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研究成果の概要（和文）：骨髄環境の酸素分圧が造血幹細胞維持や血液細胞産生を制御することが知られてい
る。本研究では多光子レーザー顕微鏡と生体染色、遺伝学的レポーターを利用して、生体骨髄内でランドマーク
付きのin vivoイメージングを可能にした。とりわけ、骨髄内の酸素分圧の分布とその変化を解析可能にした。
また、骨髄の酸素分圧を局所操作する技術であるTCA法を利活用して、組織内の造血幹細胞動態や酸素分圧分布
に生じる変化の有無を検証した。

研究成果の概要（英文）：The oxygen environment of bone marrow maintains hematopoietic stem cells and
 sustains blood cell production. In this study, we used multiphoton laser microscopy, intravital 
staining, and genetic reporter animals to enable in vivo imaging of living bone marrow with 
landmarks. In particular, we analyzed the oxygen distribution in the bone marrow and how it changes.
 Furthermore, the TCA method, a technique for local manipulation of oxygen distribution in bone 
marrow, was utilized to verify whether changes in hematopoietic stem cells and hematopoiesis 
occurred.

研究分野： 幹細胞生物学、血液学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
In vivoイメージング技術は、生体臓器内の細胞の“生きざま”を直接観察する手法であり、各細胞の時空間動
態や、細胞間相互作用を明らかにできる。本研究でin vivoイメージング技術をすべての血液細胞を生み出す造
血幹細胞とその近傍のニッチの研究分野に導入し、酸素分圧との同時イメージングが可能となった。今後は骨髄
内の細胞社会で生じる各種のイベントや、疾患・病態における変容を高い時空間解像度で検出可能になることが
期待される。

※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 
(1) 臓器の細胞社会の研究では、動物を生きたままの状態で各細胞の動態、運命などを経時的
に観察する in vivo イメージング技術が重要な手法である。対象の細胞を蛍光レポーターで標
識して、多光子レーザー顕微鏡で観察することで、生きた動物の臓器内の細胞の“生きざま”を
直接観察する手法であり、各細胞の時空間動態や、細胞間相互作用を明らかにすることが可能で
ある。 
 
(2) 本手法は、すべての血液細胞を生み出す造血幹細胞の研究分野でも有用であると考えられ
てきた。造血幹細胞は、典型的な組織幹細胞であり、骨の内側にある骨髄に局在している。定常
状態では造血幹細胞は細胞周期が静止状態にある。体内の血液細胞の需要に応じて、自己複製能
や多分化能を発揮して血液細胞を産生（造血）する。In vivo イメージング自体の高い有用性は
想定されていたものの、骨髄の細胞社会を解析するための in vivo イメージングが可能なほど
高輝度かつ特異的に造血幹細胞を標識するレポーターやニッチのランドマークの同定法は見出
されておらず、技術的なボトルネックであった。 
 
(3) 近年研究代表者は、これを可能にするレポーターや生体染色法を見出して、いよいよ造血
幹細胞の in vivo イメージング研究が可能と考えられる状況となった。しかし、実際に高い精度
での解析を実施するためには、各種の撮像条件や、標識方法の至適化などが不可欠な状況であっ
た。 
 
(4) 一方、これまで研究代表者は、骨髄に住まう造血幹細胞を制御する微小環境(ニッチ)因子と
して、骨髄内の低い酸素分圧が重要であることを報告してきた。しかし、骨髄ニッチの酸素分布
の時空間解析や、その直接的な意義の解析を可能にする技術開発はなされてこなかった。研究代
表者はこれを打破するために経頭蓋薬物送達法(transcalvarial administration; TCA 法)を開
発して、骨髄ニッチを操作してその結果造血等で生じる現象を知ることができるようにしてい
た（引用文献①）。 
 
２．研究の目的 
本研究ではこれらの要素技術や知見を組み合わせて最適化をすることで、骨髄ニッチの酸素分
布の時空間解析を可能にする新たな技術を開発することとした。骨髄の酸素環境はフローサイ
トメーターや組織学的解析では検討が困難である。さらに、一般的な in vivo イメージングでは
細胞の時空間動態は描出可能であるが、酸素分圧の分布は可視化できないため、造血幹細胞の住
環境を正確に知るためには技術的ギャップがある。また、骨髄局所の酸素環境を操作する技術も
存在しない。これらの結果、なぜ骨髄が低酸素環境であるのかという生物学的なメカニズムは未
だ放置されている。本研究では、りん光寿命イメージング(Phosphorescence Lifetime Imaging; 
PLIM)を用いた骨髄ニッチの酸素分圧の可視化技術と局所操作技術を確立してこの問いに答える
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
本研究ではマウス頭蓋骨骨髄の in vivo イメージングを中心にした解析に、TCA 法や PLIM を組
み合わせた研究を実施する。これらの研究アプローチによって骨髄内の酸素分圧の可視化と局
所操作技術を確立し、骨髄の酸素分布を解明し、酸素動態が造血幹細胞の運命に及ぼす影響を解
析する。具体的な研究項目としてはまず、（1）骨髄の各種細胞の可視化系を確立し、（2）PLIM を
行い酸素分圧分布を可視化し、さらには（3）骨髄の酸素分圧を局所操作する技術を確立した上
で（4）造血幹細胞の動態・運命と酸素分圧との関連を解き明かすこととした。in vivo イメー
ジング解析においては細胞の動態や空間配置を定量的に取得するようにした。 
 
４．研究成果 
(1) 骨髄の各種細胞の可視化系の確立：これまでに遺伝学的に造血幹細胞を標識できるレポー
ターマウスでは高輝度かつ特異性の高い、in vivo イメージングで造血幹細胞を同定可能なモデ
ルであることを見出している。そこで、同マウスに造血幹細胞のニッチ細胞である間葉系幹細胞
を標識するマウスとを交配してニッチ細胞との空間配置や相互作用を可視化した。さらに、骨髄
に存在する 3種類の血管―動脈、細動脈、類洞血管―それぞれを蛍光標識抗体で同時に分類でき
る生体染色技術も確立できたため、これらを用いてマウス頭蓋骨骨髄を多光子レーザー顕微鏡
で観察し、骨髄の各細胞の時空間動態の観察を実施することができた。 
(2) PLIM による酸素分圧分布の可視化：組織内の酸素分圧の可視化には、りん光プローブが出
すりん光が、近くの酸素分子に衝突して消光するまでの時間を測定することで酸素分圧の測定
が可能である。細胞膜透過性が高く in vivo イメージングに適した特性のりん光プローブをマ
ウスに投与して骨髄組織内のりん光寿命を観察して酸素分圧の分布を可視化することができた。
この際、単離した骨髄細胞を懸濁した培地にりん光プローブを加え、培地内の酸素分圧を変化さ



せることで、りん光寿命と実際の酸素分圧の検量線を同時に測定して、骨髄内の酸素分圧分布を
定量的に理解するための基盤を整えることができた。 
(3) 骨髄の酸素分圧を局所操作する技術の確立：骨髄の in vivo イメージング研究では、骨髄
内の操作、例えば血流を操作する技術は研究立案時点ではこれまでなかった。研究代表者は、多
光子レーザー顕微鏡のレンズ浸液への各種の薬剤添加による、骨髄内の動脈径を収縮・拡張を通
じて、それに伴って骨髄内の血流供給を低下・増加する技術・TCA 法を開発した（引用文献①）。
この際、全身の循環動態への影響を防止して、骨髄局所のみに作用できることも確認できていた。
本計画ではこの方法と PLIM を併用して、骨髄局所血流の操作による酸素分圧分布への影響を検
討し、実際に TCA 法を用いることで骨髄血流を調節することができ、その結果骨髄内の酸素分圧
を変化することに成功した。 
(4) 造血幹細胞の動態・運命と酸素分圧の関連を解き明かす：以上の(1)から(3)で用意した技術
基盤を統合して、骨髄のランドマーク付きの酸素分圧分布マップを作成することができた。造血
幹細胞の骨髄内の酸素分圧と、近傍の構造(ニッチ細胞や血管)との関連を明らかにすることが
できた。さらに、骨髄の局所酸素分圧を操作した際の造血幹細胞動態や運命についての初期デー
タを観測した。 
 
＜引用文献＞ 
① Morikawa T, Tamaki S, Fujita S, Suematsu M, Takubo K. Identification and local 
manipulation of bone marrow vasculature during intravital imaging. Sci Rep. 10(1):6422, 
2020. doi: 10.1038/s41598-020-63533-3. 
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