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研究成果の概要（和文）：造血微小環境を構成するストローマ細胞は恒常的造血、またストレス下の反応性造血
において、サイトカイン産生などの機序を介して造血細胞の増殖・分化を制御し、同時に造血細胞保護機能を有
するなど造血現象の中心的役割を担っている。in vivo、in vitroの両面からの様々な検証によりこれら作用が
確認され、ストローマ細胞、特にマクロファージの量的、質的機能障害が、造血障害などの病的動態に深くかか
わっていることが明らかとなった。本研究により、血液細胞を育てる「正しい畑を構築する」という観点からの
造血器障害治療に対する新たな展開の可能性が示唆される結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：The hematopoiesis is regulated by stromal cells, as distinguished from 
hematopoietic cells, in hematopoietic microenvironment. In this study, the stromal cells were shown 
as an essential compartment for regulating the proliferation and differentiation of hematopoietic 
cells by producing various cytokines and adhesion molecules. Furthermore, stromal cells protected 
the hematopoietic cells from biological stresses and keep the homeostasis of hematopoietic 
phenomena. These findings were verified by in vivo and in vitro examinations. The results showed the
 importance of stromal cells, especially macrophages, in hematopoietic microenvironment and the 
qualitative and quantitative impairment of stromal cells may result in the hematopoietic disorders. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は造血を行ういわば「畑」である造血微小環境の構成要素としての「ストローマ細胞」に注目し、生体内
(造血組織)における存在様式について、またこれら細胞が実際にどの様に造血幹細胞の増殖・分化に関わりを持
って機能しているかをin vivo標本を用いて解析し、さらに新規に開発した三次元培養法を用いたin vitroの面
からも検証したものである。これによりストローマ細胞による造血制御機構を解明し、「種」である造血細胞を
育てるための「正しい畑を構築する」という観点から、今後人工骨髄の開発なども含めて白血病などの難治性造
血器疾患に対する新規治療法の開発の可能性が示唆された研究である。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
赤血球、白血球、血小板などのヒト血球細胞
は寿命があり、常に新しい血球が産生されると
共に古くなった血球は主に脾臓において処理さ
れ、恒常性が維持されている。このため成人で
は造血組織である骨髄で毎日数千億個の血液細
胞が造血幹細胞より増殖・分化して産生されて
おり、「造血現象」として理解されている。この
造血現象は、造血幹細胞という「種」が、造血
微小環境という「畑」において育つ過程を示す
ものであり、種、畑いずれの欠陥も結果的に貧
血など造血器疾患の原因となる(図 1)。造血微小
環境は、線維芽細胞、脂肪細胞、血管内皮細胞、
骨芽細胞、マクロファージ等の細胞からなる造
血幹細胞をとりまく様に複雑に存在する「スト
ローマ細胞」と総称される間質系細胞より構成
され、種である造血細胞の増殖・分化を促進す
る(造血刺激)機能を有する一方で、異常クロー
ンの排除といった監視機構を含めた造血抑制機
能により、促進、抑制両者がバランスよく機能することにより、正しい造血現象が維持されて
いることが理解されるようになった。 
これら細胞は個々の機能を発現するとともにお互いが関連しあいながら総合的に造血幹細胞
に影響を与えていると推測されており、このような造血の場は「niche、ニッチェ」とも呼ばれ
ている。しかしながら生体内で nicheがどのように構成され、それぞれの細胞がどの様な役割
を担っているかについてはほとんど解明されていない。本研究者は、ストローマ細胞の試験管
内培養法を開発し、in vitro での造血現象の再現に成功し、造血現象におけるストローマ細胞
機能について検討を重ねてきた。特に造血制御機構において、アポトーシス誘導を介した負の
制御機構の存在を確認し、細胞膜結合型因子および低分子液性抑制因子の産生を介してストロ
ーマ細胞がその中心的役割を果たしていることを初めて報告し、機能的分子の分離に成功した。
ストローマ細胞機能については国内外においても多数の報告があり、ストローマ細胞が産生す
る造血幹細胞の増殖・分化に関与する多くの造血因子が発見され、そのいくつかはすでに貧血
等に対する治療薬として臨床応用が開始されている。しかしながらこれら造血因子は造血現象
をあくまで断片的に支持しているにすぎず、事実、長期間にわたり人工的造血現象を再構築す
るまでには至らず、また維持される造血細胞も特定の系統の血球系に限定されている。この原
因として、従来の研究のほとんどが in vitroで行われており、複雑な要素から成り立っている
生体における造血現象の解明に対するアプローチがほとんど行われていなかったことが挙げら
れる。近年、解明の手がかりとなる老化促進マウス(Senescence-accelerated mice: SAM)と呼
ばれるモデルマウスが見つけられた。このマウスは、AKR系マウスの変異型であり正常マウス
に比較してはるかに寿命が短い(約 40-50 週)特徴を有する。このマウスの造血系について検討
した結果、約 30 週齢頃より貧血症状が発現することが観察され、この異常は「種」である造
血幹細胞自身には全く機能的障害は認められないものの、「畑」である造血微小環境機能に問題
を有することが明らかとなった。本研究は SAM を用いて正常マウスとの比較実験を行うこと
により、生体内 nicheにおけるストローマ細胞の構成様式および造血制御機構を解析し、さら
に異常造血微小環境の正常化(治療)の可能性を検討することを目的とする。 
 
２．研究の目的 
造血幹細胞(種)と畑である造血微小環境構成細胞(ストローマ細胞)間においては、お互いが関
連しあいながら総合的に造血現象が維持されていると推測されている。本研究は特に「畑」で
ある造血微小環境の構成要素としての「ストローマ細胞」に注目し、生体内(造血組織)におけ
る存在様式について、またこれら細胞が実際にどの様に造血幹細胞の増殖・分化に関わりを持
って機能しているか SAMを用いて正常マウスと比較検討することによる in vivo研究面より、
さらに本研究者が新規に開発し、生体における造血現象を再現する三次元培養法を用いて in 
vitro 研究面からも検証することにより造血制御機構を解明し、「正しい畑を構築する」という
観点から造血器疾患の新規治療法の開発を試みることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
多種の細胞より構成される「ストローマ細胞」は in vitroでは培養皿底面に付着して発育す
る細胞として観察可能である。しかしながら生体内造血組織におけるこれら細胞の存在様式、
また実際に造血幹細胞の増殖・分化にどのような関わりを持って機能しているかについては具



体的な報告はない本研究では in vitro、in vivo両面よ
りストローマ細胞の造血制御機序について検討を行っ
た。 
まず in vitroからのアプローチとしての三次元(3D)
培養系においては、三次元構造構成の基礎となるエポ
キシ基を含む親水性高分子としてグラフト鎖を有する
高 分 子 微 粒 子 担 体 ：
Pentaerythritol-triacrylate(PETA)-Ethyleneglycol- 
di(methacrylate)(EGDMA) と
Methacrylic-acid(MA)-glycidyl methacrylate(GMA)
をグラフト共重合させた基本骨格の G-2 粒子(粒径約
200m)を設計した。ストローマ細胞をこの高分子微粒
子と共に培養すると、微粒子担体上にストローマ細胞
が付着しながら発育し、粒子間を架橋しながら三次元
プラットフォーム構造を構築する。さらにこの培養系
に骨髄造血組織より分離した造血幹細胞を播種して共
培養すると、ストローマ細胞が構成した三次元の「家」に潜りこむように幹細胞が定着し、増
殖・分化をしながら恒常的な血球産生が再現されるのが観察される(図 2)。しかしながら新鮮な
骨髄資料を常に安定して入手することは困難であることより、ストローマ細胞としてマウス骨
髄線維芽細胞株MS-5を、また造血細胞としてヒト骨髄由来 K562細胞を使用して、同様の方
法で三次元構成ストローマ細胞機能特性の検討も行った。K562 細胞は単独培養では浮遊細胞
として増殖し、二次元(2D)平面培養では培養皿底面に拡がって付着したストローマ細胞上に接
触しながら増殖する。3D 培養では立体的に構築されたストローマ細胞層に潜りこむような形
で安定して存在する。このような培養系に対して、細胞の増殖・分化に重要なアミノ酸である
arginine の非存在下培養、あるいは K562 細胞の強制分化誘導因子である butyrate を添加し
た培養系を作製し、このようなストレス環境を設定することによりストローマ細胞の造血細胞
への制御機能、恒常性維持機能を 2D、3D比較実験より検討した。 
 次に in vivo からのアプローチとして、本研究者らが見出したストローマ細胞機能異常を有
する老化促進 SAM マウスと正常マウスとの比較実験を行うことにより、生体内におけるスト
ローマ細胞の構成様式および造血制御機構を解析し、さらに異常造血微小環境の正常化(治療)
の可能性を検討した。造血微小環境の in vivo での解析方法の一つとして、ストローマ細胞の
主要な構成要素であるマクロファージの組織内分布について検証を行った。この際に恒常的造
血状態を観察すると共に、炎症誘導因子としての LPS刺激に対する急性期造血反応を検討する
ことにより、より造血制御機構がより正しく機能しているかを確認することができる。マクロ
ファージには組織内で、炎症性サイトカインなどにより刺激を受け Th1型の免疫応答を誘導し、
抗菌、抗ウイルス、抗腫瘍効果を発揮するM1マクロファージと、寄生虫感染、血管新生、組
織修復、免疫抑制効果に機能するM2マクロファージとの機能的亜群とに分化し、様々な病態
形成にかかわっていることが知られている。本研究ではこれらマクロファージの亜群の分布状
況と機能変化について免疫組織学的、あるいは造血因子産生等の機能の面などから検討を行っ
た。 
 
４．研究成果 

(1) 3D培養系におけるストローマ細胞機能 
 MS-5 細胞をストローマ細胞として、K562
細胞を造血細胞として構築した培養モデルを用
いて in vitro実験を行った。Arginine無添加、
あるいはbutyrate添加によるK562細胞の強制
分化誘導条件下で、2D、3D 共培養系における
ストローマ細胞の影響を検討した。arginineは
K562 細胞の赤血球系への分化において必須の
アミノ酸であり、arginine無添加ではストロー
マ非存在下あるいは 2D 培養での培養時には
K562 の分化は認めない。しかしながら 3D 培
養時には arginine無添加においてもK562細胞は
分化が可能であることが明らかとなった(図 3)。一
方、arginine の存在下であれば butyrate 添加に
よりストローマ非存在下や 2D 培養でも K562 細
胞の分化が誘導されるが、3D 培養では逆に分化
誘導される K562細胞比率は arginine存在、非存
在下にかかわらず一定していることが観察された
(図 3)。このことは、同じストローマ細胞(MS-5
細胞)であっても、3D 培養という生体に近い培養
条件下ではストレスから造血細胞(K562 細胞)を



守るように、また常に一定して増殖・分化が行
われるように制御していることを示すものと考
える。事実、arginine存在下、非存在下におけ
る K562細胞の細胞周期を測定してみると、2D
培養時にはK562細胞は培養開始後 60%以上の
細胞が細胞周期に入り、活発な増殖状態である
のに対し、3D 培養時では逆に 50%以上の細胞
が休止期細胞であった。また 2D 培養時では
K562 細胞の増殖、細胞数の増加に伴い休止期
細胞割合は増加するのに対し、3D 培養では休
止期細胞と細胞周期に入っている細胞は常に一
定の割合で培養内に存在していることが確認さ
れた(図 4)。2D、3D培養におけるストローマ細
胞機能の差について検討する目的で、サイトカ
イン産生機能について mRNA 発現を指標に測
定した(図 5)。造血因子であり、K562を含めて
造血細胞分化に関係する 14 種のサイトカイン産生レベルを検討した結果、2D、3D 培養条件
下でストローマ細胞のmRNA発現状態に有意の差は認めなかった。これら結果より 3D培養と
2D 培養では同じストローマ細胞を使用し、サイトカイン産生機能に明らかな差を認めないに
かかわらず造血細胞である K562の増殖・分化に対しての制御が異なることは、三次元的物理
的空間の存在、細胞間の接触状態など様々な複数の因子が関与していることが推測された。 
 
(2) in vivoにおけるストローマ細胞の構成様式と機能 
 造血微小環境の構成様式を検討する目的で、
骨髄内のM1、M2マクロファージの分布につい
て、恒常時と LPS刺激によるストレス下での正
常マウスと SAMとで比較観察を行った。 
 SAM では正常マウスに比較して、もともと
M1 あるいは M2 として同定される分化、活性
化したマクロファージの分布比率に不均衡があ
り、特にM2がもともと有意に増加しているこ
とが判明した(図 6)。さらに LPS刺激後には正
常マウスに比較して、SAM では M1 が増加し
た状態が遷延していることが明らかとなった。
M2はLPS刺激後に正常マウスに比較して後れ
て有意の増加が認められるが、M1 の増加遷延
状態に伴うように 7日目でも増加傾向が続いて
いることが確認された。機能面でもマクロファ
ージを含むストローマ細胞よりの血球分化誘導
造血因子産生能は LPS 非刺激下、刺激下で
共に低下しており、液性因子を介しての造血
支持機能が低下していることが明らかとな
った。従来 SAM ではストローマ細胞の機能
異常により造血支持機能が低下していると
されていたが、より詳細に個々のストローマ
構成細胞を観察することにより、造血支持機
能を有する細胞分布にも不均衡があり、加え
て LPS 刺激などのストレス時にはストロー
マ細胞自身の分化、成熟の過程において顕著
な変化が生じ、それに伴うように機能変化(造
血支持機能の低下)が生じていることを示す
結果が得られた。 
 造血におけるストローマ細胞の役割をさ
らに明らかとするため、繰り返し LPS 投与
ストレス時のマウス造血状態と、ストローマ
細胞機能の変動について、正常マウスとSAM
を比較検討した。25g/mouseの LPSを 7日
毎に静脈内投与し、血液学的変動とストロー
マ細胞よりのサイトカイン産生能について検討した。LPS繰り返し投与後、正常マウスの末梢
血血球は、若干の変動は認めるもののほぼ一定の恒常性を有する。他方 SAM マウスでは繰り
返し LPS投与により白血球、赤血球、血小板共に減少し、その回復も遅延している。また SAM
骨髄における未分化造血前駆細胞数を測定したところ、白血球系前駆細胞数は比較的保たれて



いたが、赤血球系、巨核球系前駆細胞数は有意に低下しており、未分化段階より造血障害が起
きていることが明らかとなった。興味深いことに SAMでは繰り返し LPS投与により著しい脾
腫、肝腫大が認められ、マウスにおいては造血の場である脾臓の組織障害が引き起こされてい
ること、さらに血球貪食が活性化されている所見が観察された(図 7)。さらにこのようなストレ
ス下でのストローマ細胞からの造血サイトカインの産生能について mRNA 発現より検討した
結果、未分化造血前駆細胞の変動と一致して、白血球系の制御サイトカインの産生能は比較的
保たれていたが、赤血球系、巨核球系の造血制御サイトカインに加え、リンパ球系造血制御サ
イトカインの産生能が有意に低下していることが判明した。これら結果より、SAM ではスト
ローマ細胞の存在形式と機能維持が、サイトカイン産生等を介して造血の恒常性の維持に深く
かかわっていることが明らかとなった。 
 本研究によりストローマ細胞は恒常的造血、またストレス下の反応性造血において、サイト
カイン産生などの機序を介して造血細胞の増殖・分化を制御し、同時に造血細胞保護機能を有
するなど造血現象の中心的役割を担う重要な要素であることが確認された。特に in vivo、in 
vitroの両面からの様々な検証によりこれら作用の具体的一面が明らかとなり、ストローマ細胞、
特に骨髄マクロファージ機能の量的、質的障害
が、造血障害などの病的動態に深くかかわって
いることが初めて明らかとなった(図 8)。このこ
とは個々のストローマ細胞が固有の機能を持っ
て造血制御を行っていることを初めて証明した
結果でもある。 
本研究成果をさらに発展させ、人工骨髄の作
製も念頭に、ストローマ細胞非存在下でも培養
が継続できるように、より機能的なバイオリア
クターとしての高分子微粒子担体を開発するた
め、糖鎖、あるいはタンパクなどを粒子に付加
する修飾方法、ナノサイズの微粒子作製方法の
開発を試行中であり、今後の造血器障害治療の
新たな展開の可能性について検討を行っている。 
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