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研究成果の概要（和文）：本研究は加齢に伴う造血幹細胞ニッチの変容を明らかにすることを目的とした。まず
マウス骨髄のメタボローム解析やレポーターマウスの解析から、加齢に伴いマウスの骨髄で減弱しているシグナ
ル経路を同定した。また組織染色やマウス骨髄の生体イメージングにより、骨髄の一部の血管内皮細胞が産生す
る代謝産物が骨髄の血流を維持し、造血幹前駆細胞の骨髄での血管外遊走に重要な役割を担っていることを示す
証拠が得られた。これらの知見及び造血幹細胞移植、パラバイオシスの結果から骨髄での特定の代謝産物の減少
が加齢に伴う造血幹前駆細胞の抹消から骨髄への移行効率の低下の一因となっている可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：It is suggested that hematopoietic stem cells are retained in the bone 
marrow niche in many adult mammals. In this study, we revealed how hematopoietic stem cell niche is 
changing with aging. The result of metabolome analysis showed that some signaling pathways were 
downregulated in aged mouse bone marrow. We validated one of the metabolites involved in these 
pathway is synthesized in vascular endothelial cells of bone marrow by immunohistochemistry. Using 
intravital imaging analysis, we also observed that this metabolite maintains bone marrow blood flow 
and facilitates transendothelial migration of hematopoietic stem progenitor cells in bone marrow. 
These results indicate that low homing efficiency of hematopoietic stem cells in aged bone marrow is
 caused by decreased NO production in stem cell niche.

研究分野： 生体イメージング

キーワード： 造血幹細胞　骨髄　生体イメージング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で得られた加齢に伴う造血幹細胞ニッチの代謝動態の変容を示す知見から、これまで未解明であった造血
幹細胞移植における加齢による生着率の低下の機序の全貌を明らかにすることのできる成果に結びつく学術的意
義を持つと考えられる。また本研究成果の社会的意義としては、本研究成果を多くの血液疾患において重要な治
療法である造血幹細胞移植の適応年齢の拡大に結びつく知見へと発展させることで、高齢化社会に十分に適応し
た医療体制の拡充に寄与する可能性があることなどがあげられる。

※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 
造血幹細胞移植は白血病などの造血器疾患において重要な治療法のひとつであり、日本だけで
も 2013 年では 5000 人を超える患者がその恩恵を得ているとされる。しかしながら、造血幹細胞
移植の適応年齢は限られており、加齢とともに増加する造血器腫瘍のリスクに対応出来ている
とは言い難い。その要因としては、高齢者における移植関連合併症に加え、移植した造血幹細胞
の骨髄への移行・生着の効率が加齢とともに減少していくことなどが挙げられる。この加齢に伴
う造血幹細胞の骨髄への移行・生着効率の低下の一因として造血幹細胞を維持している微小環
境 (ニッチ) の加齢変化の関与が予測されていた。また骨髄ニッチは間葉系間質細胞、血管、神
経細胞、成熟血球や骨芽細胞など、多数の細胞から成り、それぞれがサイトカインやケモカイン、
接着分子などを介して造血幹細胞の幹細胞性を維持していることが徐々に解明されてきていた
ものの、その加齢変化の全貌は明かではなかった。そこで本研究課題では様々な要素からなる骨
髄ニッチのどのような加齢に伴う変化が、移植造血幹細胞の生着率の低下に関わっているかを
明らかにすることを目指した。 
 
２．研究の目的 
先行研究で骨髄ニッチの加齢に伴う代謝動態の変化に着目し 2.5 ヶ月齢のマウスと 14 ヶ月齢の
マウスの骨髄の代謝物をメタボローム解析により比較したところ、特定の代謝物の産生経路が
加齢とともに減弱していることを示唆する結果を得ていた。それらの代謝物の生体内での働き
のひとつとして局所血管の拡張や VEGF 産生を介して血管の透過性を亢進することがこれまで
の知見により知られていた。そこで仮説として「骨髄では特定の代謝物シグナルが血流や血管透
過性を制御しており、このシグナル経路が加齢とともに減弱することで、移植された造血幹細胞
の血管内から血管外への移行が妨げられる」と考え、この作業仮説の検証を目的とした。 
 
３．研究の方法 
1.  骨髄代謝物による骨髄血管の細胞透過性変化の検証 
i) 骨髄代謝物の骨髄血管の血流と細胞透過性への関与 
骨髄血管から血管外へ移行する細胞を in vivo で可視化し、その数を経時的に捉えるために
C57BL/6 マウスに GFP マウスの造血幹前駆細胞へ移植する実験系、またはパラバイオシスを用
い、C57BL/6 の頭蓋骨骨髄の血管、及び造血幹前駆細胞を多光子レーザー顕微鏡により可視化し
た。このとき骨髄の特定の箇所で血球の血管内から血管外への移行が見られたが、単位時間あた
りに移行した細胞の数と局所血流量 (赤血球速度と血管径より算出) を、定常時、代謝阻害時、
代謝化合物曝露時で比較した。 
ii) 骨髄代謝物の骨髄血管の造血幹細胞透過性へ関与  
移植した造血幹細胞の血管内から血管外への移行を可視化するため、緑色蛍光蛋白 (GFP)マウ
スの造血幹細胞をセルソーターにより分離して C57BL/6 マウスに静脈内投与した。頭蓋骨では
骨髄に移行した GFP 陽性細胞の時空間動態を、大腿骨・脛骨では骨髄全体でそれらの定量的評
価を実施した。 
2. 骨髄ニッチにおける代謝制御メカニズムの検証 
血管内皮細胞に発現する着目した代謝産物が関与するシグナルの上流として特定の神経伝達物
質が知られていた。この神経伝達物質は、2.5 ヶ月齢と 14 ヶ月齢のマウスの骨髄の代謝物を比較
したメタボローム解析の結果から、加齢に伴い減少していることが示唆されていた。また、この
神経伝達物質によるシナプス伝達の競合阻害薬を投与したマウスでは着目した骨髄の神経伝達
物質濃度が減少する知見が得られたことから、この骨髄の神経伝達物質の産生源は副交感神経
であることが予想されていたが、産生源となる副交感神経が血管近傍で認められなかった。そこ
でこの骨髄の神経伝達物質の産生源を探るため、該当物質の発現細胞特異的に GFP 蛋白を発現
するマウスの骨髄細胞の解析を行った。着目した神経伝達物質が非神経細胞である可能性も考
慮し、フローサイトメーター (FACS) と各種細胞マーカーを用いた細胞種の特定も試みた。 
3. 骨髄代謝動態の造血幹細胞生着効率への関与とその加齢による変化の検証 
骨髄の代謝変化により造血幹細胞移植効率が下がるかを検証するため、着目した代謝物の遺伝
子欠損マウスに GFP マウスの造血幹細胞を移植し、生着率を野生型マウスに移植したときと
FACS を用いて比較した。 
 
４．研究成果 
まず造血幹前駆細胞の血流中から骨髄実質への血管外遊走における代謝産物の役割の解析のた
め、GFP マウスの骨髄から造血幹前駆細胞をセルソーターと造血幹前駆細胞マーカーを用いて
分取し、これらの細胞 100 万個を麻酔下の野生型のマウスに静脈内投与した。投与された GFP
陽性の造血幹前駆細胞は血流に乗って頭蓋骨骨髄に移行するが、この移行してきた GFP 陽性細
胞を多光子レーザー顕微鏡を用いた in vivo ライブイメージングにより捉えた。その結果、骨髄
に移行した造血幹前駆細胞のいくつかは血管外遊走の場である類洞血管の壁に接着し、定常状



態では約 25 分かけて骨髄の実質へと移動した。そこで着目した代謝経路の阻害剤を 10 mM の
濃度で経頭蓋骨投与したところ、造血幹前駆細胞の血管内から骨髄実質への移行時間は 43.6 分
と約 2 倍に延長した。また血管内皮に発現する当代謝物の欠損マウスの造血幹前駆細胞の血管
外移行に要する時間は 64.1 分と野生型マウスと比較して約 3 倍に延長していた。さらにこの遺
伝子欠損マウスの頭蓋骨骨髄に当代謝物と同様の働きを持つ化合物を 100 μM の濃度で局所投与
したところ、造血幹前駆細胞の血管外への移行時間は 28.6 分と、野生型マウスとほぼ同レベル
となった。これらの結果から、造血幹前駆細胞の血流中から造血幹細胞ニッチへと移行する効率
は、骨髄中で産生される着目していた代謝物によって維持されている可能性が示唆された。また、
造血幹前駆細胞の血流中から骨髄実質への血管外遊走における代謝シグナル の役割の解析のた
め、GFP マウスの造血幹前駆細胞を骨髄非破壊で野生型マウスと遺伝子欠損マウス のそれぞれ
に移植し、16 時間後 FACS により骨髄中の GFP 陽性細胞の数を測定した。その結果遺伝子欠損
マウスの骨髄中造血幹前駆細胞の数は野生型マウスと比較して減少傾向が見られ、造血幹前駆
細胞の血流中から造血幹細胞ニッチへの移行が、着目した代謝物によって維持されている可能
性を支持するデータを得た。この骨髄における当代謝物の制御メカニズムを検証するため、この
代謝産物を含むシグナルの上流に位置する神経伝達物質に着目した。先行研究においてマウス
骨髄から当神経伝達物質が検出されていることから、神経細胞のマーカー に対する抗体を用い
た免疫組織染色を試みた。その結果神経細胞のマーカーである βIII チュブリン陽性細胞に着目
した神経伝達物質の発現は認められなかった。またこの神経伝達物質の GFP レポーターマウス
でも骨髄の神経における GFP の発現を示す所見は見られなかった。一方で多光子レーザー顕微
鏡によるレポーターマウスの頭蓋骨骨髄の生体イメージングでは、その形態的特徴から血球系
と思われる細胞で GFP の発現が見られた。そこで骨髄の血球系の細胞での神経伝達物質の発現
を検証するため、GFP レポーターマウスの骨髄単核球の GFP 陽性細胞を FACS にて精査した。
その結果、分化細胞、未分化細胞のそれぞれの一部に GFP の発現が見られ、血球系の細胞が産
生する神経伝達物質により骨髄の代謝が制御されている可能性が示唆された。さらに加齢によ
る造血幹前駆細胞の抹消血から骨髄の移行への影響を検証するため、GFP マウスからセルソー
ターで分取した造血幹前駆細胞を静脈内投与し、多光子レーザー顕微鏡を用いた頭蓋骨骨髄の
生体イメージングにより GFP 陽性細胞の骨髄で血管壁接着から血管外へと遊走する時間を若齢
マウスと高齢マウスとで比較した。その結果若齢マウスと比較して高齢マウスの骨髄では、当該
遺伝子欠損マウスの骨髄同様、造血幹前駆細胞が血管外へ遊走する時間が延長していた。この加
齢マウスで延長が見られた造血幹前駆細胞の血管外移行時間は、着目した代謝産物と同様の働
きをもつ化合物の骨髄局所投与により若齢マウスと同レベルまで回復した。次いで当代謝物が
末梢血から骨髄への移行に関わるかを骨髄全域で検証するため GFP マウスの造血幹前駆細胞を
当該遺伝子欠損マウスに骨髄非破壊状態で移植した後、フローサイトメトリーにより骨髄中の
GFP 陽性細胞の数を野生型マウスと比較した。その結果遺伝子欠損マウスでは野生型マウスと
比較して移植後 16 時間の GFP 陽性細胞の数が減少していた。さらに当代謝物の造血幹前駆細胞
の抹消血から骨髄への定常状態での移行における役割を検証するため遺伝子欠損マウスと GFP
マウスのパラバイオシスを実施した。その結果、結合後 2 週間の遺伝子欠損マウスの骨髄中の
GFP 陽性の造血幹前駆細胞はコントロール群の野生型マウスと比較して減少していた。次いで
加齢マウスと GFP マウス、及び若齢マウスと GFP マウスのパラバイオシスを実施し、結合 2 週
間後の骨髄中の GFP 陽性細胞の数を加齢マウスと若齢マウスとで比較したところ、若齢マウス
と比べ加齢マウスの骨髄中の GFP 陽性の造血幹前駆細胞は減少していた。これらの結果から骨
髄での特定の代謝経路の減弱が加齢に伴う造血幹前駆細胞の抹消から骨髄への移行効率の低下
の一因となっている可能性が示唆された。 
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