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研究成果の概要（和文）：  ヒト臍帯血より分離した巨核球前駆細胞を用い，単一細胞レベルで遺伝子発現解析
を行ったところ，巨核球関連遺伝子であるcMpl，GPIbα，vWF遺伝子の発現を認めた．我々がマウスで同定した
巨核球前駆細胞の遺伝子発現と類似しており，同細胞がヒトにおけるカウンターパートである可能性が高い． 
  成人造血器腫瘍15例に対して，臍帯血骨髄内移植を行った．血小板の回復は13例に認められ，臍帯血静脈内移
植より有意に優れていた．また移植後早期に注入部位局所のドナー造血が亢進していた．ヒト臍帯血中に血小板
分化に傾いた造血幹細胞（巨核球前駆細胞）が存在し，骨髄内移植された局所で血小板造血に与ることが示唆さ
れた．

研究成果の概要（英文）： Gene expression at single cell level was analyzed with megakaryocytic 
progenitors extracted from human cord blood. The expression of megakaryocyte-related genes such as 
cMpl, GPIba, and vWF was observed, which is similar to the expression of the megakaryocytic 
progenitor that we previously found in mice. 
 Intrabone-marrow transplantation of cord blood was performed with 15 adult cases with hematological
 malignancies. Platelet recovery was seen in 13 cases, which was superior to that of intravenous 
cord-blood transplantation. On-site hematopoiesis was enhanced after intrabone-marrow 
transplantation. These results suggest that megakaryocytic progenitors of cord blood which engraft 
at the local site contribute to platelet production after transplantation.

研究分野：血液内科学

キーワード： 巨核球前駆細胞　臍帯血骨髄内移植
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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	
	
(1)	血小板需要が高まった際には，血小板は
新たな分化経路を辿る	
	 正常造血において，造血幹細胞（HSC）から
骨髄球系共通前駆細胞（CMP）を経て，巨核球･
赤芽球共通前駆細胞（MEP）へと分化した後，
成熟巨核球･血小板が分化すると考えられて
きた．しかし近年，CMP を経ずに HSC から分化
早期の段階で巨核球へと運命決定される新た
な分化経路の存在が示唆された．申請者らの
グループは，化学療法後の造血回復期や造血
幹細胞移植後など，血小板需要が高まった際
には，新たな分化経路を辿って巨核球への分
化が生じることをマウスにおいて明らかにし
た．この分化経路上にある細胞分画が CD34，
GPIbα陽性巨核球前駆細胞（以下「巨核球前
駆細胞」）である．このように複数の巨核球供
給経路が存在することは，生体の緊急需要に
応じて血栓止血に必須な血小板を	on	demand	
に供給する為に合理的である．		
	
(2)	同種臍帯血移植では，血小板の生着不全
が問題である	
	 同種造血幹細胞移植は，臨床的に普及して
いる唯一の幹細胞療法であり，また造血器腫
瘍に対する最も強力な治療法である．臍帯血
を用いた移植は，ドナーへの負担がないこと，
迅速に移植片が入手できること，有害な免疫
反応が少ないことから理想的な移植法である．
しかし臍帯血に含まれる造血幹細胞の数は他
の移植片（骨髄あるいは末梢血幹細胞）より
少ないことから，高率に好中球生着不全とな
るだけでなく，血小板の生着不全も 30％以上
に生じる．その結果，臍帯血移植後に易出血
性の危険に長期間曝されるだけではなく，頻
回の血小板輸血を必要とすることから，入院
の長期化および頻回の外来通院により移植患
者の生活の質が大きく損なわれるのみならず，
医療経済への負担も大きい.	
	
２．研究の目的	
	
(1)	ヒトにおける「巨核球前駆細胞」を同定
し，新たな巨核球分化経路上にあることを証
明する	
		申請者は，化学療法後の造血回復期にある
造血器疾患患者の骨髄，JAK2	V617F	変異を有
する本態性血小板血症患者の末梢血，および
ヒト臍帯血より，CD34 および GPIbα陽性の細
胞分画をフローサイトメトリー法で同定した．
これは申請者のグループがマウスにおいて証
明した「巨核球前駆細胞」に相当し，新たな巨
核球分化経路上にある細胞であると考えた．
本研究では，ヒトにおいて見出したCD34，GPIb
α陽性細胞を単離し，単細胞を用いた RT-PCR
による遺伝子発現を解析し，同細胞分画が巨
核球への分化能を有した，ヒトにおける新た
な巨核球分化経路にあることを示す．	
	

(2)	臍帯血骨髄内移植法により，血小板回復
が促進されることを示す	
		接着分子である CXCR4 を欠くヒト造血幹細
胞は，造血幹細胞移植マウスモデルにおいて
静脈内投与では生着せず，骨髄内投与におい
てのみ生着が認められる．また同幹細胞は，
巨核球に分化しやすい細胞分画であることが
示されている．この知見に基づき，本研究で
はヒトの臍帯血移植時に臍帯血を骨髄内に移
植することで，その後の血小板回復が促進さ
れることを示す．また移植後の局所骨髄およ
び遠隔骨髄における造血を観察することによ
り，骨髄内移植後の造血の場を同定する．	
	
３．研究の方法	
	
(1)	造血回復期における，ヒト巨核球前駆細
胞の同定および単離	
		造血器腫瘍に対する化学療法後の造血回復
期にある患者の骨髄，JAK2	V617F 変異を有す
る本態性血小板血症患者の末梢血，および臍
帯血を対象検体とした．同検体中に CD34 およ
び GPIbα陽性細胞が存在すると考えられ，こ
れらは申請者らのグループが既にマウスで同
定した巨核球前駆細胞（Lin-	 Sca1-	 cKit+	
CD34+	GPIbα+）に相当する細胞分画であり，
新たな巨核球分化経路に位置する細胞である
可能性が高い．そこで同細胞分画をフローサ
イトメトリー法で検出を行い，セルソータ
（FACS	Aria®）にて単離した．		
	
(2)	ヒト巨核球前駆細胞の遺伝子発現	
		セルソータで単一細胞に分離した巨核球前
駆細胞より cDNA を作成した後，RT-PCR にて
遺伝子発現を解析した．巨核球関連遺伝子で
ある cMpl,	vWF,	GPIbα,	GATA1 遺伝子の発現
レベルを単一細胞にて定量した．	
	
(3)	臍帯血骨髄内移植	
		同種造血幹細胞移植の適応であり，HLA適合
ドナーを有しない成人造血器腫瘍症例に対し，
前向き介入臨床試験として本研究を行った．
移植に先立ち，骨髄破壊的前処置あるいは緩
和的前処置を行った．臍帯血ユニットは 37℃
の恒温槽で解凍した後，シリンジ 4 本に分注
した．患者の後腸骨稜に局所麻酔した後，骨
髄穿刺針 4 本を挿入した．0.5ml の骨髄液を
吸引し，穿刺針が適切な部位に挿入されてい
ることを確認した後，4 本に分注した臍帯血
を各 2 分かけて後腸骨稜に輸注した．生理食
塩液 0.5ml を輸注した後に針を抜去した．移
植後は通常の同種造血幹細胞移植に準じて処
置を継続し，その後の血球回復（好中球およ
び血小板）を観察した．血球回復は，造血幹細
胞移植データセンターより提供された本邦の
移植レジストリーデータ（TRUMP）を用いて，
臍帯血静脈内移植後のデータと比較した．	
		また骨髄内移植後の造血の場を同定するた
め，移植後に臍帯血輸注部位（腸骨骨髄）と遠
隔部位（胸骨骨髄）から経時的に試料を採取



し，各部位におけるドナーキメリズムを XY-
FISH 法または STR-PCR 法にて定量した．	
		本試験は筑波大学附属病院倫理委員会の承
認を得て行った．（UMIN000006175）	
	
４．研究成果	
	
(1)	造血回復期における，ヒト巨核球前駆細
胞の同定および単離	
		造血器腫瘍に対する化学療法後の造血回復
期にある患者の骨髄，JAK2	V617F 変異を有す
る本態性血小板血症患者の末梢血，および臍
帯血バンクより提供された臍帯血を対象検体
として，ヒトにおいて「巨核球前駆細胞」に相
当する細胞を探索した結果，各検体において
CD34，GPIbα陽性「巨核球前駆細胞」が存在す
ることを見出した（図 1）．	
	
					（図 1）	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
																																		
	
	
	
	
（図 2）	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

(2)	ヒト巨核球前駆細胞の遺伝子発現	
		ヒト臍帯血よりセルソータで分離した巨核
球前駆細胞を用いて，単一細胞レベルで遺伝
子発現解析を行った（図 2）．その結果，未分
化な造血幹細胞分画（CD34+,	CD38+,	CD45RA-,	
CD90+）に含まれる細胞中に，巨核球関連遺伝
子である cMpl,	 GPIbα遺伝子の発現を認め，
一部の細胞には vWF 遺伝子も発現していた．
この結果は，我々のグループがマウスにおい
て同定した巨核球前駆細胞（Nishikii,	 Stem	
Cell	2016）の遺伝子発現と類似しており，同
細胞がヒトにおけるカンターパートである可
能性が高い．現在，同細胞分画を用いた分化
能の解析を行っている．	
	
	（図 3）	
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(3)	臍帯血骨髄内移植	
		成人造血器腫瘍 15 例に対して，臍帯血骨髄
内移植を行った．移植後の血小板の回復（5 万
/mm3）は 13 例（87%）に認められ，その中央値
は移植後 45 日（範囲 32-87 日）であった．一
方でレジストリデータにおける臍帯血静脈内
移植後の血小板回復は 58%，中央値 78 日であ
り，血小板回復は骨髄内移植群で有意に優れ
ていた（図 3，P=0.007）．一方で，好中球生着
は，骨髄内移植と静脈内移植で差を認めなか
った（P=0.19）．	
		骨髄内移植法を行った症例に対し，移植後
早期（14 日），血球回復後（28 日）に輸注局
所（腸骨骨髄）および遠隔部位（胸骨骨髄）よ
り検体を採取し，両検体のドナーキメリズム
を解析した．その結果，移植後早期に局注入
部位のドナー造血が亢進していた（図 4，
P=0.006）．	
		これらのことから，ヒト臍帯血中に血小板
分化に傾いた造血幹細胞（巨核球前駆細胞）
が存在し，骨髄内移植された局所に生着する
ことで移植後の造血（特に血小板産生）に与
ることが示唆された．	
	
（図 4）	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
		以上の一連の解析から，マウスだけではな
くヒトにおいても血小板造血に傾いた造血幹
細胞（巨核球前駆細胞）の存在が示唆された．
巨核球前駆細胞の分化，成熟にはトロンボポ
エチンが重要な働きをすることを示唆するデ
ータが得られたため（未発表データ），トロン
ボポエチンシグナルを用いた巨核球前駆細胞
の細胞生物学的，分子学的解析を行っている
（図 5）．	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

（図 5）	
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