	 al.	 Nature	 2010、Ding	 et	 
al.	 Nature	 2012)。これらの研究結果より、
我々の造血幹細胞機能制御における理解は、
飛躍的な発展を遂げているものの、それぞれ
の異なるニッチが、どのように造血幹細胞の
機能を制御しているかは、不明であった。骨
髄ニッチの構造と造血幹細胞との関連を解
析した先駆的な研究は、マウスの頭蓋骨骨髄
を可視化する intravital	 microscopy による
ものであった(Sipkins	 et	 al.	 Nature	 2005)。
この技術は、マウス生体内で、骨髄の構造と
血液細胞の動きを３次元的に real	 time で観
察することのできる画期的なものである。し
かしながら、観察する細胞を採取、体外で蛍
光標識し、再び移植しなければならず、厳密
な意味で生理的条件下ではなく、また、頭蓋
骨髄では、その解剖学的な近接性から、血管
性ニッチと骨芽細胞性ニッチを十分に空間
的にわけて観察することが、困難であった。
また、従来行われていた数ミクロンの厚みし
かない骨髄スライド切片では、造血幹細胞と
骨髄構造の位置関係を３次元的に解析する
ことは困難である。これらの問題点を解決し、
骨髄間質の構造と造血幹細胞の分布をより
詳細に解析するために、共焦点顕微鏡を用い
た骨髄の３次元イメージング技術を確立し
た。この新技術は組織深度 100μm までの連
続断面を取得するここの新技術は組織深度
100μm までの連続断面を取得することが可
能であり、造血幹細胞とその微小環境(骨髄
の血管、間質の構造)	 との距離の３次元的な
解析だけでなく、実際に取得した画像上で、

コンピューターシュミレーションを行うこ
とにより、両者間の位置的な関連の有意性の
検討までを可能とするものである。申請者ら
は、この新技術を用いて、骨髄血管は、細動
脈と骨髄洞という２種類の血管から成り立
っており、それぞれが、造血幹細胞の静止状
態の維持（細動脈性ニッチ）、細胞増殖（骨
髄洞性ニッチ）という異なる機能を支持して
いることを世界で初めて明らかにした
(Kunisaki	 et	 al.	 Nature	 2013)。造血幹細
胞ニッチの構成細胞を同定するための研究
は、近年、日本に限らず世界中で、精力的に
行われており、前述の研究を初めとした多く
の研究結果により、我々の造血幹細胞機能制
御における理解は、飛躍的な発展を遂げてい
る。造血幹細胞を取り囲む骨髄環境はとても
複雑であり、包括的かつ先入観にとらわれな
い分析が必要とされ、この技術は正常造血幹
細胞のみならず、血液腫瘍細胞(白血病)ニッ
チの同定にも有用であると考えられた。	 
	 
２．研究の目的	 
先の研究において、申請者らは、この異なる
血管性ニッチ周囲に存在する血管周囲スト
ローマ細胞は、異なる表面マーカーを発現す
ること（細動脈ニッチ；NG2、骨髄洞ニッチ;
レプチン受容体）を明らかにした。更に、
Osx-creER マ ウ ス系統を用いた lineage	 
tracing により、マウス新生児段階の Osx 発
現細胞は、骨前駆細胞だけでなく、骨髄のネ
スチン、レプチン受容体発現細胞にも分化す
ることを明らかにした(Mizoguchi	 et	 al.	 Dev.	 
Cell	 2014)。骨髄ニッチを構成するストロー
マ細胞にも、分化階層があると予想される。
それぞれの細胞の Lineage	 tracing により、
骨髄における造血幹細胞ニッチを構成する
ストローマ細胞をより詳細に分類し、その分
化を階層化し、それぞれの細胞の造血幹細胞
機能制御における役割を明らかにすること
が、本申請課題の目的のひとつである。興味
深いことに、NG2 陽性細胞は、レプチン受容
体陽性細胞を含む他のストローマ細胞と比
較して、より多くの細胞が静止状態にあるこ
とを見いだしている（Kunisaki	 et	 al.	 Nature	 
2013）。更に、白血病細胞がこれらストロー
マ細胞の増殖、分化を促すことにより、白血
病細胞に有利な骨髄環境を形成することも
示されている(Schepers	 et	 al.	 Cell	 Stem	 
Cell	 2013,	 Hanoun	 et	 al.	 Cell	 Stem	 Cell	 
2014)。これらの結果が示すように、骨髄ニ
ッチ構成細胞を含むストローマ細胞の、解剖
学的、機能的理解は、正常造血だけでなく、
造血器腫瘍の発症機構の解明にも、役立つと
予想される。そこで本申請課題では、申請者
らが発見した NG2 陽性細動脈性ニッチ細胞の
静止状態の破綻が、ニッチとしての機能をど
のように変化させ、造血幹細胞の機能にどの
ように影響を与えるか、また骨髄増殖性疾患
など造血器腫瘍の発生との関連も合わせて、
分析、検討を行っていく。	 



	 
３．研究の方法	 
(1)	 造血を支持する骨髄間質細胞分化の階
層化と機能解析	 
ネスチン陽性細胞は、マウス骨髄において、
間葉系幹細胞活性をもち、造血幹細胞ニッチ
の重要な一要素として分離された細胞であ
る(Mendez-Ferrer	 et	 al.	 Nature	 2010)。
Osterix(Osx)は、骨前駆細胞の系統特異的な
マーカーと考えられていたが、申請者らは、
Osx-creER マ ウ ス系統を用いた lineage	 
tracing により、マウス新生児段階の Osx 発
現細胞は、骨前駆細胞だけでなく、骨髄のネ
スチン、レプチン受容体発現細胞にも分化す
ることを明らかにした(Mizoguchi	 et	 al.	 Dev.	 
Cell	 2014)。骨髄間質細胞の分化の樹形図も
造血細胞同様に複雑であると予想されるが、
それを証明する包括的な知見は未だ得られ
ていない。本研究項目では、それぞれの間質
細胞の lineage-tracing を行い、これらの間
質細胞を詳細に分類し、その分化の階層化を
行う。予備実験として、まず初めに、常時発
現型 NG2-cre/loxp-Tomato/Nes-GFP マウスを
樹立し、その骨髄間質の解析を FACS と新イ
メージング技術を用いて行ったところ
NG2-cre/loxp-Tomato により、骨髄内のほぼ
100％のネスチン GFP 陽性間質細胞がラベル
され、ネスチン GFP 陽性細胞は、NG2-cre 発
現細胞由来であることが示唆された。更に、
定常状態においては、タモキシフェン誘導型
NG2-creERTM/loxp-Tomato の発現は、細動脈周
囲に限局しているのに対して、放射線照射４
週間後には、骨髄洞周囲にも認められるよう
になった。これらの実験結果は、細動脈周囲
NG2 陽性細胞が、骨髄洞周のレプチン受容体
陽性細胞に分化する能力を持つことを示唆
している。これらの予備実験結果は、骨髄間
質細胞にも分化の階層があることを裏付け、
この研究課題の妥当性を示している。今後は、
タ モ キ シ フ ェ ン 誘 導 型
NG2-creERTM/loxp-Tomato によるより長期的な
lineage-tracing や骨及び骨髄再生のモデル
として脛骨の骨折モデルを用いて、
NG2-creERTM及び NG2-cre で標識されるストロ
ーマ細胞の骨及び骨髄の再生機構における
役割を評価した。	 
(2)白血病細胞細胞による造血幹細胞ニッチ
の機能変化	 	 
成年期の骨髄においてネスチン陽性細胞（特
に細動脈性ネスチン高発現細胞）の多くは、
細胞周期静止状態にある。出生後 3週齢まで
は、ほとんどの造血幹細胞は、活発に増殖し
ている状態にあり、４週齢には静止状態とな
る。予備実験において、生後 1〜2 週齢の骨
髄では、成年期と比較すると、より多くのネ
スチン GFP 陽性細胞も、細胞周期が回ってい
る状態であった。また、1 週齢のマウス骨髄
にて、細動脈性ネスチン高発現細胞と造血幹
細胞の関係を、骨髄ホールマウントイメージ
ング技術を用いて分析したところ、約７５％

の造血幹細胞は、細動脈より 20μm 以内の範
囲に位置し、その多く（約 60％）は、Ki-67
陽性と細胞周期が回っている状態にあり、ニ
ッチの増殖が、造血幹細胞の増殖と相関して
いる可能性を示していた。1週齢と成年期(10
週齢)の骨髄ネスチン細胞の比較により、
PTEN(phosphatase	 and	 tensin	 homolog)の発
現が発達過程で有意に増加することが認め
られた。 PTEN は 、様々な機能を持つ
phosphatase で 	 、 phosphatidyl	 
3-kinase(PI3K)-Akt 経路を抑制することが
よく知られている。PTEN 欠損状態において、
過剰に活性化した Akt が細胞増殖を促進、ま
たアポトーシスを抑制することにより、細胞
生存、増殖を促すと考えられている。
NG2-creERTM/Ptenflox/flox/Nes-GFP トリプルト
ランスジェニックマウス系統を作成、確立し
た。成年期マウス（5-7 週齢）でタモキシフ
ェン（1mgx2 回/日/週５回、隔週計３週間投
与）による遺伝子欠損誘導を開始した。３ヶ
月の時点で、末梢、骨髄造血細胞に明らかな
変化は認められなかったが、骨髄ホールマウ
ントイメージングにて、細動脈周囲のネスチ
ン高発現細胞の増加を認め、PTEN 欠損により、
このニッチ細胞に変化を起こしうることが
示唆された。	 
更に、PTEN 欠損誘導後６ヶ月の時点で、この
増加は、更に著明となり、末梢血、脾臓にお
ける造血幹細胞及び骨髄球系細胞の著明な
増加を認めた。更なる病態進行を、調べるた
めにこの NG2-creERTM/Ptenflox/flox/Nes-GFP マ
ウスを、タモキシフェンの追加投与を行わず、
１年の時点で解析を行ったところ、末梢血白
血球は、著明に増加し、巨大脾腫を呈し、Gr-1
陽性 Mac1 陽性骨髄球系細胞の有意な増殖を
認めた。また、組織学的に、骨髄、脾臓に加
え肝臓でも、成熟及び未成熟骨髄球の広範な
浸潤を認め、非常に侵襲度の高い（悪性度の
高い）病態への進展と考えられた。これらの
予備実験結果は、ニッチ細胞の静止状態は、
ニッチ細胞の遺伝子変異からの保守だけで
はなく、その機能にも、重要であり、その破
綻により、造血幹細胞の静止状態の破綻、無
秩序な増殖、更には、骨髄増殖性腫瘍を引き
起こす骨髄環境への変化を起こしうること
を示し、本研究課題、仮説の信憑性、重要性
を非常に強く裏付けるものであった。	 
本研究においては、白血病モデルマウスを用
いて、造血幹細胞の病的な増殖や静止状態を
支持する骨髄環境の同定を、シーケンスやイ
メージング技術により解析した。	 
	 
４．研究成果	 
急性白血病のマウスモデルである MLL-AF9 モ
デルマウス骨髄より分離した間葉系幹細胞
は、CXCL12、SCF といったニッチ因子の遺伝
子発現がしており、その正常造血幹細胞支持
能は低下していると考えられた。また、同マ
ウスの骨髄の三次元イメージング技術を用
いた解析において、骨や骨髄の血管及び神経



の構造に変化が認められた。以上より白血病
細胞は、構造的にも、機能的にも骨髄環境を
再構築することで、正常造血を抑制し、腫瘍
の進展に優位な環境を形成していることが
示唆された。	 
次に、正常造血幹細胞の静止状態と増殖を支
持するニッチの相違を特定するために成人
骨髄と胎児肝臓より Nestin-GFP 陽性間葉系
幹細胞を分離し、RNA シーケンスを行いその
遺伝子発現について比較した・その結果、解
析した遺伝子の 90%以上はその発現に違いが
認められず、胎児肝臓と成体骨髄においてニ
ッチを形成する間葉系幹細胞は相同性が高
いことが明らかとなった。両細胞間で発現の
異なる遺伝子を詳細に解析し、細胞周期や増
殖に関わる遺伝子群においてその発現に相
違が認められた。以上の結果より、間葉系幹
細胞は、成体骨髄では静止状態で、胎児肝臓
では増殖して存在しており、造血幹細胞の増
殖との間に、正の相関が見出された(図 1)。	 

	 
同様の解析を行い骨髄間葉系幹細胞も遺伝
子やタンパクの発現パターンにより分類す
ることができ、更にこれらは異なるサイトカ
インを産生していることを世界で初めて明
らかにした。これらの細動脈及び骨髄洞ニッ
チを構成する間葉系幹細胞が異なるサイト
カインの産生を介して造血幹細胞を制御す
るというメカニズムを解明した(図 2)。	 

レーザースピニングディス共焦点顕微鏡や

解析機能を更に充実させ、骨髄のイメージン

グや３次元再構築に必要なソフトウェアの

アップグレードを完了し、より高速で、解像

度の高い撮影や動画の作成が可能となって

いる(図 3)。	 

更に、シングルセル RNA シーケンスを行うた
めの画期的な方法である Drop-seq 技術を世
界で初めて報告した McCarrol ラボ(Macosko	 
et	 al.	 Cell	 2015)と共同研究を行っている
Dr.Patrick	 Stumpf(Southampton大学)の協力
を得て、本装置のセットアップを行った。解
析 の た め の 次 世 代 シ ー ケ ン サ ー
Next-seq(Illumina)も使用可能となり、また
解析サーバーへのアクセスも得られ、予備実
験にて条件検討が終了し、1x104細胞のシング
ルセル RNA シーケンス解析が可能となってい
る。Drop-seq とは、微小流路を用いて、mRNA
を細胞毎に異なるオリゴバーコードで標識
するシステムで、シークエンスの際に各々の
mRNA の由来細胞が特定できるシステムであ
る。申請者は、本システムを用いて、骨病変
を来す代表的な造血器腫瘍である多発性骨
髄腫モデルマウスの骨芽細胞と間葉系幹前
駆細胞のシングルセル遺伝子発現解析を行
い 、 t-Distributed	 Stochastic	 Neighbor	 
Embedding(tSNE)解析法にて、両細胞が別々
の集団として識別される結果を得ている。更
に、骨芽細胞、間葉幹前駆細胞内においても
複数の亜集団が見られ、1 細胞当たりの解析
遺伝子数を増やすことでより明確化するこ
とが期待される(図 4A)。また、Similarity	 
Metric 解析を行ったところ、骨髄腫の骨髄浸
潤が進行するにつれ、骨芽細胞よりむしろ間

葉系幹前駆細胞に有意な変化が認められて
いる(図 4B)。	 
これらの結果は、シングルセル解析が未知の

図 2「造血幹細胞ニッチ」を構成する間葉系幹細胞は、
その分布と発現タンパクよりNG2陽性細胞とレプチン

受容体陽性細胞に大別される。これらの細胞は各々が

CXCL12、SCF(Stem	 cell	 factor)とサイトカインを産
生し異なる「すみか」を形成している	 

(Asada	 et	 al.	 Nature	 Cell	 Biology より抜粋)	 

図 3	 レーザースピニング共焦点顕微鏡を用いた骨髄
３次元イメージング技術	 	 
左:スピニングディスク共焦点顕微鏡、中:マウス脛骨

の３次元再構築画像、右:骨髄血菅と裏打ちする間葉系

幹細胞	 
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図 4	 マウス骨髄間葉系細胞のシングルセル解析	 骨
髄腫を発症したマウス(図 5)より分離した骨芽細胞、

間葉系幹前駆細胞のシングルセル解析。A:tSNE 解析に

より両細胞は分離され、更に細分化が可能である。
B:Similarity	 metric 解析により骨髄腫の進行に伴っ

て骨芽細胞より間葉系幹前駆細胞に有意な変化が認め

られた。	 
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図 1	 成体骨髄由来及び胎児肝臓由来間葉系幹細胞の

遺伝子発現比較（Kahn	 et	 al.	 Science より抜粋）	 

成体骨髄由来及び胎児肝臓由来のNestin-GFP で標識さ
れる間葉系幹細胞を分離し、その遺伝子発現を RNA シ

ーケンスにて比較した。大部分の遺伝子発現パターン

は、類似していたが（A、B）、細胞増殖に関する遺伝子
は胎児由来のもので高発現していた（C）。	 



造血器腫瘍における骨髄微小環境の変化の
同定に有用であることを証明している。	 
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