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研究成果の概要： レポーター分子としての GFP発現により組織中の骨髄由来細胞を蛍光顕微

鏡下に同定できる EGFP 骨髄移植キメラマウスについて様々な組織の形態観察を行った。その結

果、角膜、皮膚および口腔粘膜の真皮において、骨髄由来細胞の組織特異的パターンでの分布、

組織固有の線維芽細胞との近接さらに電顕観察による密着が確認された。それら細胞が組織幹

細胞および niche として、組織の形態維持、創傷治癒における役割を果たす可能性が示唆され

た。 
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１．研究開始当初の背景 

iPS 開発の成功で脚光を浴びている再生医

学・医療分野では、より現実的な幹細胞のソ

ースとして骨髄の組織幹細胞やそれに由来

する流血中の内皮前駆細胞（EPC）が有用で

あるとする多くの研究がなされ、臨床応用も

積極的に試みられている。またここ数年の間

に、神経細胞が再生することや、心臓、消化

管、神経組織などの末梢組織に組織幹細胞が

存在することが常識となり、さらに脂肪組織

幹細胞においては患者自身の脂肪組織から

分離・精製し、それを移植することにより治

療効果があることも数多く報告されている。

しかしながら、それらの細胞が組織中におい
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てどのように分布し、どのような役割を果た

すのか、医学生物学的特徴と意義は必ずしも

明らかではなく、細胞学的知識も十分である

とは言えない。このような事情のもと、様々

な疾病治療において期待される組織幹細胞

を用いた再生医療の発展のためには、ヒトを

頂点とする哺乳動物の組織・臓器中に分布す

る組織幹細胞について、より詳細な基礎医学

生物学的・細胞学的情報を積み重ねることが

重要である。 

昨今、これまでの多くの研究により、様々

な末梢組織中に in vitro において骨、軟骨、

脂肪組織への分化能を有するという組織幹

細胞の定義に当てはまる細胞が存在するこ

とは明らかである。しかしながら、結合組織

を構成する細胞として、未分化間葉細胞

(undifferentiated mesenchymal cell)の存

在はどの教科書にも記載されているものの、

正常の in vivo組織中における組織幹細胞の

実態についての詳細は明らかでない。さらに、

幹細胞を幹細胞として維持するために niche

が重要であることが注目されているものの、

その本態も未詳である。 

 

２．研究の目的 

「研究開始当初の背景」で述べたような事情

を踏まえ、本研究では、基礎医学としての組

織学的見地に立ち、骨髄を代表とする間葉組

織に存在する組織幹細胞およびそれらの生

体内でのリクルートメントについて詳細な

医学生物学的・形態的特徴を明らかにするこ

とを目的とした。また、そのような研究に有

用な、新たな形態観察手法および機器の開発

をも試みた。 

具体的には、角膜および皮膚と口腔粘膜の

真皮を臓器・器官の代表として、まず第 1に、

それらの骨髄由来細胞の分布パターン、細胞

の形や数を明らかにすること、次に、最近注

目されている幹細胞 nicheとの関連において、

骨髄由来細胞周囲の細胞・組織を観察し、そ

れらとの関係を明らかにすることを目指し

た。 

ここで、角膜は、主要細胞成分として間葉

組織・結合組織に最も多くみられる線維芽細

胞のみが分布すると考えられる器官である

こと、皮膚は、表皮が 28 日のペースで細胞

更新する組織であること、そして、口腔粘膜

は、皮膚と同様の基本構築をもちながら、更

新レートが約 1/2であるという特徴に注目し

たものである。 

一方、組織幹細胞は、組織中における分布

頻度が低いことがよく知られている。このよ

うな細胞を対象とする研究には、広範囲にわ

たる、微細構造レベルの組織・細胞の観察が

効率よく実行できることが必要である。その

ために、光顕の観察効率と電顕の分解能をあ

わせもつ手法として、エッチング試料の走査

型電顕観察法を導入した。また、近年の研究

で注目されている GFPに代表される蛍光レポ

ーター分子を活用する蛍光観察技術の改良

を目指した新たな標識分子の開発・導入、さ

らにそれらの同時観察を可能とする新たな

蛍光走査型電子顕微鏡の開発・改良を試みた。 

 

３．研究の方法 

遺伝子解析の進んでいるマウスを哺乳動

物モデルとして用い、末梢組織中に分布する

骨髄由来細胞に注目して形態解析を行った。

その際、骨髄に由来する細胞を容易かつ確実

に同定するために、EGFPトランスジェニック

マウスの骨髄を移植し、骨髄細胞が EGFP 陽

性細胞に置換された GFP骨髄キメラマウスを

用いた。GFP 骨髄キメラマウスは組織中の骨

髄由来細胞を瞬時に同定することができる

画期的な動物モデルであり、本研究の大きな

特徴の一つである。 

 上記モデル動物の様々な組織・臓器につい

て、免疫組織細胞化学による観察としては、

凍結切片法により作製した組織標本を、１次

抗体として、（１）マクロファージマーカー

として抗 Iba1抗体を、また、（２）線維芽細

胞マーカーとして HSP47（コラーゲン産生の

分子シャペロン）に対する抗体を用い、２次

抗体としては市販の AlexaFluor488 および

568 により発色した。蛍光免疫染色した試料

は、通常の蛍光顕微鏡および共焦点レーザー



 

 

顕微鏡（Olympus FV1000）で詳細に観察し、

記録した。一部の試料については、常法に従

って電顕観察標本とし、透過型電顕（TEM; 

Hitachi H7650）下に観察・撮影した。 

 また、細胞間相互関係を詳細に観察するた

め、電顕レベルの解像度の得られる条件下に

広汎にわたる観察を可能とする樹脂包埋し

た試料のイオンエッチング標本を作製し、走

査型電顕（SEM；Hitachi S800）下に観察し

た。 

 以上の実験と並行して、蛍光観察と SEM 観

察が同一試料について、移動することなく観

察できるハイブリッド型顕微鏡（FL-SEM）の

開発・改良を試みた。この形態観察機器は、

同じ切片を蛍光と電顕で観察することを可

能とし、光顕レベルで蛍光標識された細胞を

同一切片の SEM観察により超微細形態レベル

で同定し、解析することを可能とするもので

ある。 

 

４．研究成果 

 EGFP トランスジェニックマウス骨髄の移

植により作製した GFP骨髄キメラマウスの角

膜、皮膚、口腔粘膜を形態学的に解析するこ

とにより、それぞれの組織・臓器に特異的な

様式で GFP陽性の骨髄由来細胞が分布してい

ることが明らかとなった。それぞれの組織・

臓器においてみられる GFP陽性細胞は、球形、

楕円形、双極性、星状など、組織・臓器に特

異的な形、大きさおよび分布比率を示してお

り、分布数も組織により異なっていた。また、

それぞれの組織の GFP陽性細胞の大半のもの

は、マクロファージマーカーである Iba1 を

発現しており、免疫系細胞に分化した骨髄に

由来する細胞であることが明らかとなった。 

 本研究の成果として 2009 年 3 月に米国解

剖学会誌である The Anatomical Record に掲

載された Takayama et al.の論文では、GFP

骨髄移植キメラマウスの角膜において、上皮

内と実質内において骨髄由来 GFP陽性細胞が

観察されることを明らかにし、しかも分布領

域の違いにより、それぞれ繊細な樹枝状突起

をもつものと扁平な餅状の形態を示すこと

を報告した。この形態の違いは、そもそも異

なる分化状態の細胞がそれぞれ異なる組織

領域に分布したものか、または、もともとは

同種の細胞が分布領域の微小環境により形

態が規定されたのか、さらに検討する必要が

ある。また、大半の GFP陽性細胞がマクロフ

ァージマーカーである Iba1 陽性であったも

のの、一部に Iba1 を発現しない GFP 陽性細

胞が観察された。我々のこれまでの同様の実

験モデル動物の観察において、心筋および骨

格筋に明らかな GFP陽性細胞の出現が確認さ

れている。その機序は transdifferentiation

か、または cell fusion によるものであるか

不明であるが、骨髄に由来する細胞が末梢組

織細胞に分化していることを示すものであ

り、そのような能力をもった骨髄由来細胞が

末梢組織中に存在することを裏付けている。

心筋・骨格筋組織以外にもそのような分化能

をもつ骨髄由来細胞が分配されている可能

性は高い。今後、そのような骨髄由来細胞の

細胞学的特徴、由来、運命を明らかにするこ

とが重要である。 

本研究において、さらに、コラーゲン線維

産生能の指標である HSP47（コラーゲン産生

シャペロン）をマーカーとした免疫組織化学

観察を試みたところ、様々な組織中において

Iba１陽性細胞が HSP47 陽性細胞と接触また

は近接する像が多く観察された（図１に歯肉

の観察所見を示す。緑は HSP47、赤は Iba1．

青は DAPIによる核染色）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

[図 1] 

 

 同様の試料の電子顕微鏡観察では、GFP 陽



 

 

性細胞と組織中の線維芽細胞様細胞が直接

密に接触している様子が確認された。これま

でのところ、ギャップ結合のような細胞間接

着装置は見つかっていないが、隣接する細胞

がそれらの細胞膜表面において広い領域に

わたって緊密に接する像が頻繁に観察され、

それら細胞同士の接着および密なシグナル

伝達が予想された（図 2：歯肉）。 

 

 

 

 

 

 

 

[図 2] 

 

 次に、細胞間相互関係を詳細に観察するた

めの骨髄の樹脂包埋、イオンエッチング試料

の SEM 観察（図 3）では、骨芽細胞と骨髄幹

細胞の間に骨髄間質細胞(reticular cell/ 

stromal cell)の薄い突起が存在し、直接の

接触は稀であった。この結果は、光顕レベル

の観察では骨髄間質細胞の薄い突起は分解

能の関係で明確ではなく、光顕観察にもとづ

く直接接触という理解による osteoblastic 

niche 仮説は必ずしも適切でない可能性を示

している。このような解析は、電顕レベルの

観察により初めて可能となるものであり、組

織全体からすると頻度の低い現象であるた

め、あらかじめ光顕レベルで広範な観察をし

ておく必要がある。このような観察には、エ

ッチング試料の FL-SEM 観察が効果的であっ

た。 

 

 

 

 

 

 

 

[図 3] 

 

 以上、今回の研究では、（１）骨髄に由来

する細胞が様々な末梢組織に組織特異的パ

ターンをもって分布していることが明らか

となり、（２）それら細胞が組織固有の線維

芽細胞様細胞と物理的に密な関係をもって

いることが明らかとなった。さらに詳細な解

析が必要であるが、このような異種の細胞間

相互作用は、末梢組織における組織幹細胞の

niche としての役割を果たしていることも想

像される。今後、これらの所見を一層詳細に

検討し、細胞間相互作用について解析してゆ

く予定である。今回用いたキメラ動物では、

骨髄移植に際して放射線照射をおこなって

いる。これまでに、通常の組織においては、

正常動物の組織・細胞構築と差異や炎症等の

所見は認められていないが、今後、解析にお

いて放射線照射の影響を考慮する必要もあ

ろう。 

 以上の成果は、角膜、皮膚および口腔粘膜

の真皮に特化して解析した結果を論文出版

し、学会発表を行った。また、FL-SEM につい

ても学会、論文として公表した。 

 以上、本研究により、様々な末梢組織に骨

髄に由来する細胞が組織特異的形態をもっ

て分布していることが明らかとなり、それら

と組織在住の間葉あるいは結合組織性細胞

との間に緊密な物理的接触があることが示

すことができた。現在、CXCL12、PDGFR など、

特有の chemokineあるいは成長因子受容体を

発現する細胞が組織中に存在することが報

告され、また、組織中の多種の細胞間相互関

係についての報告も見られる。それらの分子

を発現すると組織幹細胞との関連、niche な

ど再生医学的観点から、これまでになかった

人体の細胞構築の再考が進行している。また、

人体のホメオスタシスを考える際、各組織で

進行している細胞の形態および動態を知る

ことは生命現象を理解するためには必須の

ことであり、そのための新たな観察理論や機

器の開発および一層の充実が望まれる。今後、

今回の研究成果を基盤として、一層の発展の

ために必要な新しい研究機器の開発を目指

すと共に、末梢組織に分布する骨髄由来細胞



 

 

の由来、可塑性、役割、動態等についてさら

なる医学生物学的理解に貢献でき、ひいては

再生医療の発展の一助となるよう研究を推

進したい。 
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