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研究成果の概要（和文）：β4ガラクトシルトランスフェラーゼ-1ノックアウト（β4GalT-1-/-）骨髄由来造血
幹細胞がレシピエントマウスに生着できないことを，コロニー形成アッセイや，直接的観察で示した。また，胎
仔性β4GalT1-/-造血幹細胞が野生型マウスに生着するかどうかを解析した結果，胎仔性β4GalT1-/-造血幹細胞
も，成体同様，移植後生着できないことがわかった。さらに，多能性前駆細胞数はβ4GalT-1-/-骨髄細胞におい
て若干増加していたが，造血幹細胞数は野生型と差が認められなかった。よって，β4GalT-1は造血幹細胞の数
や増殖能には関与せず，ホーミングに必須であろうと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Colony formation assay and direct observation showed that β
4-galactosyltransferase-1 knockout (β4GalT-1-/-) bone marrow-derived hematopoietic stem cells could
 not engraft in recipient mice. In addition, as a result of analyzing whether or not fetal β
4GalT1-/- hematopoietic stem cells engraft in wild-type mice, it was found that fetal β4GalT1-/- 
hematopoietic stem cells cannot engraft after transplantation as in adults. Furthermore, the number 
of pluripotent progenitor cells was slightly increased in β4GalT-1-/- bone marrow cells, but the 
number of hematopoietic stem cells was not different from that of wild type. Therefore, β4GalT-1 
was considered to be essential for homing, not related to the number and proliferative capacity of 
hematopoietic stem cells.

研究分野： 発生生物学，糖鎖生物学，実験動物学

キーワード： 造血幹細胞　ホーミング　糖鎖　マウス　B4galt1

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
造血幹細胞が骨髄にホーミングするためにはβ4GalT-1によって合成されるN型糖鎖が必須であることが明らかに
なった。臍帯血の造血幹細胞は，成人骨髄中の造血幹細胞と比較すると糖鎖修飾に違いがあることが報告されて
いるので，これが臍帯血に含まれる造血幹細胞の低いホーミング活性が糖鎖修飾の違いによるものだとすれば，
糖鎖修飾技術を応用して臍帯血に含まれる造血幹細胞のホーミング活性を増強することで，移植効率の飛躍的向
上をもたらす方法の開発につながる可能性を示唆した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

骨髄移植は白血病や悪性リンパ種，再生不良性貧血など，多くの血液疾患の治療法として確立

されているが，ヒト骨髄細胞の採取は全身麻酔が必要であるためドナーへの負担が大きい。また，

ヒト白血球抗原（HLA）が一致しないと移植ができない。骨髄移植に代わる方法として近年臍帯

血移植の実施例が増加している。臍帯血移植は，出産後不要になる臍帯を提供するのみなのでド

ナーの負担が軽く，HLA が完全に一致しない場合でも実施可能であるのが利点である。しかし，

生着の効率が悪く，レシピエントへの生着の遅延や失敗が多いことが欠点であり，これらの欠点

を克服することは移植医療にとって急務である。 

 骨髄移植や臍帯血移植の成否は，これらの細胞集団に含まれる造血幹細胞が，骨髄中の造血

幹細胞ニッチと呼ばれる，造血幹細胞を維持・増殖させる場所に生着できるかどうかにかかって

いる。造血幹細胞表面には CD34，セレクチンのリガンド糖鎖，インテグリン，ケモカイン受容

体 CXCR4 などの細胞表面糖タンパク質が多数存在しており，骨髄移植の際に造血幹細胞がニッ

チにホーミングするためには，これらの分子やリガンドの糖鎖修飾が必要であることが示唆さ

れている（Immunity 19,257-67 2003; JBC 283,26364-73 2008）。しかしながら，野生型骨髄細

胞をセレクチン欠損マウスに移植した場合，ホーミング活性が低下するものの，全く生着しない

ということはない（PNAS 95,14423-28 1998）。インテグリンや CXCR4 の糖鎖修飾がパートナー

との結合に重要であるとの報告もあるが，造血幹細胞が骨髄にホーミングする際に糖鎖修飾が

必要かどうかは，研究開始当初は不明であった。 

 これまで１つの遺伝子の欠損で骨髄移植が全く成立しなくなる例はほとんどなく，造血幹細

胞の骨髄ホーミングに決定的に必要な因子は，現在でも同定されていない。また，糖鎖の関与も

あまり注目されなかった。そのような中，我々は N型あるいは O型糖鎖にガラクトースを転移す

るβ4ガラクトシルトランスフェラーゼ 1のノックアウト（β4galt1-/-）造血幹細胞の，骨髄へ

のホーミング能が非常に低いという結果を得た。骨髄移植 24 時間後にレシピエントの骨髄，脾

臓，末梢血に存在するドナー由来の造血幹細胞をコロニー形成法で測定した結果，骨髄にホーミ

ングしたβ4galt1-/-造血幹細胞は野生型の 1/10 以下しかなかった。NOD/SCID マウスにβ4galt1-

/-骨髄細胞を移植した場合でも骨髄へのホーミングができなかったため，免疫学的な排除の可能

性は低いと考えられた。また，野生型骨髄細胞とβ4galt1-/-骨髄細胞を混合してレシピエントマ

ウスに移植した場合，レシピエントマウスが死亡することはなくなった。しかし，再構築された

血球細胞はほぼ野生型骨髄細胞由来であり，β4galt1-/-骨髄細胞由来の血球細胞はほとんど存在

しなかった。これらの結果は，β4galt1 が合成する糖鎖構造が，造血幹細胞の骨髄ホーミング

に必須であることを示唆していた。さらに，β4galt1-/-マウスの末梢血では赤血球が減少してい

るという表現型が認められたため，骨髄での造血幹細胞の分化にもβ4galt1 の合成する糖鎖構

造が関与している可能性が示唆されていた。 
 

２．研究の目的 

β4galt1 が造血幹細胞の生着および造血幹細胞から血液細胞への分化にどのように関与してい

るかを解析する。 

(1) β4galt1-/-骨髄細胞の移植によりレシピエントマウスが生存できない原因が，骨髄中の造血

幹細胞ニッチへ到達しているのに生着できないためか，それ以前に幹細胞ニッチへ到達できて

いないためかを，直接観察法によって明らかにする。 

(2)β4galt1 が合成する糖鎖構造が造血幹細胞のホーミングをサポートするのであれば，発生時

に胎仔肝臓に存在し，出生直後に骨髄内に移入する造血幹細胞の移動もサポートする可能性が

ある。しかしながら，β4galt1-/-マウスの骨髄に含まれる造血幹細胞は野生型マウスと同様の数

であったため，胎仔期の造血幹細胞の移動には問題がないようであった。そこで，胎仔肝臓に存

在する造血幹細胞のホーミングもβ4galt1 依存的に起こるのか，解析する。 

(3) β4galt1-/-骨髄細胞の移植はこれまで致死量放射線を照射したマウスに対して単回で行な

っていたが，これまでの報告により，長期にわたり血液細胞を共有することで，ドナーの造血幹

細胞がレシピエントに生着することがわかっている。そこで，単回の移植ではなく，長期にわた

って造血幹細胞を移入すればβ4galt1-/-マウス造血幹細胞も生着する可能性を検討する。 

(4)野生型およびβ4galt1-/-マウスの Hoxb5 陽性長期造血幹細胞の数および割合を解析し，長期

造血幹細胞の維持にβ4galt1 が関与しているかどうかを解析する。さらに，β4galt1-/-骨髄細

胞の分化の状態を野生型と比較する。 

 



３．研究の方法 

(1) レシピエント骨髄におけるβ4galt1-/-骨髄細胞の直接的検出 

 骨髄の直接観察は先行文献（Blood 97,3292-99 2001，Nature 530,223-7 2016）に従って行っ

た。β4galt1-/-/CAG-GFP 骨髄細胞を，致死量放射線を照射した野生型 C57BL/6J マウスに移植し

た。移植から 24 時間後にレシピエントマウスの大腿骨を採取，固定し，川本法により切片を作

製した。顕微鏡下で DAPI 陽性細胞および GFP 陽性細胞数をカウントし，解析を行なった。また，

同時にコロニー形成アッセイを行った。 

(2) 胎仔造血幹細胞の移植 

 造血幹細胞は胎仔期には肝臓に存在することから，胎仔性β4galt1-/-造血幹細胞が移植後に野

生型マウスに生着するかどうかを解析した。β4galt1+/-/CAG-GFP マウスとβ4galt1+/-マウスの

卵子と精子を体外受精させて ICR 偽妊娠マウスに移植し，胎生 15 日目の胚より肝臓を回収し，

放射線を致死量照射した C57BL/6 野生型マウスに静脈移植した。また，胎仔肝臓の細胞を用いて

コロニー形成アッセイを行なった。 

(3) パラバイオーシスによる造血幹細胞の移入 

 CAG-GFP トランスジェニック（GFP+）マウスと野生型マウスの２匹をつなぎ，血液細胞を共有

させるパラバイオーシスを行い，２，３週間後に野生型マウスに GFP+マウスの造血幹細胞が移行

したかどうかを，野生型マウスの骨髄細胞をコロニー形成アッセイで調べた。 

(4) 骨髄における長期造血幹細胞および骨髄細胞の分化状態の解析 

 Hoxb5-mCherry ノックインマウス（Nature 2016:スタンフォード大より入手）とβ4galt1-/-マ

ウスを交配して，β4galt1-/-/Hoxb5-mCherry マウス（以下β4galt1-/-/mC）を作製し，フローサ

イトメーターを用いて，骨髄細胞における長期造血幹細胞の数や割合を解析した。  

 

４．研究成果 

(1) レシピエント骨髄におけるβ4galt1-/-骨髄細胞の直接的検出 

 レシピエントの大腿骨中の GFP 陽性細胞を移植 24 時間後という早期に観察した。その結果，

β4galt1-/-/CAGGFP 骨髄細胞を移植した時の GFP 陽性細胞は，β4galt1+/-/CAGGFP を移植した時

と比べて，全く存在しないわけではないものの約 1/5 に低下していた（図 1）。よって，β4galt1-

/-骨髄細胞は，大腿骨中には侵入できるものの，骨髄中のニッチに留まることができずに生着で

きないことが示唆された。 

図 1 大腿骨中の GFP 陽性細胞の観察 β4galt1-/-/CAGGFP 骨髄細胞（mt）を移植した時は，β4galt1+/-/CAGGFP 骨髄細胞

（ht）を移植した時よりも GFP 陽性細胞数が低下していた。 

 

(2) 胎仔造血幹細胞の移植 

 造血幹細胞は胎仔期には肝臓に存在するこ

とから，胎仔性β4galt1-/-造血幹細胞が移植後

に野生型マウスに生着するかどうかを解析し

た。β4galt1+/-胚およびβ4galt1-/-胚より肝臓

を回収し，放射線を致死量照射したC57BL/6野

生型マウスに静脈移植した結果，β4galt1+/-細

胞を移植されたマウスはほとんどが 2 週間以

上生存したが，β4galt1-/-細胞を移植されたマ

ウスは，移植されなかった対照群同様，全て 10
図２ 胎仔造血幹細胞移植後のコロニー形成アッセイ 



日以内に死亡した。レシピエントの骨髄における造血幹細胞の数を調べた結果，β4galt1-/-細胞

を移植されたマウスではβ4galt1+/-細胞を移植されたマウスよりも減少していた（図 2A）。ま

た，胎仔の肝臓に含まれる造血幹細胞数をコロニー形成アッセイにより調べたところ，β4galt1-

/-肝臓にむしろ多く含まれることから（図 2B），胎仔性β4galt1-/-造血幹細胞も，成体の造血幹

細胞と同様，移植後生着できないことがわかった。これらの結果から，生体の骨髄造血幹細胞と

胎仔性造血幹細胞は，レシピエントの骨髄に生着する際，同じメカニズムで生着していることが

示唆された。 

  

(3) パラバイオーシスによる造血幹細胞の移入 

 ２匹のマウスの血流をつないで共有させるパラバイオーシスを用いて，β4galt1-/-造血幹細胞

が野生型マウスに生着するかどうかを解析した。CAG-GFP トランスジェニック（GFP+）マウスと

野生型マウスの２匹をつなぐパラバイオーシスを行い，２，３週間後に野生型マウスに GFP+マウ

スの造血幹細胞が移行したかどうかを，野生型マウスの骨髄細胞をコロニー形成アッセイで調

べた。野生型マウスの骨髄細胞を Methocult3434 培地で培養したところ，GFP 陽性細胞が 1-6%程

度得られたので，パラバイオーシスによって数%の造血幹細胞が移行すると考えられた。しかし

ながら，全く得られないこともあり，実験結果が安定しないので，遺伝背景を考慮する必要など

があると考えられた。 

 

(4) 骨髄における長期造血幹細胞および骨髄細胞の分化状態の解析 

 β4galt1-/- マウスの骨髄細胞を，フローサイトメーターを用いて定量的に解析した。骨髄細

胞のコロニー形成アッセイによってβ4galt1-/- マウスの広義な造血幹細胞が野生型と同数存在

することがわかっていた（図 3C）が，さらにフローサイトメーターを用いて定量的に造血幹細

胞の割合を調べた。Lineage-; c-kit+, Sca-1+; Flk2-; CD34-; CD150+である造血幹細胞（pHSC）

の割合を調べた結果（図 3A），β4galt1-/- マ

ウスと野生型で差がないことが確認された

（図3B）。またHoxb5発現を標識したmCherry

陽性細胞（長期造血幹細胞）数も，β4galt1-

/- マウスと野生型で差がなかった。さらに，

β4galt1-/-骨髄細胞の分化状態を，フローサ

イトメーターを用いて解析した。多能性造血

前駆細胞（MPP）数はβ4galt1-/-骨髄細胞にお

いて３倍増加していたが，造血幹細胞（pHSC）

数は野生型と差が認められなかった（図

3B）。よって，β4galt1 は造血幹細胞の数や

増殖能には関与せず，ホーミングに必須で

あろうと考えられた。 

 β4galt1-/-マウスにおいて、骨髄におけ

る造血幹細胞の数やコロニー形成能は正

図 3 フローサイトメーターによる造血幹細胞の定量 

図 4 フローサイトメーターによる各種造血前駆細胞の定量 



常であったが、次の分化段階である、造血前駆細胞への分化に異常が見られた。フローサイトメ

ーターを用いて解析した結果、β4galt1-/- マウスの骨髄ではコントロールマウスと比較して、

MPP（多能性造血前駆細胞）は約３倍に増加していたが、MEP（巨核球・赤芽球球前駆細胞）と CLP

（リンパ球系共通前駆細胞）は約半分に減少していた。このことから、β4galt1 欠損マウスに

おいてミエロイド系やリンパ球系の前駆細胞への分化に異常があることがわかった（図 4）。 

 そこで、末梢血での血小板、赤血球、リンパ球の数について 2ヶ月、6ヶ月、10 ヶ月と、月齢

を追って調べた。まだ予備的な結果であるが、月齢を追うごとにβ4galt1-/- マウスの血小板と

赤血球の数が顕著に減少していた。したがって、β4galt1-/- マウスでは、血小板、赤血球への

分化にも異常があることがわかった。この結果はβ4galt1-/- マウスが貧血を示すという我々の

以前の報告（Asano, et al, Blood, 2003）と合致するものであり、β4galt1 が造血幹細胞の正

常な分化に必須であることが示された。 
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