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研究成果の概要（和文）：本研究では、PdgfrαとSca1を共発現する骨髄間質細胞(PαS)が造血支持細胞の祖先
となる間葉系幹細胞(Mesenchymal Stem Cell; MSC)であると仮定し、PαSを標識可能なレポーターマウスの開発
し、細胞系譜追跡実験により検証することを目的とした。しかし、作成したレポーターマウスはPαSに加えて
Leptin receptor陽性のMSCも標識されるため、PαSの系譜追跡実験には使用不可能であったが、解析を通じて、
このマウス系統が骨髄間質細胞の解析に有用であること、tFP635-Sca1-Pdgfrα+分画 (tFP635-PDSP)に新規の
MSCが存在することを見出した。

研究成果の概要（英文）： A previous study showed that the FZD5 expression distinguishes immature 
human mesenchymal stem cells (MSC) in vitro, and the FZD5 is crucial for maintaining the stemness of
 MSC. Therefore, we generated a transgenic mouse  (Fzd5-CreERT-tFP635) that expresses CreERT and the
 TurboFP635 (tFP635) under the transcriptional control of the Fzd5 gene. In the bone marrow (BM) of 
the mice, tFP635 was preferentially expressed in MSC, Leptin receptor-expressing MSC (LepR+MSCs), 
and some Pdgfrα+ Sca1+ MSC (PαS). Inducible lineage tracing with the strain at the adult stage 
showed that Fzd5-expressing cells and their descendants were progressively dominant in LepR+MSC and 
PαS, and the cells persisted for one year. These results showed that our transgenic mouse marks two
 different types of MSC, LepR+MSC and PαS. We also found that tFP635-PDGFRa+Sca1+ stromal cells 
(tFP635-PDSP) are a putative novel MSC fraction.

研究分野：幹細胞生物学

キーワード： 間葉系幹細胞　FZD5　造血支持細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、血液産生を助ける働きのある造血支持細胞が、どのようにして成体内で維持されるかを明らかにす
ることを目的とした。このため、独自にレポーターマウスを作成・解析を行い、作成したレポーターマウスが既
知の造血支持細胞をマーキングすることを見出した。さらに、骨髄中に造血支持細胞を産生する能力を持つと予
想される新規の細胞を同定した。この結果は、血液産生の制御機構や白血病などの血液のガンの発症機構の解明
につながる知見である。

※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 
 骨髄と、その周りを取り囲む骨組織は、間葉系と造血系細胞から構成される。すべての造血
細胞は造血幹細胞 (Hematopoietic stem cells; HSC) から産生される。他方で、軟骨細胞・脂肪
細胞・骨芽細胞、間質細胞等は、生涯を通じて間葉系幹細胞 (Mesenchymal stem cell; MSC) よ
り供給される。この 系譜両 は、 立独 ではなく、機能的に相互連絡する。例えば、骨代謝は
MSC 由来の骨芽細胞と HSC 由来の破骨細胞のバランスにより制御される。骨 維症髄繊 では巨
核球から産生される TGFβ等のサイトカインが間質細胞に作用し、骨髄の線維化・骨硬化等を引
き起こす。また、一部の間質細胞は造血支持能を有し、骨 微小環境髄内 における HSC の量的・
機能的な維持に重要な役割を果たすとされ、加齢に伴う脂肪 化等髄 の間質細胞の 化変 は、造血
機能低下の一因となる。この様に、間葉系と造血系細胞は機能的に相互連絡し合い骨髄内の恒
常性が保たれている 

 近年、間質細胞による造血支持の 態実 が明らかになりつつある。例えば、類洞周囲の Leptin 
receptor 陽性間葉系幹細胞(Lepr+MSC)や細動脈周囲の NG2 陽性間葉系幹細胞(NG2+MSC)は、
造血支持因子（SCF、Cxcl12）を 現発 しており、各遺 子伝 の細胞特異的遺 子破伝 壊マウスでは
HSCの枯渇や末梢への動員が認められることから、HSCの維持に必須の役割を果たすと考えら
れる。一方で、造血支持因子の欠損を誘導する時期や細胞腫により、HSCに対する影響は異な
ることから、造血支持因子の機能は細胞・時期特異的である。さらに、CXCL12-abundant 
reticular cells (CAR)、Prx1+、Nestin+やOsterix+細胞も造血支持能を持つことが報告されている。

この内、Lepr+MSCとCARは大部分オーバーラップするが、異なるレポーターやマーカーを利用
し同定されているため、これら造血支持細胞間の異動は十分には理解されていない。また、造

血支持細胞は MSC より産生されると想定されるが、これら細胞間の階層性、起源となる MSC

は明らかにされていない。 
 
 
２．研究の目的 
 申請者の所属する松崎 究室研 では Flow cytometry (FCM) を 使駆 し、ヒトおよびマウス骨髄
より高純度な MSC の 離法単 を確立した（Morikawa, J Exp Med, 2009; Mabuchi, Stem Cell 

Reports, 2013）。マウスでは、骨 間質中髄 の CD45-Ter119-Sca1+PDGFRα+ (PαS) 細胞がMSC の

性質を有する (Morikawa, J Exp Med, 2009)。PαS は、造血支持細胞と比較して高い 殖能増 と分
化多能性を有し、定常 態状 ではCxcl12や SCF
等の造血支持因子を 現発 しないものの、移
植に伴いレシピエントの骨 環境中髄 では

Cxcl12 を 現発 する。これらの結果は、PαS が
造血支持細胞の上流に位置する可能性を強
く示唆している。一方で、Wntシグナル 路経
のレセプターである Fzd5 は PαS で高 現発 す
る。さらに、ヒトでは 殖能増 ・分化能の高い
クローンで FZD5 が特異的に 現発 し、その機
能阻害は細胞老化を誘導し 殖能増 の著減を

引き起こす。そこで、我々は BAC トランス
ジェニックシステムを用いて、Fzd5 遺 子伝
の 現制御領域発 の下で CreERT2 及びに

turboFP635 (tFP635)を 現発 するレポーターマ
ウス(Fzd5-CreERT2-tFP635) を作成し、この
系統を用いた細胞系譜追跡実験から PαS か
ら造血支持細胞に至る細胞系譜を明らかに

することを目的とする(図 1)。以上の解析を
通じて、”造血支持細胞の産生”と言う新たな造血制御を提唱したい。 



 
 
３．研究の方法 
1) Fzd5-CreERT2-tFP635 における FP635 の 現発 と特異性 
 レポーターマウスにおける tFP635 現細胞発 を同定するため、大腿骨の凍結切片を作成し

FP635 の 光 察蛍 観 を行なった。また、大腿骨・脛骨より骨 細胞髄 を調製し、種々の間質細胞マ
ーカーで染色を行った後、FCM解析を行った。MSCの骨髄内での局在は、そのサブタイプによ
り異なる。このため、PαSのFCM解析には骨片をコラゲナーゼ 理処 することにより遊離してき
た細胞集団 (Whole bone; WB)を、Lepr+MSCの解析にはフラッシュアウトした骨髄をコラゲナ
ーゼ 理処 して得られた細胞集団(Bone marrow; Marrow)を用いた。 
 

2) Fzd5+細胞の細胞系譜追跡 

  Fzd5+細胞の系譜追跡実験を行うために、Fzd5-CreERT2-tFP635 と CAG-CAT-EGFP マウスを
交配し、Fzd5-CreERT2-tFP635;CAG-CAT-EGFP (Fzd5-CreERTと略)を作成した。Fzd5-CreERTは、
任意の時期にタモキシフェン(TM)投与することにより、Fzd5+細胞をtFP635とGFPで、その子
孫細胞は GFP でラベルすることが可能である(図 1)。この解析により、Fzd5+細胞から造血支持
細胞への分化過程、さらに、複 同定数 されている造血支持細胞のいずれがPαSより産生される
かを明らかにする。 

 

3) CFU-F アッセイと分化誘導 

  Fzd5-CreERT2-tFP635 の骨 細胞髄 を、PDGFRα、SCA1、FP635 の 現発 をもとに８つの分画に
分離後、常法に従い Colony forming unit-fibroblast (CFU-F)アッセイを行なった。また、同様に
ソーティングした細胞を短期間培養し 幅増 した後、脂肪または骨分化誘導実験に用いた。 
 

 

４．研究成果 

1) Fzd5-CreERT2-tFP635 における FP635 の 現発 と特異性 
  Fzd5-CreERT2-tFP635におけるtFP635の 現特異性発 を 討検 するために、大腿骨の凍結切片の
光 察蛍 観 を行なった。この結果、骨と骨髄の境界領域に局在する細胞集団と、骨 中髄 に点在す
る集団の２つが 察観 された(図2)。次に、後肢骨の骨 細胞髄 を用いてFCM 解析を行なった。こ
の結果、WB 由来の tFP635+細胞の 60-80%が PDGFRα single positive cell (PDSP)であり、
Marrow由来の tFP635+細胞の60-90%は Lepr+MSCであった (データは示していないが、WB由
来のPDSPの大部分はLepr+MSCであり、両データは一致している。) 。一方で、PαSおよびに
Lepr+MSC で の tFP635 陽 性 率 は 、 5-10% と 80-95% で あ っ た (図 3) 。従っ て 、
Fzd5-CreERT2-tFP635 は２種類のMSC をマーキングすることが判明した。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2) Fzd5+細胞の細胞系譜追跡 

  次に、Fzd5+MSC の骨髄内での動体を明らかにするため、8-12週齢の Fzd5-CreERT に TMを
投与し、経時的に骨 中髄 の GFP+細胞を FCM により解析した。PαS では、TM 投 後与 ４日目に
は約 15%が GFP を 現発 し、時間 過経 と共に陽性率が上昇し、TM 理後処 4週で約 80%となり、

その値は 1 年間維持された。同様に、Lepr+MSC における GFP 陽性率も 1 年間維持されていた
(図 4)。一方で、データは示していないが、脂肪前 細駆 胞、骨前 細胞駆 、間質細胞 

 



 
においても GFP の 現発 が 察観 された。これらの結果は、Fzd5 を 現発 する PαS と Lepr+MSC が
自己複製能を有することを想像させるが、Fzd5-CreERT-tFP635 におけるレポーターの 現特異発
性が高くないため結論づけるのは難しい。これらを証明するためには、PαS または Lepr+MSC

を特異的にマーキング可能なマウス系統の作成が必須である。他方で、脂肪前 細胞駆 、骨前駆
細胞、間質細胞、血管 皮細胞内 でも時間 過経 とともに GFP 陽性細胞が 出検 されることから、
Fzd5-CreERT-tFP635 は個体老化や炎症等のシグナルに対する MSC や間質細胞の 答応 を 究研 す
る上で有用な 究研 ツールと成り得る。 
 
3) CFU-F アッセイと分化誘導 

  Fzd5-CreERT2-tFP635を用いて骨
間質細胞髄 の分画を行い、CFU-F
活性を 討検 した。この結果、
tFP635-P α S 、 tFP635+P α S 、

tFP635-PDSP で一次コロニーの形成
が 確 認 さ れ た 。 こ の 内 、
tFP635-/tFP635+PαSはリプレーティ
ングで著しくコロニー形成能が失
われたが、tFP635-PDSP では 1次と

同程度の2次コロニーが形成され、
明らかな３次コロニーも認められ
た(図 5)。さらに、データは示して
いないが、tFP635-PDSPは脂肪およ

びに骨芽細胞への分化能力を有し

ていた。また、tFP635-PDSPでは既
存の MSC マーカーの 現発 は認めら
れなかった。これらの結果は、tFP635-PDSP に頻度は低いものの、長期のリプレーティング活
性を有する新規MSCが存在することを強く示唆している。この新規MSCの性状を明らかにす
るためには、モノクローナル抗体を用いた純化が必要である。また、レポーターマウスを開発
し、in vitro およびに in vivo での自己複製能と分化能の 討検 を行いたい。 
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