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研究成果の概要： 

 造血幹細胞移植においてドナー細胞の生着促進は臨床上重要な課題である。本研究ではヒト臍

帯血由来造血細胞を純化後，生着促進に関係するケモカイン受容体の一つである CXCR4 の発現と

免疫不全マウス（NOD/SCID）への移植（静脈内輸注）を行った。２時間の無血清培養，好中球エ

ラスターゼ処理を行うと造血幹細胞表面 CXCR4 の発現が有意に増加し，CXCR4 の inhibitor であ

る AMD3100 を培養に添加すると CXCR4 の発現増加はほぼ完全に抑制された。培養後の造血細胞，

AMD3100 添加培養後の細胞，非培養細胞の移植の結果，16 時間後のホーミング活性，8〜10 週後

のマウス骨髄再構築能ともに細胞表面 CXCR4 発現が増強された細胞群で有意なホーミング活性

の増強とヒト細胞のマウス骨髄内の再構築能増加が認められた。臍帯血由来造血幹細胞は２時間

の無血清培養により，自己複製能を維持しながら，CXCR4 の発現増強を介して骨髄生着促進が認

められることが明らかとなり，造血幹細胞表面の接着因子の発現を増強させることにより，少量

の造血幹細胞でも骨髄生着が可能となることが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

 造血幹細胞移植において，ドナー細胞の生

着，造血回復促進の分子機構を明らかにする

ことは臨床的に非常に重要である。ドナー細

胞の生着に関与する主要三因子は，造血幹細

胞，リンパ球，ストローマ細胞である。本研
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究ではヒト造血幹細胞の純化とその細胞表

面分子を修飾することにより，造血細胞とス

トローマ細胞との相互作用の分子機構を明

らかとし，少量の幹細胞からの移植を可能に

することと，移植関連合併症を最小限とした

効率的造血幹細胞移植への臨床応用の基礎

研究を行うことが必要である。 

 

２．研究の目的 

 造血細胞表面には細胞接着に必要な多く

の糖蛋白からなる分子が明らかとされてい

るが，一部にはこれらの分子を不活化する酵

素も同時に存在している。また，表面分子が

ある種の刺激によって抗原が新たに露出さ

れることにより機能を発揮する分子，といっ

た多くの機能が同時に存在している。そこで，

造血幹細胞とストローマ細胞の相互作用に

最も有効に機能する分子を明らかとするこ

とを，造血幹細胞側を修飾することにより検

討する。すでにマウスでは CD26 分子はペプ

チダーゼとしての機能を有していることか

ら，接着分子の一部を不活化することが知ら

れている。従ってこの分子を阻害することに

より生着促進をする可能性が示されている。

これらの事実を応用して，生着促進に繋がる

分子の同定とその増強効果を明らかとする

ことで基礎実験のデータを造血幹細胞移植

の臨床応用への発展を考えている。 

 免疫不全マウスを利用した異種間移植で

はヒト細胞の長期骨髄再構築能が要求され

るため，二次移植までの結果が必要である。

従って最終的に細胞表面修飾した細胞の長

期骨髄再構築能の評価には慎重である必要

がある。一次移植の結果に基づき，生着した

造血幹細胞表面がどのように変化している

かを生着したマウスから再びヒト造血前駆

細胞を回収して細胞表面を観察することに

より，長期のヒト造血細胞の評価が可能であ

る。自己複製を行ったと思われる生着ヒト細

胞は初代細胞と全く同様の表面形質を有し

ているのか，あるいは修飾された状態で自己

複製能を有しているのか，一部では自己複製

に必要な細胞表面分子の同定も可能となる。

以上から，本研究ではヒト造血幹細胞の純化

とその細胞表面分子を修飾することにより，

造血細胞とストローマ細胞との相互作用の

分子機構を明らかとし，造血細胞とストロー

マ細胞との相互作用の分子機構を明らかと

し，少量の幹細胞からの移植を可能にするこ

とと，移植関連合併症を最小限とした効率的

造血幹細胞移植への臨床応用が目的である。 

 

３．研究の方法 

 造血幹細胞移植において生着不全が最も

懸念される臍帯血を用いて，CD34陽性細胞を

純化し以下の検討を行う。CD34陽性細胞をタ

ンパク分解酵素の一つである好中球エラス

ターゼ処理し，細胞表面分子で細胞接着に関

与するCXCR4の発現を検討する。種々の培養

条件でCXCR4の細胞表面発現の変化を観察し，

蛋白分解酵素の役割，CXCR4発現に影響を与

える培養条件をCXCR4の特異的阻害剤を添加

することで，確認する。CXCR4の発現は主に

FACSで，一部ではmRNAの発現を定量的PCRで

測定する。 

これらの種々の条件で培養されたCD34陽性

細胞を免疫不全マウス（NOD/SCIDマウス）に

静注する異種間移植を行うことで，静注後の

ホーミング活性，骨髄再構築能，生着細胞の

さらなる二次移植においてヒト細胞の長期

骨髄再構築能を検討する。生着ヒト細胞の同

定はヒト特異的CD45抗原陽性細胞の比率で

行う。骨髄系，Ｂ，Ｔリンパ球系はそれぞれ，

二重，三重染色で確認する。二次移植は初期

移植で生着したマウス骨髄細胞からCD45陽

性細胞を純化し，同様のマウスへ移植し，8

週間後にヒト細胞を同定する。さらに，これ

らから，自己複製を行ったと思われる生着ヒ

ト細胞は初代細胞と全く同様の表面形質を

有しているのか，あるいは修飾された状態で

自己複製能を有しているのか，一部では自己

複製に必要な細胞表面分子の同定も可能と

なる。 

 

４．研究成果 

 ヒト臍帯血由来造血細胞を CD34 の発現か

ら純化し，種々の条件で培養を行った。培養

細胞を造血幹細胞上のケモカイン受容体，

CXCR4 の発現の時間的変化と免疫不全マウス

（NOD/SCID）への静脈内輸注を行い，16 時間

後のホーミング活性と 8〜10 週後の骨髄再構

築能を検討した。２時間の無血清培養，好中



球エラスターゼ処理を行うと CXCR4 の発現の

有意な増加が認められた。CXCR4 の inhibitor

である AMD3100 をこれらの培養に添加すると

CXCR4 の発現増加はほぼ完全に抑制された。

CXCR4 の mRNA の発現変化は定量 PCR で検討し

たが，mRNA 発現の増加は認められなかったこ

とから，細胞表面の CXCR4 発現増加は細胞内

分子の細胞表面への移行の結果であると考え

られた。培養後の造血細胞，AMD3100 添加培

養後の細胞，非培養細胞を免疫不全マウスへ

静注 16 時間後のホーミング細胞数は２時間

培養細胞が有意に多く，AMD3100 処理によっ

て，そのホーミング活性増加は完全に抑制さ

れた。この結果からヒト細胞のマウス骨髄へ

のホーミングに CXCR4 が重要な役割を果たし

ていることが確認された。移植後 8〜10 週後

の骨髄再構築能も同様にヒト細胞の同定で比

較したが，２時間培養細胞では有意にヒト細

胞の割合が多く，AMD3100 処理によってその

効果は抑制された。生着したヒト細胞は骨髄

顆粒球系抗原，Ｂリンパ球抗原を発現してい

ることが確認されたが，Ｔ細胞系細胞の生着

あるいは分化は認められなかった。一次移植

で生着したヒト細胞を純化し，同様に免疫不

全マウスへ二次移植を行い，8 週間後にヒト

CD45 細胞が生着していることを確認した。以

上より，ヒト臍帯血由来造血幹細胞は２時間

の培養により，自己複製能を維持しながら，

CXCR4 の発現増強を介して骨髄生着促進が認

められることが明らかとなった。造血幹細胞

表面の接着因子の発現を増強させることによ

り，少量の造血幹細胞でも骨髄生着が可能で

あり，臨床応用への可能性が期待される研究

成果と考えられた。 
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