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研究成果の概要（和文）：遺伝子改変マウスを用いて、骨髄中で造血を助ける細胞について解析した。骨髄中の
特定の非造血細胞（nestin発現細胞）において、細胞内の特定のシグナル系統が働かないようにすることで、骨
髄における赤血球造血が障害されることが明らかになった。この原因は、nestin発現骨髄非造血細胞に異常が生
じた結果、骨髄局所においてマクロファージと呼ばれる赤血球造血を助ける細胞からインターロイキン６という
物質が過剰に分泌されるようになり、これが赤血球造血に悪影響を及ぼすためであることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Cells that help blood production in the bone marrow were analyzed using 
genetically modified mice. It was demonstrated that erythrocyte production in the bone marrow is 
impaired if a specific signaling (NOTCH signaling) system is turned off in "nestin-expressing
cells," one type of non-blood producing cells that are present in the bone marrow at a very low 
frequency. The mechanism for this observation was analyzed as follows: the abnormality in 
nestin-expressing bone marrow non-blood producing cells disturbs local environment and increases the
 secretion of a substance called interleukin 6 from "macrophages," which directly support 
erythrocyte production in the bone marrow. This causes adverse effect on erythropoietic production.

研究分野：血液内科学
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１．研究開始当初の背景 
 骨髄における造血では、造血幹細胞や造血
前駆細胞のニッチ（居場所）が重要な機能を
果たしていることが明らかにされている。ニ
ッチ機能は、ストローマ細胞と総称される多
彩な細胞によって担われている。骨髄ストロ
ーマ細胞のうち、nestin という細胞骨格を作
る蛋白質を発現する非造血細胞は、造血幹細
胞 niche 細胞として機能することが報告さ
れている。しかし一方、nestin 発現骨髄スト
ローマ細胞がどのような機能を果たしてい
るのかについては不明であった。申請者らは、
タモキシフェンという、エストロジェン受容
体結合物質を投与したときに、nestin 発現細
胞でのみ、緑色蛍光タンパク質（GFP）を産
生し、かつ Rbpj という遺伝子をノックアウ
トすることで“Notch シグナル”と呼ばれる
シグナルが働かないようにしたマウス（ここ
ではNestin-CreER/GFP-RbpjNullマウスとす
る）を作製した。そうしたところ、このマウ
スの骨髄が白色調になることを観察してい
た。このため、Nestin-CreER/GFP-RbpjNull
マウスでは、赤血球造血に障害が生じている
のではないかと仮説を立て、さらにこのマウ
スを用いて造血細胞のニッチの解析を進め
ることとした。 
 
２．研究の目的 
 Nestin-CreER/GFP-RbpjNull マウス、ある
いは GFP 遺伝子は組み込まれていない
Nestin-CreER/RbpjNull マウス、いずれかの
骨髄の詳細、およびこれらのマウスの造血能
を解析することにより、赤血球の産生障害の
治療に資する基礎的なデータを得ることを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
[Nestin 発現/GFP 発現/Rbpj 欠失]  
 タ モ キ シ フ ェ ン 投 与 後 に 、
Nestin-CreER/GFP-RbpjNull マウスの骨髄や
脾臓における、GFP 陽性細胞の存在と頻度を、
顕微鏡観察下、およびフローサイトメトリー
法で観察した。そして、GFP 陽性細胞をソー
ティング法で分取し、これらの細胞に nestin
が発現しているかを RT-PCR 法で解析した。
また、実際にこの細胞特異的に Rbpj 遺伝子
が欠失しているかを、PCR 法で解析した。 
[骨髄・脾臓組織の観察] 
 タ モ キ シ フ ェ ン 投 与 後 の 、
Nestin-CreER/RbpjNull マウスの骨髄や脾臓
の肉眼像、および組織像を観察した。具体的
にはまず、骨髄および脾臓の切片を
Hematoxylin-Eosin (HE)染色し、顕微鏡的観
察を行った。続いて、同切片を用い、種々の
抗体を用いて免疫染色を行った。 
[フローサイトメトリー解析]  
 骨髄細胞や脾臓細胞を、蛍光色素付きの抗
体を結合させて、フローサイトメトリー法で
解析した。 
[移植]  

 タ モ キ シ フ ェ ン 投 与 後 の
Nestin-CreER/RbpjNull マウスの骨髄細胞を、
致死量の放射線照射を施した野生型マウス
に移植した。一方、野生型マウスの骨髄細胞
を、タモキシフェン投与後に致死量の放射線
照射を施したNestin-CreER/RbpjNullマウス
に移植した。 
[赤芽球島再構成の観察]  
 タ モ キ シ フ ェ ン 投 与 後 、
Nestin-CreER/RbpjNull マウスの骨髄からマ
クロファージを分離し、野生型マウス由来骨
髄細胞と共在させ、再構成された赤芽球島を
定量した。これを種々のコントロールと比較
した。 
[骨髄 nestin発現細胞およびマクロファージ
における網羅的発現解析]  
 タ モ キ シ フ ェ ン 投 与 後 、
Nestin-CreER/GFP-RbpjNull マウス由来骨髄
GFP 陽性細胞およびマクロファージから RNA
を抽出し網羅的シークエンス解析を行った。 
 
４．研究成果 
[Nestin 発現/GFP 発現/Rbpj 欠失]  
 タ モ キ シ フ ェ ン 投 与 後 、
Nestin-CreER/GFP-RbpjNull マウス骨髄標本
を抗 GFP 抗体で染色すると、ごく一部の細胞
が染色された。一方、タモキシフェンを投与
しないNestin-CreER/GFP-RbpjNullマウス骨
髄標本では、抗 GFP 抗体で染色される細胞は
認められなかった。 
 タ モ キ シ フ ェ ン 投 与 後 、
Nestin-CreER/GFP-RbpjNull マウス骨髄の
CD45 陽性細胞（造血細胞）では、GFP を発現
している細胞は認められなかった。一方、
CD45 陰性細胞（非造血細胞）の約 0.1%が GFP
を発現していた。一方、タモキシフェン投与
前は、CD45 陰性細胞（非造血細胞）分画にも
GFP 陽性細胞は認められなかった。 
 タ モ キ シ フ ェ ン 投 与 後 、
Nestin-CreER/GFP-RbpjNull マウス骨髄一方、
全骨髄細胞、CD45 陽性細胞、全 CD45 陰性細
胞、GFP 陽性 CD45 陰性細胞のそれぞれの分画
細胞から DNA を調整し、Rbpj 遺伝子の欠失状
態を PCR 法で確認したところ、GFP 陽性 CD45
陰性細胞でのみ、Rbpj 遺伝子欠失が示された。
したがって、Nestin-CreER/GFP-RbpjNull マ
ウスおよびNestin-CreER/RbpjNullマウスは
いずれも、タモキシフェン投与後に、nestin
プロモーターが働く細胞（概ね nestin 発現
細胞と一致）において、Rbpj 遺伝子が欠失し、
Notch シグナルが機能しなくなっていること
が示された。 
[骨髄・脾臓組織の観察] 
 タ モ キ シ フ ェ ン 投 与 後 の
Nestin-CreER/RbpjNull マウスの骨髄は白色
調を呈しており、一方脾臓が腫大していた。
骨髄の細胞密度は野生型マウスと比べて明
らかな差はなかった。免疫染色では、Ter119
陽性を示す、成熟した赤芽球が著減していた。
一方、脾臓では細胞数全体が増えているとと



もに、成熟赤芽球の割合が増加していた。血
液中のヘモグロビン濃度はほぼ正常に保た
れていた。このことから、骨髄では赤血球造
血が障害されており、脾臓では代償性に赤血
球造血が亢進していると考えられた。 
[骨髄の赤芽球系造血細胞]  
 タ モ キ シ フ ェ ン 投 与 後 、
Nestin-CreER/RbpjNull マウスの骨髄では、
CD71 陽性 Ter119 陰性の未熟赤芽球がやや増
加しており、CD71 陽性 Ter119 陽性の成熟赤
芽 球 が 著 減 し て い た 。 一 方 、
Nestin-CreER/RbpjNull マウスの脾臓では、
CD71 陽性 Ter119 陽性の成熟赤芽球の割合が
増加しており、赤血球造血が亢進していると
考えられた。 
[移植]  
 タ モ キ シ フ ェ ン 投 与 後 の
Nestin-CreER/RbpjNull マウスの骨髄細胞を
移植した野生型マウスには、明らかな異常が
認められなかった。一方、野生型マウスの骨
髄細胞を移植したタモキシフェン投与
Nestin-CreER/RbpjNull マウスでは、タモキ
シ フ ェ ン を 投 与 し た だ け の
Nestin-CreER/RbpjNull マウス同様、骨髄に
おける成熟赤芽球の著減と、脾腫が認められ
た。 
[赤芽球島再構成の観察]  
 タ モ キ シ フ ェ ン 投 与 後 の
Nestin-CreER/RbpjNull マウスの骨髄マクロ
ファージは、赤芽球島再構成能が障害されて
いた。 
[骨髄 nestin発現細胞およびマクロファージ
における網羅的発現解析]  
 タ モ キ シ フ ェ ン 投 与 後 の
Nestin-CreER/RbpjNull マウスの骨髄から分
離した GFP 陽性細胞では、特定のケモカイン
の発現が変化していた。また、マクロファー
ジでは、インターロイキン６の発現が増加し
ていた。 
[研究成果のまとめ]  
 骨髄で nestin を発現するごく少数の非造
血細胞に異常が生じた結果、骨髄局所におい
てマクロファージと呼ばれる赤血球造血を
助ける細胞からインターロイキン６という
物質が過剰に分泌されるようになり、これが
骨髄の赤血球造血に悪影響を及ぼすためで
あることがわかった。一方、脾臓のマクロフ
ァージではインターロイキンの過剰産生が
生じていなかった。 
 以上により、骨髄内の赤血球産生細胞のニ
ッチについての有力な手がかりが得られた。 
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