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研究成果の概要： 
造血幹細胞の未分化性維持には骨芽細胞性ニッチとの相互作用が重要であり、その制

御に Mpl/Thrombopoietin、N-cadherinが重要な機能を果たしていることを同定した。

また、骨芽細胞性ニッチは分化段階の異なる複数の細胞により構成されることを見い

だした。さらに、ニッチ分子の機能阻害により、幹細胞がニッチから離れ、活性化さ

れることがわかった。これは、ニッチ分子の機能修飾により、造血幹細胞の動態を制

御できることを示しており、今後、低侵襲条件での幹細胞移植をはじめとした再生医

療に応用できると考えられた。 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 我 々 は 、 成 体 骨 髄 に お い て
side-population (SP) 細胞が細胞周期を静止
させた造血幹細胞 (静止期造血幹細胞) であ
り、この細胞が骨表面の骨芽細胞と接着して
いることを明らかにしており、このことから、
骨芽細胞性ニッチと相互作用することによ
り、造血幹細胞は細胞周期を静止させ、未分

化性を維持していると考えられた。 
 
(2) 造血幹細胞は骨髄造血の成熟に伴い、細
胞周期が回転する状態から静止期に移行す
ることを見出した。このことから、幹細胞の
ニッチ制御機構が骨髄造血の成熟に伴い変
化していると考えられた。 
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(3) 造血系細胞の中で幹細胞が特に活性酸素
種 (reactive oxygen species: ROS) による
酸化ストレスに対して脆弱であり、造血幹細
胞の自己複製能および静止状態の維持に酸
化ストレスの抑制が重要であることを見出
した。 
 
２．研究の目的 
(1) 静止期造血幹細胞特異的分子を同定し、
細胞周期の静止期維持、細胞接着における機
能を明らかにする。 
 
(2)造血幹細胞と骨芽細胞性ニッチの相互作
用がいかにして成立し、維持されるのかを明
らかにする。 
 
(3) いかなるメカニズムにより造血幹細胞が
ニッチから離脱し、活性化されるのかを明ら
かにする。特に、幹細胞とニッチの相互作用
を制御する上で、ROSの制御が細胞周期制御
のみならず、細胞接着分子の制御に関わる可
能性が考えられることから、ROSによる細胞
接着分子の抑制と幹細胞の細胞周期制御の
関連性を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 静止期造血幹細胞で特異的に発現する分
子の同定と機能解析 
静止期造血幹細胞 (SP+造血幹細胞) と細
胞周期の回転する活性化造血幹細胞 (SPneg

造血幹細胞)を比較することにより、静止期造
血幹細胞に特異的に発現する分子を検討し
た。さらに、そのシグナルを増強・抑制した
際の造血幹細胞の細胞周期、ニッチに対する
接着について検討した。 
 
(2) 幹細胞-ニッチ相互作用の成立機構の解
析 
幼若骨髄 (2週齢) と成体骨髄 (8週齢) の
造血幹細胞について、サイトカイン受容体、
接着分子の発現を比較し、成体骨髄造血幹細
胞で発現する分子を明らかにする。 
また、骨組織から骨芽細胞系細胞を分離し、
造血支持能および遺伝子発現を検討した。 
 
(3) 活性酸素による造血幹細胞－ニッチ相互
作用制御機構 

5-フルオロウラシル (5-FU) による骨髄抑
制刺激を加え、造血幹細胞の末梢への動員を
誘導した際の造血幹細胞における ROS の産
生と N-cadherin の発現、さらに細胞周期の
解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 静止期造血幹細胞で特異的分子の同定と
その機能解析 
静止期幹細胞 (SP+造血幹細胞) と活性化

造血幹細胞 (SPneg 造血幹細胞) を用いたマ
イクロアレイ解析により、静止期造血幹細胞
幹細胞に Mpl受容体、N-cadherinが高発現
していることを見いだした。 
 
(2) Mpl/THPOシグナルの静止期造血幹細胞
維持における機能 
静止期幹細胞に Mpl 受容体が高発現して
おり、さらに、長期骨髄再構築能を持つ造血
幹細胞が、Mpl陽性分画に特異的に存在する
ことを明らかにした。また、Mpl 結合因子
Thrombopoietin (THPO) が骨芽細胞から産
生されることを見いだした。 

Mpl/THPO シグナルは造血幹細胞での
c-Mycや cyclin dependent kinase inhibitor
の 1 つである p57Kip2の発現を制御し、定常
状態での造血幹細胞の静止期維持重要な働
きをしていることがわかった。 
次に、Mpl/THPO シグナルの抑制により、
放射線の非照射条件下での造血幹細胞移植
が成立するかを検討した。レシピエントマウ
スに移植 6 日前に Mpl中和抗体 (AMM2)あ
るいは PBSを投与し、さらに 2日前に 5-FU
を投与し、LSK細胞 1x104個の移植をおこな
った。その結果、AMM2と 5-FUを併用した
群で造血幹細胞の長期骨髄再構築がみられ
た (図 1)。これは、造血幹細胞の静止状態が
一過性に抑制され、放射線照射を用いない条
件下での骨髄移植が成立したものと考えら
れ、Mpl/THPOのシグナルの抑制により幹細
胞と骨芽細胞ニッチの相互作用が阻害され、
静止期造血幹細胞が減少し、「空きニッチ」
が形成されたことを示すものであると考え
られた。この研究成果は、ニッチ分子の機能
を操作 (増強・阻害) することで、造血幹細
胞の動態を制御できることを示唆するもの
であり、今後、放射線照射や抗がん剤投与に
よらない幹細胞移植の確立に応用でき、自己
免疫疾患や代謝疾患の骨髄移植においても
極めて有用な治療法になると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. THPO/Mplシグナルの抑制による、放
射線非照射条件での骨髄移植 
レシピエントマウスに骨髄移植 6日前にMpl
中和抗体 (AMM2) を投与し、さらに 2日前
に 5-FUを投与することにより、放射線照射



 

 

を用いることなく、造血幹細胞の長期骨髄再
構築が成立した。 
 
(3) N-cadherinの造血幹細胞の維持における
機能解析 
長期骨髄再構築能を持つ造血幹細胞分画
と骨芽細胞性ニッチ細胞に N-cadherin が発
現しており、N-cadherinを介した細胞接着が、
① E-catenin の核内移行を調節することで、
E-catenin シグナルの活性化を制御する、② 
細胞周期抑制因子の発現を増強させる、とい
ったメカニズムにより、造血幹細胞の細胞周
期の静止に働くことがわかった。さらに、
N-cadherin を介した接着を増強することに
より、造血幹細胞が連続骨髄移植のストレス
や酸化ストレスに対し抵抗性を示すことを
見いだした。これらの結果は、幹細胞とニッ
チの接着を増強することによって造血幹細
胞をストレスから保護できることを示唆す
るものと考えられた。 
 
(4) ニッチ複合体の同定と週齢変化 
マウス骨組織から血液細胞と血管内皮細
胞を含まない、CD45–CD31–Ter119–細胞を分
離し、間葉系幹細胞・骨芽細胞のマーカーと
して Sca-1、ALCAM の発現を解析したとこ
ろ 、 Sca-1+ALCAM– 、 Sca-1–ALCAM+ 、
Sca-1–ALCAM–の 3 つの細胞集団が得られ、
それぞれ、間葉系前駆細胞、骨芽細胞前駆細
胞、成熟骨芽細胞であることがわかった。そ
こで、これらの細胞集団について、マイクロ
アレイ解析により遺伝子発現を検討した (図
2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. 骨芽細胞性ニッチからの間葉系前駆細
胞、骨芽細胞前駆細胞、成熟骨芽細胞の分離
と、マイクロアレイ解析。 
 
その結果、間葉系前駆細胞分画は静止期誘
導因子  (Ang-1, Thpo など ) と増殖因子 
(SCF など ) を産生し、成熟骨芽細胞は
N-cadherin などの接着分子を発現して幹細
胞との接着に関わることで、幹細胞の機能を
調節していると考えられ、骨芽細胞性ニッチ
では、特定のニッチ細胞が機能するのではな
く、複数の細胞がニッチ複合体を構成し、機
能分担・相互作用することで、造血幹細胞の

静止状態の維持および自己複製能の制御を
担っていると考えられた (図 3)。 
さらに、造血幹細胞と Sca-1–ALCAM+細胞
における N-cadherin の発現が週齢に伴い増
加することがわかった。これらの結果から、
N-cadherinを介した細胞接着の増加が、成体
骨髄における幹細胞-ニッチ相互作用の構築
に関わっていると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. 造血ニッチ複合体のモデル 
 
(5) 造血幹細胞−ニッチ相互作用の維持に
おける ROSの機能解析 
マウスに 5-FU等の抗がん剤を投与すると、
まず、造血幹細胞のなかでも分裂している幹
細胞 (non-SP) が消失し、引き続いて、ニッ
チで保持されていた静止期造血幹細胞の細
胞周期が活性化され、増殖が起こった。この
とき、造血幹細胞内の ROS 濃度が 5-FU 投
与後、一過性に増加し、さらに p38MAPKの
活性化を介して N-cadherin の発現が抑制さ
れ、幹細胞がニッチから離脱することで造血
幹細胞の細胞周期が回転することが明らか
となった。また、5-FU による骨髄抑制刺激
時に抗酸化剤N-acetyl-cysteine (NAC) を投
与すると、N-cadherinの発現低下が抑制され、
幹細胞の細胞周期の活性化がコントロール
と比較して遅れることを明らかにした。これ
らの結果から、定常状態では造血幹細胞は
ROS の産生を抑え、造血幹細胞−ニッチ相互
作用を維持し、静止状態を保っていると考え
られた。また、骨芽細胞性ニッチは低酸素環
境にあることが考えられた。 
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