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研究成果の概要（和文）：マウス間葉系幹細胞の複数のサブポピュレーションを分取し、それぞれの幹細胞特性
解析を行った。また、マウス骨髄間葉系幹細胞と造血幹細胞との共存培養条件を検討し、単独培養では増加しな
い血球系細胞の増加が見られる培養方法を見出した。さらに、造血幹細胞維持との関連が報告されている、
c-Mpl欠損マウス由来細胞において、遺伝子欠損が幹細胞特性に与える影響について検討した。加えて、東京大
学医学部附属病院口腔顎顔面外科で手術を受けた患者から廃棄される骨髄液を、患者同意を取得した上で採取
し、細胞を抽出し、共存培養を行って、CD34＋Lin-で示される造血幹細胞数が増加する条件を見出した。

研究成果の概要（英文）：Subpopulations of mouse mesenchymal stem cells (MSCs) were isolated, and 
analyzed for their stemness. Co-culture conditions for mouse MSCs and hematopoietic stem cells 
(HSCs) were examined, and a culture condition in which hematopoietic cells increased was found. In 
addition, the effect of deficiency in c-Mpl, which has been reported for its relationship with 
stemness of HSC, was examined. FInally, bone marrow fluid was collected under the informed consent 
with the patient who received surgery in the University of Tokyo Hospital. By coculture of MSCs and 
HSCs harvested from the bone marrow fluid, a culture condition in which HSCs indicated by CD34+Lin- 
increase was found.

研究分野：再生医療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
自家造血幹細胞移植は主に末梢血造血幹細胞移植の形で行われるが、採取細胞数不足が一定の割合で発生する。
また、G-CSFの連日投与による肉体的負担や、その長期安全性が未確立といった問題もある。造血幹細胞の存在
確率は非常に低いため（骨髄液中では約10万分の1）、造血幹細胞を増幅培養する試みは広く行われてきた。本
研究で得られた結果は、造血幹細胞の増殖培養法の確立の一助となる可能性がある。

※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 
 
造血器悪性腫瘍に対しては同種造血幹細胞移植が一般的に行われるが、移植片対宿主病（Graft 
Versus Host Disease: GVHD）が様々な口腔合併症を引き起こす。口腔がんの発生頻度上昇がそ
の一つであり、慢性 GVHD はその危険因子とされている（熱田ら移植 2015, Y Tanaka et al. 
Bone Marrow Transplantation 2017）。また、口腔粘膜障害は抗がん剤や放射線治療によりしば
しば生じるが、移植後にも GVHDによる口腔粘膜障害が生じる。 
一方、自家造血幹細胞移植は主に多発性骨髄腫などに対して行われている。しかし、急性骨髄性
白血病、急性リンパ性白血病などにおいては、移植片対白血病効果がないため再発率が高いとさ
れ、あまり行われていない。しかし、GVHD が生じず、再発と関連しない死亡率は同種移植よ
り低く、移植後の生活の質は高いため、適応症例を選んで自家移植を選択すべきという意見もあ
る（N-C Gorin et al. Bone Marrow Transplantation 2015）。自家造血幹細胞移植は主に末梢血
造血幹細胞移植の形で行われるが、採取細胞数不足が一定の割合で発生する（15.3％：P Wuchter 
et al. Biol. Blood Marrow Transplant 2010）。また、G-CSFの連日投与による肉体的負担や、
その長期安全性が未確立といった問題もある。造血幹細胞の存在確率は非常に低いため（骨髄液
中では約 10万分の 1）、造血幹細胞を増幅培養する試みは広く行われてきた。少量の造血幹細胞
を採取して増殖可能となれば、末梢血造血幹細胞移植における上述の問題が解決される。その結
果として自家造血幹細胞移植が一般的となれば、GVHD に付随する口腔がんの発生や口腔粘膜
障害といった口腔合併症は大きく改善する。しかし、これまでに化合物やサイトカイン、成長因
子の添加、nicheを再構築する試みなどが報告されているが、まだプロトコールは確立されてい
ない。 
近年、骨髄においては、造血幹細胞に対して間葉系細胞が nicheと呼ばれる微小環境を提供し、
必要なサイトカインや細胞外基質(CXCL12やヒアルロン酸など)を供給することで、造血幹細胞
のステムネスが維持されることが明らかとなってきた。本研究において、申請者らは造血幹細胞
支持能を持つ間葉系幹細胞を同定し、造血幹細胞と共培養することで、造血幹細胞のステムネス
の維持と増幅とを同時に実現するプロトコールの確立を目指す。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、同種造血幹細胞移植に伴う口腔がん、口腔粘膜障害などの合併症を低減可能な
自家造血幹細胞移植を推進するため、造血幹細胞の維持に関与する間葉系幹細胞サブポピュレ
ーションを同定し、造血幹細胞の増幅培養法を確立することである。 
 
３．研究の方法 
 
マウス骨髄間葉系幹細胞の single cell RNAsequencing にて同定したサブポピュレーションを
分取し、増殖させる。この細胞とマウス骨髄造血幹細胞との共存培養を行い、造血幹細胞自己複
製促進能を持つサブポピュレーションを同定する。さらに共存培養プロトコールの最適化を行
い、増幅した造血幹細胞の移植による血球系細胞再構成を確認する。マウス細胞で得られた知見
を基に、ヒト骨髄間葉系幹細胞を用いたヒト造血幹細胞の増幅培養法を確立する。 
 
４．研究成果 
 
令和元年度は、マウス骨髄細胞のうち、
Linage-, S ca-1+, PDGFRα+で分画され
る、間葉系幹細胞濃度が高い細胞集団（P
α-S）に対してこれまでに行った、single 
cell RNA sequencing において同定され
た、遺伝子発現パターンの異なる複数の
サブポピュレーションを、それぞれに特
異的に発現上昇している表面抗原を用い
てセルソーターにより分取し、それぞれ
の幹細胞特性解析を行った。また、マウス
骨髄間葉系幹細胞と造血幹細胞との共存
培養において、細胞播種濃度、2種の細胞
数の比率、培地組成、間葉系幹細胞と造血
幹細胞の播種のタイミングなどについて



検討し、血球系細胞数が効率よく
増加するプロトコールの確立を試
みた。結果、単独培養では増加し
ない血球系細胞の増加が見られる
培養方法を見出した。さらに、造
血幹細胞維持との関連が報告され
ている、c-Mpl 欠損マウス由来細
胞において、遺伝子欠損が幹細胞
特性に与える影響について検討し
た。加えて、東京大学医学部附属
病院口腔顎顔面外科で手術を受け
た患者から廃棄される骨髄液を、
患者同意を取得した上で採取し、
細胞を抽出し、培養を開始した。 
令和 2 年度は、最適化した共存培
養で得られた細胞について、CFU アッセイを行い、サブポピュレーションごとの幹細胞性を確認

した。また、ヒト骨髄液からヒト間葉系幹
細胞とヒト造血幹細胞をそれぞれ分離、培
養し、共存培養を行った。間葉系幹細胞の
播種密度、培地、ヒト造血幹細胞との共培
養開始までの単独培養期間などの最適化
を行った。その結果、CD34＋Lin-で示され
る造血幹細胞数が増加する条件を見出し
た。 
 
本研究で得られた結果は、造血幹細胞の増
殖培養法の確立の一助となる可能性があ
る。 
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