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研究成果の概要（和文）：幹細胞の分化や維持は、腫瘍を含む多くの組織の発生とその恒常性に

必須である。 これらの幹細胞はニッチと呼ばれる機能的な場に存在している。 しかし、幹細

胞―ニッチ間の調整機能の分子機構はまだ解明されていない。 ここではヒト造血幹細胞（HSC）

と扁平上皮がん細胞株 A431細胞のガン幹細胞分画を用いて、幹細胞上の TM7XN1と他の Gタン

パク質結合レセプター（GPCRs）の発現レベルを評価し、それらがどのようにニッチとの相互作

用に影響を及ぼすかについて分析した。 
 
研究成果の概要（英文）：The differentiation and maintenance of stem cells are integral 
to the development and homeostasis of many tissues, including the tumors.  These stem 
cells often live in specialized functional areas, called niches. However, the molecular 
mechanisms of stem cells and niches regulatory function remain unclear. Here, using human 
hematopoietic stem cell (HSC),  and  cancer stem cell compartment of squamous cancer cell 
strain A431 cell , we evaluated the level of expression of TM7XN1 and other G 
protein-coupled receptors（GPCRs）on stem cells, and analyzed how this affects their 
interaction with niche. 
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１．研究開始当初の背景 
 
（１）マウスの HSCに関しては、骨髄由来の
１個の CD34 陰性 c-kit 陽性 Sca-1 陽性
Lineage 陰性(CD34-KSL) 細胞が致死量の放
射線を照射したマウスの骨髄を再構築する
こと（以下、同種間移植モデル）から、こ 

れらがほぼ純化された造血幹細胞（HSC）と
考えられている。ホーミングに関してはケモ
カインである CXCL12 とそのレセプターであ
る CXCR4を介したシグナルが骨髄への HSCの
ケモタキシス(遊走)や TMM(骨髄内移動)に必
須であり骨髄での HSCの維持増幅に関わって
いる事が報告されているがロッジメントで
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の役割についての詳細は未確定である。ヒト
では Lineage 陰性 CD34 陽性 CD38 陰性
(Lin-CD34+CD38-)の細胞表面形質をもつ細
胞群が HSC の活性を持ち、さらに数 10 個の
ヒト Lin-CD34+CD38-CD90+CD45RA-細胞でも
免疫不全マウス(胎児)への生着が可能であ
ると近年報告されている。ヒトにおいてもホ
ーミング時の CXCR4-CXCL12 シグナルの関与
は重要であるが、細胞外 UTP, ATPといった
新しいホーミング関連因子の報告やヒト
Lin-CD34+CD38-CXCR4 ＋ 細 胞 で も
Lin-CD34+CD38-CXCR4－細胞でもマウス骨髄
へ の 生 着が 見 られ る事 な どか ら 現在
CXCR4-CXCL12 シグナル以外のホーミング関
連因子の探索の必要性が生じている。 
 特にロッジメントにおけるニッチ微小環
境は HSCの定着(休眠)場所であり、同時に自
己複製や分化の調節の場でもある。このよう
な活性化－不活性化シグナルは単一細胞単
体ではなく周辺の細胞との接触（接着）によ
り調節されている場合が多く(例えば動脈硬
化部位や癌転移など)、それ故申請者はニッ
チにおける HSCの調節シグナルとしての細胞
間接着を想定した。 
 （２）まず既存の細胞接着因子の中からヒ
ト HSCにおけるロッジングに関与する蛋白質
の検索をおこなった。その結果 CXCR4と同様
な７回膜貫通型（seven transmembrane, 7TM 
or TM7) G 蛋 白 質 共 役 型 受 容 体  (G 
protein-coupled receptors, GPCRs) の一種
である TM7XN1に着目した。TM7XN1(あるいは
G protein-coupled receptor54, GPR54 とも
呼ばれる)は、脳と HSCで多く発現しており、
遺伝性脳疾患である両側性前頭頭頂多少脳
回の原因遺伝子である事が報告されている。
さらにマウス神経前駆細胞におけるマイグ
レーションを TM7XN1 の強制発現が阻害する
事や下流シグナルとして Rhoキナーゼの関与
も報告されている。メラノーマ細胞株におい
ては、TM7XN1が転移能が低い株ほど多く発現
しており、TM7XN1のリガンドとしてトランス
グルタミナーゼ２(TG2) の存在が報告され
両者の結合（細胞間接着）によりメラノーマ
の増殖と転移能が阻害される。このようにヒ
ト HSCのホーミングを調節している新しい分
子候補として TM7XN1 は非常に有望であり、
早急に詳細な解析を行なうべきであると考
えられた 
 
２．研究の目的 

本研究では、 
（１）ヒト CD34＋CD38-HSC と骨髄細胞間

のホーミングに対する TM7XN1 の機能特性を
in vivo異種間移植実験ならびに in vitro実
験系を用いて明らかにする。移植を抑制する
21MI抗体を用いて以下について検討した。 

① in vivo異種間移植実験における 21MI

抗体の HSC生着能への影響の解析 
② in vitro 実験系(共培養系など)での

21MI抗体の HSC増殖、分化、遊走に対する影
響についての検討 
③骨髄(ニッチ)細胞を用いた TM7XN1 のリ

ガンド候補(TG2 あるいは未知の膜蛋白)の検
索、同定 
④培養細胞を用いた 21MI 抗体作用時の細

胞内情報伝達系の解析 
 
 （２）また培養がん細胞株を用い、幹細

胞分画細胞群と非がん幹細胞分画をセルソ
ーターにて分離、取得し TM7XN1 遺伝子やそ
の他の候補 GPCR とインターナルコントロー
ル（GAPDH）の発現から相対発現量の検討を
行い、がん幹細胞特異的に発現している GPCR
の同定、解析を行う。 
 
３．研究の方法 
（1）標的幹細胞の純化方法 
①ヒト CD34+HSCの純化方法      

 既報(Stem Cells 25:1348,2007)に従って、
ヒト臍帯血あるいは骨髄由来単核細胞より、
８種類の抗体と免疫磁気コロイドを用いて
分化抗原陰性 (Lin-) 細胞を得る。得られた
細胞を既報の 14～18種類の Lin抗体と抗
CD34、CD38, CD45抗体で四重染色後にセルソ
ーターを用いて、Lin-CD34+CD38-細胞を採取
し、以下の in vitroおよび in vivo の実験
に用いた。本研究においてはさらに TM7XN1
に対する抗体を用いて五重染色を行い、
TM7XN1のヒトHSCにおける発現やその意義に
ついても検討した。 
 

図１ 
 
②培養がん細胞株からのがん幹細胞の純

化 
ヒト扁平上皮がん細胞株 A431培養細胞を培
養皿より乖離しブロッキングの後、
CD44-FITC/CD24-PE/7AADにて染色、洗浄しセ
ルソーターにて CD44+/CD24-細胞群を取得し、
以下の in vitroおよび in vivo の実験に用
いた（図１）。研究においてはさらに抗ポド
プラミン抗体などがん幹細胞マーカーとし
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て報告のあるものでさらなる４～６カラー
染色も試みる。がん細胞株の使用や後述のヌ
ードマウスへの移植実験などは別府大学倫
理委員会の承認に基づいて行った。 
 
（２）マウス脛骨骨髄腔内直接移植(IBMI)法
を用いる Scid-repopulating cell (SRC) の
測定方法 
 （1)－①にて採取した Lin-CD34+CD38-細胞
を用い in vivoにおけるヒト HSC の骨髄再構
築能(キメラ率)を確認した。予め 2.5Gyの放
射線照射を行ない、ネンブタール麻酔を施し
た 8週齢の雌 NOGマウスを仰臥位で固定する。
TM7XN1 発現細胞、又は抗 TM7XN1 移植阻害抗
体処理細胞、あるいは 3)-a)で共培養した細
胞分画(10μL 以下)をハミルトン針で左脛骨
内に直接緩徐に注入する。移植 4〜18週間後
まで、経時的に骨髄を吸引し、また 24 週後
にマウスを犠牲死させて骨髄、末梢血、脾臓、
胸腺などを採取し、抗ヒト CD45 抗体で染色
後にフローサイトメーター (FACSCalibur)
で 解 析 す る 。 同 時 に 、 抗 ヒ ト
CD14,CD33,CD34,CD19,CD3,CD41,GPA などに
対 す る モノ ク ロー ナル 抗 体で 染 色し
multilineage解析も行った。 
 
（3) In vitro 実験法による幹細胞の増殖分
化・遊走シグナルの解析 
 ① 液体培養ならびに共培養系による増殖
分化の解析 
  各種生存因子存在下 1週間以上の単一あ
るいはストローマ細胞との共培養で分化細
胞を産生、増殖を評価した。又ｃolony assay
によって HSC の分化能（造血前駆細胞 
(CFU-GM、BFU-E、CFU-Mixなど)由来コロニ－
数の計測）を行った。   
 
  ② Chemotaxis assay による HSC やがん幹
細胞の遊走能への影響 
 トランスウエル遊走試験(境界を直径 5μm
の pore で遮った上下二層の培養皿の上部に
細胞を入れ下部に遊走因子を添加しておき
上部から下部への細胞の移動を確認する実
験法)により遊走に対する中和抗体の効果、
TM7XN1 陽性細胞への各種ケモカインへの応
答について評価した。 
 
 ③候補 GPCRのがん幹細胞での発現確認 
（1)－②にて採取したがん幹細胞分画
（CD44+/CD24-細胞）とがん非幹細胞分画の
比較を行い発現の有無(強弱)を RT-PCR確認
した。各細胞群を同一細胞数採取し、RNAを
抽出（キアゲン）後、市販の RT-PCRキット 
（タカラバイオ）にて逆転写し、リアルタイ
ム-PCRに用いた。特に癌の転移、あるいは幹
細胞特異的に発現があると報告のある GPCR
中の３～５０の分子について解析を行った。

最終的な候補 GPCRに対して使用できる抗体
が購入できた場合、セルソーターによるさら
なる純化やウェスタンブロットによるタン
パク質レベルでの発現も確認した。 
 
４．研究成果 
 
本研究では TM7XN1などの GPCRの細胞内に

おける作用機序、特に HSC－骨髄ニッチ細胞
間や、がん幹細胞とその周囲の微小空間との
細胞接着の分子機序への関与を明らかにす
ることを目的とした。まず TM7XN1の、HSC－
骨髄ニッチ細胞間の細胞接着の分子機序へ
の働きを明らかにするための第一歩として、
HSCにおけるTM7XN1の発現と増殖への関与を
解析した。 ヒト臍帯血あるいは骨髄由来単
核細胞より、分化抗原陰性 (Lin-) 細胞を得
た 。 さ らに セ ルソ ータ ー を用 い て、
Lin-CD34+CD38-細胞(ヒト HSC分画）を採取し、
TM7XN1 の発現を解析した。その結果、
Lin-CD34+CD38+細胞では約 54％の細胞しか
TM7XN1 の 発 現 が み ら れ な か っ た が
Lin-CD34+CD38-細胞のほぼすべてにおいて
TM7XN1 が発現していることを確認した(図
２)。つまりヒト HSCにおいて TM7XN1が何ら
かの機能的役割を担っている可能性が示唆 
された。 

図２ 
 
次に幹細胞の増殖、分化におけるニッチ細

胞との相互作用への TM7XN1 の関与の可能性
を確かめるために in vitro での HSC の培養
条件下における抗 TM7XN1中和抗体（２１MI)
の影響について調べた。Lin-CD34+CD38-細胞は
SCF, FL, TPO, IL-3, IL-6, G-CSF 存在下 1
週間以上の単一あるいはストローマ細胞と
の共培養で HSC 自身や分化細胞を産生する。
この系を用い抗体処理細胞の増殖、分化能を
評価した。その結果、HSC 分画単独での浮遊
培養系では２１MI 抗体の増殖への阻害効果
はみられなかった（図３－１）が、Hess５ス
トローマ細胞と HSC分画細胞の共培養条件で
は増殖は阻害され（図３－２）、また分化細 



胞も確認できな
かった。以上の
結果は HSC とス
トローマ細胞と
の細胞間接着が
HSCの維持、増殖、
分化に必要であ
り TM7XN1はその
細胞間相互作用
に何らかの関与
をしているもの
と思われた。  

    図３ 

 
このように初期の研究計画においては

TM7XN1のHSCへの関与を中心に解析する予定
だったが、使用中であった抗 TM7XN1 抗体の
大量入手が困難となり、研究期間の中期より
研究の焦点を TM7XN1を含む GPCR全般に移行
し解析を行った。まず試料を集めやすく均一
である培養がん（幹）細胞を材料としてがん
幹細胞特異的に発現している GPCR の特定と
その機能について検討を加えた。 

図４ 

 
ヒト扁平上皮がん細胞株 A431 細胞を用い

幹細胞分画と報告されている CD44+/CD24-細
胞群と CD44-/CD24+or-細胞群(非がん幹細胞
分画) を分離、取得し標的 GPCR 遺伝子とイ
ンターナルコントロール（GAPDH）の発現か
ら相対発現量の検討を行った。その結果
CD44+/CD24-細胞群にのみ発現のみられる複
数の GPCRを確認した。（図４）それらの中で
相対発現量が１０倍以上の複数の GPCR に関
して現在解析を行っている（投稿準備中）。 
また内皮細胞におけるアポトーシスへの
SDF-1－CXCR4 伝達系の関与が報告されてい
ることから、ヒト血管内皮細胞を用いたアポ
トーシス経路へのＧＰＣＲの関与の検討も
行いつつある。  
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