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研究成果の概要（和文）：本研究では、骨髄異形成症候群、再生不良性貧血、骨髄線維症など造血不全・汎血球
減少をきたし、骨髄における造血異常がある疾患群において、主に骨髄生検検体を用いて解析を行った。造血を
支持していると考えられるNestin陽性細胞の解析を主に免疫染色を用いて試みた。線維化を伴うMDS患者の骨髄
において、Nestin陽性細胞が著明に増加していることを見出した。また、MDS患者由来のマクロファージを分取
し、コントロール赤芽球と混合して赤芽球島の再構築実験を行ったところ、コントロールマクロファージを使用
した時と比較して赤芽球島の数が少ない傾向にあった。マクロファージに付着する赤芽球も少ない傾向にあっ
た。

研究成果の概要（英文）：In this study, analyses were performed mainly on bone marrow biopsy 
specimens in disease groups with bone marrow failure and pancytopenia, such as myelodysplastic 
syndromes, aplastic anaemia and myelofibrosis. Analysis of Nestin-positive cells in bone marrow, 
which may support haematopoiesis, was attempted mainly using immunostaining.
 We found a marked increase in Nestin-positive cells in the bone marrow of patients with MDS with 
fibrosis. In addition, when macrophages derived from MDS patients were collected and mixed with 
control erythroblasts in an erythroblast island reconstruction experiment, the number of 
erythroblast islands tended to be lower than when control macrophages were used. There was also a 
tendency for fewer erythroblasts to adhere to the macrophages.In some MDS, In some MDS, anemia via 
impaired erythroblast formation is present.

研究分野：血液学

キーワード： bone marrow failure　Nestin　GFPD　aplastic anemia
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研究成果の学術的意義や社会的意義
骨髄における神経外胚葉形細胞の役割とその異常による造血障害の可能性：骨髄中で、神経外胚葉関連と考えら
れるNestin陽性の造血支持細胞の存在が確認されており、造血幹細胞ニッチを形成していることが報告されてい
る。これらの機序については主にマウスモデルからの解明されてきたが、実際のヒト疾患でこれらの造血支持細
胞が病態に関与しているかどうかは明らかではなかった。本研究では、一部の造血不全疾患でNestin陽性の造血
支持細胞が病態に関与している可能性をヒトサンプルの解析から明らかにした。また、貧血の要因として、赤芽
球を支持しているマクロファージの異常が関与している可能性が示された。。

※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) 骨髄異形成症候群（MDS）における正常造血障害：MDS は異常造血細胞のクローン性増殖性
疾患であり汎血球減少を伴う。血球減少は、正常造血が抑制される一方で、クローン性造血細胞
が無効造血を行うことによる。正常造血抑制には、骨髄環境の異常が関与していることが示唆さ
れているが、その詳細は不明であった。 
(2) 骨髄における神経外胚葉形細胞の役割とその異常による造血障害の可能性：骨髄中で、神経
外胚葉関連と考えられる Nestin 陽性のストローマ細胞の存在が確認されており、造血幹細胞ニ
ッチを形成していることが報告されている。一方、神経外胚葉形由来と考えられるグリア細胞繊
維性酸性タンパク質（GFAP）陽性細胞が、造血幹細胞の細胞周期を休止期にとどめる役割を果た
すことも報告されている。これらの細胞に焦点を当てることで、骨髄環境異常による造血障害の
機序を知る手がかりが得られるかもしれない、と考えられた。 
(3) 以前、Notch 遺伝子特異的にノックアウトしたマウスで赤芽球島の形成不良が生じることを
報告している。ＭＤＳなどの造血不全では造血支持細胞にも障害が生じている可能性があるが、
赤芽球等の形成不良があるという仮説を立て、ヒトサンプルで検証することとした。 
 
２．研究の目的 
(1) MDS患者骨髄におけるNestin陽性あるいはGFAP陽性の神経外胚葉由来の造血支持細胞（NGC）
に異常が生じているか、生じているとすればどのような異常が生じているかを調べる。 
(2) もし NGC が障害を受けている証拠が得られれば、MDS クローン細胞に由来する NGC 障害因子
を同定する。 
(3) 造血支持細胞と赤血球造血不全のマウスモデルに基づき、ヒト造血不全疾患でも造血支持細胞の
異常が炎症性サイトカイン・ケモカインを介して赤芽球島形成障害をきたし、赤血球造血障害を引き起
こす、という仮説を立て、本研究計画を立案した。 
 
３．研究の方法 
(1) MDS および骨髄浸潤陰性の悪性リンパ腫（コントロール）骨髄生検検体を用いた、Nestin 陽
性細胞の解剖学的解析：筑波大学附属病院病理部で保存されている、MDS および骨髄浸潤陰性で
あることが明確な悪性リンパ腫の骨髄生検検体について、Nestin、血管内皮細胞マーカー等を中
心とする免疫染色を行った。抗体は、脳腫瘍などの病理診断のために病理部で日常的に染色して
いるものを用いた。 
(2) MDS 患者および骨髄浸潤陰性の悪性リンパ腫（コントロール）の骨髄から骨髄由来マクロファージ
を採取し、コントロール赤芽球（骨髄浸潤のない、悪性リンパ腫患者のステージングとして採取した検体
の残余）と混合し、赤芽球島を再構築させる。その後、赤芽球島を構成するマクロファージのマーカーで
ある CD11b+ CD163+及び赤芽球のマーカーである CD71 を用いて共染色し、赤芽球島の数及び形態
について蛍光免疫染色を用いて評価した。これにより貧血が赤芽球島の形成能障害に由来するものか
評価した。同時に骨髄生検検体のパラフィン切片を作成し、上記同様にCD11b+ CD163+及びCD71 を
用いて共染色し、生体の骨髄内で赤芽球島数や形態の変化があるかどうか、レーザー共焦点顕微鏡を
用いて解析した。 
 
４．研究成果 
(1) ヒトコントロール骨髄及び MDS 患者由来骨髄における、Nestin 陽性細胞の解剖学的解析：
コントロール骨髄では、少数の紡錘形を呈する細胞が Nestin 陽性細胞として同定された。Nestin
陽性細胞は、血管壁を構成細胞として描出
されたが、CD34 あるいは CD31 陽性の血管
内皮細胞とは明確に異なり、血管内皮細胞
と隣接して血管壁を構成している様子が観
察された。一方、MDS 患者骨髄では、血管壁
構成とは関連しない Nestin 陽性細胞が多
数観察された（図 1）。Nestin 陽性細胞を
含む解剖学的組織構築が破壊されている可
能性が示唆された。線維化を同時にグレー
ディングし、比較を行うと、Nestin 陽性細胞が増加している MDS 症例（MDS-MF3）では線維化が
強い傾向にあった（図２）。また、このような症例では、GFAP 陽性細胞も増加している傾向にあ
った。今後は、網羅的遺伝子解析を行い、分子基盤について解析を行う予定である。 
 
 
 



 (2) ヒト骨髄からマクロファージを採取し、赤
芽球を共培養することで赤芽球形成能評価を試
みた。基本的には以前我々が報告した、マウス造
血細胞で用いたものと同じ方法を用いた
（Sakamoto T et al. Cell Stem Cell,2019）。
まず、貧血がメイン症状の、低リスク MDS 患者骨
髄からマクロファージを分取し、健常と考えられ
る骨髄（骨髄浸潤のない、悪性リンパ腫ステージ
ング用の骨髄）から赤芽球を分取した。マクロフ
ァージと赤芽球の比率についてはあらかじめ条
件検討を繰り返しおこなった。また、健常マクロ
ファージと MDS 患者由来の赤芽球を共培養し、赤
芽球島形成能を解析し、MDS マクロファージの場
合と比較を行った。 
ヒトサンプルを用いた実験のため、また健常サン
プルとのタイミングがなかなか合わず、各群で N
＝3または 4でしか検討ができなかった。条件検
討がマウス実験の時と比較して難しく、時間が大
幅に必要であったこともある。限られたデータの
中で、3 群で解析は可能であった。①MDS マクロ
ファージ＋健常赤芽球、②MDS マクロファージ＋
MDS赤芽球、③健常マクロファージ＋健常赤芽球、
の 3群で比較を行った。5視野あたりの赤芽球を
計測すると、①で 12-18 個、②群で 5-15 個、③
群で 16-26 個であった（図 3）。MDS マクロファ
ージでは赤芽球の形成が不良である可能性があ
る。すなわち、低リスク MDS での貧血の要因とし
て、造血細胞の異常の他に赤芽球の形成不良も関
与している可能性が示唆された。今回の回帰では
症例数が集まらず、さらに症例を増やして検討が
執拗である。また、今後、骨髄線維症やＭＤＳリ
スク別に赤芽球島形成能が貧血影響を及ぼして
いるのか、検証が必要である。 
 
（３） 考察 
 マウスでは、様々な造血支持細胞が報告されて
いるが、我々は Nestin 陽性細胞、GFAP 陽性細胞
を遺伝子改変マウスの解析を介して報告してき
た。今回ヒトサンプルでの解析を試みた。一部の
MDS において、Nestin 陽性細胞が極めて増加して
おり、それが骨髄線維化を伴う MDS に集積していることが見出された。この Nestin 陽性細胞の
増加が病態の進展との詳細な関連は不明であるが、線維化および造血不全と何らかの関連が示
唆される。Nestin 陽性細胞そのものに質的異常があることも考えられ、現在遺伝子発現などに
ついて、解析中である。また、遺伝子改変マウ
スの実験から、造血支持細胞が赤芽球島を形成
するセントラルマクロファージとで互いに支
持持していることを報告しているが、ヒト造血
細胞でもそのような機序があることが示唆さ
れる（図３）。しかし、赤芽球島形成に関する今
回の実験では予備実験に多くの時間を費やし、
またヒトサンプルで患者数もさほど多くない
ことから解析数がなかなか集まらず、今後解析
数を増やして検証が必要である。ヒトサンプル
であるため、同意取得や採取タイミングの工夫
が必要と考えられた。 
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