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研究成果の概要（和文）：生涯造血を担う骨髄には、血液の源となる造血幹細胞の他に、間葉系ストローマ細胞
などの非血液細胞種が混在し、骨髄微小環境（ニッチ）を形成して液性因子や接着分子を介して造血幹細胞の細
胞特性、つまり自己複製能と多分化能を維持していることが知られている。しかしながら、これらの知見はほと
んどがマウスの研究によって明らかとなった。本研究では、今までほとんど知られていないヒト骨髄ニッチにつ
いて新たな実験モデルを用いて理解していく。

研究成果の概要（英文）：Bone marrow that sustains lifelong blood production contains not only blood 
forming hematopoietic stem cells but also non-hematopoietic cells such as mesenchymal stromal cells 
to form bone marrow microenvironment, often referred to as niche. It is known to maintain 
hematopoietic stem cell identity, i.e., self-renewal and multi-lineage differentiation, via fluid 
factor, adhesion molecule and so on. However, these knowledge have been developed by studying 
experimental small animals, especially mouse. Relatively little is therefore known about human bone 
marrow niche, and this project aims to uncover human bone marrow niche using novel experimental 
animal model.

研究分野： 感細胞生物学、血液学
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１．研究開始当初の背景 

 生涯造血を担う骨髄には、血液の源となる

造血幹細胞（HSC）の他に、間葉系ストロー

マ細胞などの非血液細胞種が混在し、骨髄微

小環境（ニッチ）を形成して液性因子や接着

分子を介して HSC の細胞特性、つまり自己

複製能と多分化能を維持していることが知

られている（Nakamura-Ishizu A, Takizawa 

H, Development 2014）。 

 HSC への遺伝子変異蓄積（細胞変化）また

はニッチ細胞機能異常（環境変化）は自己複

製能または多分化能異常を引き起こし、白血

病や造血障害につながる恐れがある。実際、

一部の白血病では、HSC に似た細胞特性を有

する、白血病の原因と考えられる白血病幹細

胞(LSC)が同定された。さらに、ニッチ細胞

の機能異常が造血障害・腫瘍化を誘発するこ

とが明らかになりつつあることから、HSC-

ニッチ細胞間コミュニケーションの恒常性

維持の破綻は造血異常に関与していること

が提唱され、既存の化学療法による LSC 根

絶治療の難しさの一つの理由と考えられて

いる(Raaijmakers MH, 2011)。しかしながら、

これらの知見のほとんどは遺伝子改変動物

を用いた研究から明らかになったことであ

り、ヒト骨髄ニッチの分子基盤についてはほ

とんど分かっていない。 

 過去２０年以上のあいだ、ヒト細胞や組織

の生体内での機能を調べるために、免疫不全

マウスに移植する異種移植モデルマウスが

作出されてきた（Rongvaux A, Takizawa H, 

Ann Rev Immunol., 2013）。しかしながら、

現行ヒト化マウスではヒト造血幹細胞の自

己複製能を維持することはできない。代表者

らはヒト骨髄ニッチ細胞の一つ、間葉系スト

ローマ細胞を試験管内で分化誘導したのち

免疫不全マウスに移植することでヒト骨髄

ニッチを再構築することに成功した（Scotti 

C, Piccinini E, Takizawa H, PNAS 2013）。 

 

２．研究の目的 

本研究では、代表者らが確立した上述のヒト

化骨髄構築技術を用いて、実験モデルの欠如

により未だ明らかでない、ヒト骨髄ニッチの

細胞性・分子性特性を解明し、正常・異常骨

髄ニッチの比較により治療標的となりうる

LSC ニッチ因子の同定を目指した。同時に、

特異的マーカー及び機能評価系の欠如から

明らかとなっていない、間葉系ストローマ細

胞（MSC）の細胞階層性、自己複製能および

多分化能の分子基盤を調べるために細胞表

面マーカーを用いた MSC 前駆細胞の純化を

試した。 

 

３．研究の方法 

目的１）正常骨髄由来ヒト化骨髄組織の構築

と HSC 機能評価 

正常ヒト化骨髄を皮下移植した免疫不全マ

ウスに、放射線照射後ヒト正常 HSC を移植

し、ヒト化骨髄内に生着・維持されるヒト

HSC を経時的に FACS 解析、その機能を試

験管内コロニーアッセイ及び連続移植によ

り評価した。また、組織免疫染色によりヒト

化骨髄内 HSC-ニッチ細胞の空間的局在化を

解析した。ヒト多能性幹細胞（iPS）から MSC

への分化誘導が報告されたので (Zou L, 

2013)、京都大学 iPS 細胞研究所の江藤浩之

教授の協力のもと、骨髄ドナー不足を回避で

きるヒト iPSからのヒト化骨髄作出も試みた。 

 

目的２）間葉系ストローマ細胞の純化 

健常人骨髄より間葉系ストローマ細胞を培

養し、上述の軟骨分化培養により軟骨分化能

を評価した。また、健常人骨髄細胞の表面抗

原を免疫染色して、フローサイトメトリーに

て免疫表現型を解析した。 

 

目的３）白血病骨髄由来ヒト化骨髄の構築と

LSC 機能評価 

患者由来ヒト化骨髄による LSC の機能評価： 



熊本大学、チューリッヒ大学血液内科の協力

のもと、現行ヒト化マウスへ生着しにくく、

ヒト骨髄環境に依存性と考えられる予後良

好 AML(acute myeloid leukemia) 及 び

MDS(myelodysplastic syndrome)骨髄サン

プルを集める。スイス・バーゼル大学病院

(Prof. Ivan Martin)との共同研究により患者

骨髄サンプル由来ヒト化骨髄を作出し、移植

後ヒト化骨髄内にて維持される同患者由来

LSC の経時的な生着を FACS 解析、核型解析、

遺伝子変異解析で評価する。患者ヒト化骨髄

に対する正常 HSC 移植、または正常ヒト化

骨髄に対する患者 LSC 移植を行い、幹細胞

とニッチ相互作用が白血病化に与える影響

を評価する。目的１) A.と同様、患者由来 iPS

を樹立し、ヒト化骨髄を創出する。 

 

４．研究成果 

目的１）ヒト化骨髄の作出と機能評価 

代表者らはヒト正常骨髄由来間葉系ストロ

ーマ細胞（MSC)をコラーゲン上で試験管内

で軟骨分化へと分化誘導し、免疫不全マウス

皮下でヒト様骨髄（ヒト化骨髄）を再構築し

た(Scotti, PNAS 2013)。この論文ではヒト化

骨髄がマウス造血幹細胞を呼び寄せ、その造

血能を維持できることを示したが、ヒト造血

幹細胞の造血能維持については検討しなか

った。そこで、ヒト正常骨髄より初代培養し

た間葉系ストローマ細胞を５週間コラーゲ

ン上で試験管内培養し、軟骨組織へ分化誘導

した。免疫不全マウスの皮下へ移植してから

４週間経過したのち、マウスに非致死量の放

射線照射を処置して、造血幹細胞を含む臍帯

血由来 CD34 陽性細胞を移植した。造血幹細

胞移植の８週間後、マウス骨髄またはヒト造

血組織を採取してヒト血液細胞の維持およ

び分化を解析した。その結果、再構築したヒ

ト正常造血組織はマウス骨髄と同等もしく

は高い頻度でヒト造血幹細胞を維持しうる

ことが示された。また、ヒト正常造血組織は

造血幹細胞だけでなく、造血前駆細胞や B前

駆細胞も効率よく再構築されていることが

分かった。このことから、ヒト造血組織はヒ

ト造血幹細胞の維持因子を供給することで

造血幹細胞機能恒常性を維持していること

が強く示唆された。 

 ヒト正常造血組織において細胞の機能評

価として、試験管内コロニーアッセイを行っ

た。ヒト正常造血組織で維持される CD34 陽

性細胞はマウス骨髄内の同細胞集団に比し

て、骨髄球系コロニー形成能が有意に高いこ

とから、ヒト正常造血組織ではより多くの機

能的な造血幹細胞または前駆細胞が維持さ

れていることが示唆された。 

 造血幹細胞は骨髄において細胞周期の静

止期(Ｇ０)に維持されている。ヒト造血組織

で維持される造血幹細胞の細胞周期を解析

した結果、マウス骨髄に存在する造血幹細胞

に比べて有意に高い割合で細胞がＧ０にあ

ることが分かった。 

 以上の結果は、ヒト骨髄間葉系ストローマ

細胞より再構築したヒト化骨髄は造血幹細

胞から成熟血液・免疫細胞への分化を支持す

るだけでなく、分化能をもつ造血幹細胞や前

駆細胞を静止期に維持できることを示唆し

ている。 

 

iPS 由来 MSC についても上述の方法でヒト

化骨髄の作製を試みたが、これまでのところ

従来の方法ではうまく行かないことがわか

っている。そこで、現在は培養期間の短縮、

マウスへの直接移植、血管内皮細胞との共移

植などを試みている。 

 

目的２）間葉系ストローマ細胞の純化 

 連携病院から採取した正常骨髄から MSC

を培養し、それを用いて軟骨分化誘導をおこ

なった。その結果、全ドナー（２０１８年４

月時点で約３００例以上）のうち、約３０％

程度のドナーのみ軟骨分化能を示すことが



分かった。このことはドナー骨髄には大きな

生物学的個体差があることを示唆しており、

骨髄に存在すると予想される間葉系ストロ

ーマ前駆細胞の頻度、自己複製能または分化

能に依存することが考えられた。そこで、先

行研究で報告されている間葉系ストローマ

細胞マーカーについて、その発現レベルを全

骨髄細胞で調べた。その結果、Lin 陰性

(CD31-CD45-GPA-)のうち CD271陽性細胞の割

合が軟骨形成能をもつドナーで有意に高く

相関があることが分かった。 

骨髄組織の形成能をもつ MSC を純化するた

めに、これまで報告のある細胞表面マーカー

（CD271,CD146,CD51,CD105、SSEA-1 な

ど)(FJ Lv, Stem Cells 2014)を FACS 解析し

た。そして、候補細胞をソーティングして、

試験管内 CFU―Fibroblast(CFU-F)の数で

評価したところ、CFU-F を持つ細胞が

CD45-CD31-GPA-CD271+の分画に検出で

きた。そこで、CD45-CD31-GPA-CD271+ま

たはCD45-CD31-GPA-CD271-の分画をソー

ティングして RNA-seq を行なった結果、い

くつかの興味深い遺伝子群が同定できた。今

後はこれらの候補遺伝子群を指標に、細胞分

画を進め、造血形成能をもつ MSC の純化を進

めていく。 

 

目的３）白血病骨髄由来ヒト化骨髄の構築と

LSC 機能評価 

目的１）と２）がやや遅れているため、本目

的には着手できていない。 

 

今後について 

 本研究により、ヒト骨髄間葉系ストローマ

細胞が造血幹細胞の多分化能および非分裂

性を維持できるヒト骨髄の機能特性をもっ

た造血組織を再構築することができること

が明らかとなった。さらに、種々の細胞表面

マーカーを用いて軟骨分化能を有する間葉

系ストローマ前駆細胞を濃縮できる可能性

が示唆された。今後は、間葉系ストローマ前

駆細胞の濃縮をさらに進め、シングルセルレ

ベルでニッチ機能の分子基盤を明らかにし

ていく。今後、期待される成果は、効率的な

HSC 試験管内増幅、骨髄再構築技術、骨髄移

植に伴う拒絶反応制御など、新たな再生医療

技術の開発につながると思われる。 
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