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研究成果の概要（和文）：造血幹細胞 (HSC) 周囲の酸素環境はその幹細胞性において重要な因子のひとつであ
ることが知られているが、HSCの存在する骨髄の酸素分圧の実態と、その形成・維持におけるメカニズムの全容
は明らかでない。そこで本研究課題ではまず骨髄の生理的低酸素環境を明らかにするため骨髄酸素分圧を生体イ
メージングにより可視化し、骨髄で産生される血管作動性因子である一酸化窒素が骨髄局所の酸素分圧を制御し
ていることを示す知見を得た。さらにこの酸素分圧調節機構のHSCの遊走能の維持における役割について精査
し、一酸化窒素を介した骨髄の酸素環境の制御システムが造血を支える一因子となりうる可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：While adequate oxygen concentration around hematopoietic stem cells (HSCs) 
is one of the important factors for maintaining HSC stemness, it is unclear how local oxygen 
concentration could be maintained in bone marrow. To reveal the regulatory mechanism of oxygen 
levels, we used intravital oxygen imaging technology and showed that the nitric oxide signaling 
pathway maintains the local oxygen concentration of bone marrow. Furthermore, we found that HSC 
motility depends on NO-mediated oxygen concentration in the bone marrow.

研究分野： 生体イメージング

キーワード： 造血幹細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
造血組織である骨髄から末梢血へのHSCの遊走は感染時の生体防御などにおいて重要な役割を果たしているほ
か、末梢血造血幹細胞移植では移植するHSCが十分量得られるか否かを左右する重要な要素のひとつと考えられ
る。この遊走の機序に関して本研究では骨髄の酸素環境の制御系がHSCの遊走能に大きく関与することを新たに
示した点などにおいて学術的意義を持つと考えらえる。また、本研究成果から得られた知見をもとに骨髄の酸素
環境及びHSCの遊走能への人為的な介入を実現させることで、年々増加の傾向がみられる末梢血幹細胞移植が適
応となる造血器疾患等の治療成績向上の一助になるなどの社会的意義に結びつく可能性が考えられる。

※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 
1970 年代に始まった我が国での造血幹細胞移植は近年では 5000 件を超えて年々増加傾向にあ
り、中でも末梢血幹細胞移植は比較的低侵襲であることなどから多くの造血器腫瘍の患者がそ
の恩恵に預かっている。この末梢血幹細胞移植の成功のカギとなるのが造血幹細胞 (HSC) 採取
にあたっての HSC の動員、すなわち骨髄から末梢血への HSC の遊走である。また定常状態にお
いても造血組織である骨髄から抹消への HSC の遊走は見られるが、細菌感染時にはこれがさら
に増加し、生体防御の重要な一翼を担っていると考えられている。このような細胞の遊走では
個々の細胞内でのミオシンのリン酸化などに ATP が必要とされるが、酸素濃度が低いとされる
骨髄で如何に ATP 産生のための十分な酸素が HSC に供給されているかは明らかではない。そこ
で当研究課題では、マウス骨髄の酸素レベルを可視化しうる生体イメージングの技術を開発す
ることで、生理的低酸素と称される骨髄において一定の酸素レベルが保たれ、HSC の遊走能が
維持されるメカニズムの解明を目指した。 
 
２．研究の目的 
骨髄の血管は大きく動脈、細動脈、類洞血管に分類することができる。予備的検討の結果から血
管収縮を担う血管平滑筋が周囲を取りまく骨髄の動脈の血管内皮細胞に血管内皮型一酸化窒素
合成酵素 (eNOS) が強発現していることを示唆する知見を得ていた。このことは eNOS から産
生される血管拡張因子である一酸化窒素 (NO) が骨髄の動脈を拡張させていることで骨髄全体
の血流が維持されている可能性を示唆する。そこで当研究課題では骨髄の血流を維持し、酸素分
圧を保つ因子の候補として NO に着目し、NO による骨髄の生理的低酸素環境の制御機構と、そ
の HSC の血管外遊走に関わる役割について明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
骨髄における酸素環境がどのように保持され HSC の動態に影響を及ぼしているかを探るため、
(1) 骨髄の酸素分布、(2) 骨髄の酸素濃度の調節機構、(3) 酸素濃度調節機構の HSC の遊走に
おける役割、の 3 つの点について検証を行った。 
(1) 骨髄の酸素レベルの検証 : 細胞膜透過性りん光プローブ BTPDM1 を静脈内投与した麻酔
下のマウスの頭蓋骨骨髄の酸素分圧を多光子励起 PLIM システムを使いイメージングした。シス
テムは主に多光子レーザー顕微鏡部分 (FVMPE-RS, Olympus) と PLIM 部分 (DCS-120, Becker & 
Hickl) で構成され、4 チャネルの蛍光画像と PLIM 画像を同一視野でライブイメージングできる
ようにカスタムメイドで構築した。イメージングの対象となる骨髄組織は骨表面から数十から
100 µm を超える深部であるため、生体組織の透過性に優れ組織侵襲の少ない長波長域のレーザ
ーによる多光子励起でプローブを励起させた。励起されたりん光プローブが発するりん光は周
囲の酸素分子と衝突により消光するため、励起から消光までの時間は酸素濃度依存性である。こ
のりん光寿命を顕微鏡画像のピクセル単位でマッピングすることで酸素濃度の高低を示す画像
を得た。酸素分圧の定量イメージングのため、BTPDM1 を取り込ませた骨髄の初代培養細胞の
培地中の酸素濃度をモニタリングしながら窒素バブリングによって変化させたときのりん光寿
命の測定値と酸素濃度の相関をとることで検量線を作成した。得られた骨髄の酸素分圧イメー
ジに蛍光画像から得られる骨髄の HSC, 細動脈、類洞血管、骨といった細胞及び組織画像を組み
込む画像処理により、骨髄内の細胞分布や組織構造の上に酸素濃度をマッピングした画像を出
力させた。HSC の可視化には HSC に特異的に発現する遺伝子 Evi1 をレポーターとして緑色蛍
光蛋白質 GFP を発現させた Evi1-IRES-GFP マウスを用いた。細動脈は血管系では細動脈に優位
に発現の見られる Sca-1 に対する蛍光標識抗体を、静脈系である類洞血管は類洞の内皮細胞特異
的に取り込まれる acetyl low density lipoprotein (AcLDL) を蛍光標識して静脈内投与することでそ
れぞれ可視化した。骨組織は骨に含まれるコラーゲンを多光子励起することで得られる second 
harmonic generation のシグナルを捉えることでこれを可視化した。 
(2) 骨髄の酸素濃度の調節機構の解明 : 先行研究の結果から骨髄の動脈には血管の拡張収縮を
担う血管平滑筋が付随しており、その血管内皮細胞には eNOS が強く発現していることが示唆
されている。この骨髄の NOS から産生されていることが予想される NO が恒常的に骨髄の動脈
を拡張させているかを探るため、NOS 阻害剤 L-NAME を骨髄局所に投与したときの動脈の血管
径の変化を多光子レーザー蛍光顕微鏡で捉え、次いで L-NAME に加えて NO ドナーのニトロプ
ルシドを投与し骨髄動脈径の回復が見られるか確認した。また、この時動脈の下流にある類洞血
管の血流量の変化を類洞血管径と赤血球速度から算出した。さらに eNOS遺伝子欠損 (eNOS KO) 
マウスの動脈径、類洞血管血流量を野生型マウスと比較することで、eNOS から産生される NO
が骨髄の血流を保つことを示す証左を得た。次に骨髄の酸素分圧の維持に NO が寄与している
か否かを検証するため、L-NAME で頭蓋骨骨髄の NOS を阻害した時の頭蓋骨骨髄の酸素分圧イ
メージングを行った。L-NAME 投与前後での頭蓋骨骨髄の酸素分圧マップを重ね合わせること
で、画像の 1 ピクセルごとの酸素分圧の変化を捉えることが可能であるため、細動脈、類洞血
管、骨組織といった部位ごとの NO 産生阻害による酸素分圧の変化を画像化した。 



(3) 骨髄の酸素濃度調節機構のHSCの遊走における役割 : まず定常状態でのEvi1-IRES-GFPマ
ウスの頭蓋骨骨髄の HSC の挙動を 3 次元でトラッキングした。HSC の動きの場の基準点は骨髄
空間中の血管、骨の位置に設定するために、血管を蛍光色素 TRITC 標識の 500 kDa デキストラ
ンを静脈内投与して蛍光血管造影を行い、SHG で示す骨組織のシグナルと組み合わせて血管、
骨の位置を示し、これら骨髄の構造物を基準として HSC がどのようにこの空間の中を動くか 2
時間にわたって 3 次元空間上に示した。これら 3 次元イメージから得られた情報から、定常状態
での HSC の観察時間内での平均速度、最高速度、直線移動距離を算出した。また L-NAME 投与
時、L-NAME と SNP 投与時の HSC の動きを PBS 投与群と比較することで NO が HSC の遊走に
及ぼす役割を検証した。さらに NO 産生阻害による HSC の挙動の変化が、酸素分圧の増減に起
因しているか否かを検証するため、L-NAME 投与に加えてマウスに 100%酸素を吸入させ、HSC
の挙動が L-NAME 投与以前のレベルに回復するか検証した。酸素濃度低下による HSC の細胞運
動の変化の検証には、in vitro でのトラッキングアッセイを用いた。全身の細胞に GFP を発現さ
せた Ubc-GFP マウスの骨髄の HSC をセルソーターで分取後、ラミニンコート 96 well プレート
に播種し、酸素分圧可変チャンバーを実装した共焦点レーザー蛍光顕微鏡  (Cell insight, 
ThermoFisher) で培養中の酸素分圧を変化させたときの HSC の挙動を追った。酸素分圧の設定は
酸素分圧生体イメージングで得られた定常状態と NO 産生阻害時の骨髄中の酸素分圧の値に設
定し両者を比較した。 
４．研究成果 
まず定常状態の骨髄の血流における NO の役割を明らかにするため、NOS 阻害剤 L-NAME を麻
酔下のマウスの頭蓋骨骨髄に局所投与した時の血流変化を多光子レーザー顕微鏡を用いて検証
した。その結果、骨髄の動脈の血管は NOS の阻害によって収縮し、またその下流の類洞血管の
血流量が減少した。そこで骨髄における eNOS の血流維持における役割をより詳細に検討する
ため、eNOS KO マウスの頭蓋骨骨髄の血流を野生型マウスと比較したところ、野生型マウスと
比べ eNOS KO マウスの頭蓋骨骨髄の動脈径は小さく、類洞血管の血流は低下していた。さらに
eNOS KO マウスの頭蓋骨骨髄に NO ドナーとしてニトロプルシドを局所投与したところ、動脈
径は野生型マウスとほぼ同等まで拡張し、また類洞血管の血流も改善を見せた。次に NO の骨髄
の酸素環境維持における役割を検証するため、PLIM を使った麻酔下のマウス骨髄の定量的酸素
濃度イメージングシステムを用いて NOS 阻害時の酸素濃度を測定したところ、阻害前と比較し
て NOS 阻害時の骨髄酸素濃度が低下した。これらの結果から骨髄の eNOS は骨髄の動脈を拡張
させることでその下流の類洞血管の血流を保ち、酸素環境の維持に貢献していることが示唆さ
れた。さらに NO の HSC の骨髄内動態に及ぼす影響を精査するため、NO 産生阻害剤 L-NAME
投与時の HSC の挙動を精査したところ、コントロール群と比較して L-NAME 投与群は HSC の
速度、移動距離ともに半減していた。またこの L-NAME 投与による HSC の挙動の低下は、100%
酸素吸入によりコントロール群と同レベルまで回復した。さらに酸素濃度低下による HSC の細
胞運動能の変化を検証するため、培養中の酸素分圧が高い環境と低い環境とで HSC の挙動を比
較したところ、HSC の平均速度は 1%から 3%の酸素濃度において酸素濃度依存的に変化した。
これらの結果から HSC の骨髄における遊走能は NO がもたらす生理的酸素環境によって保たれ
ている可能性が示唆された。 
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