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研究成果の概要（和文）： 
 骨髄に存在する造血幹細胞・前駆細胞の維持に必須の微小環境(ニッチ)である CAR 細胞(ケ
モカイン CXCL12 を高発現する細網細胞)に着目し，その形成を調節する分子基盤を解明する
ために，CAR細胞特異的な遺伝子に注目し，その役割を明らかにすることを目的として研究を
行った．その結果，マイクロアレイや RT-PCR法により CAR細胞特異的に発現する遺伝子の
うち CAR 細胞の形成およびニッチとしての機能に関与する可能性のある分子が複数同定され
た．現在は同定した複数の遺伝子について欠損マウスの作成を行い，その表現型の解析中であ

る． 
  
研究成果の概要（英文）： 
We have shown that CXC chemokine ligand (CXCL)12-abundant reticular (CAR) cells have potential to 

differentiate into adipocytes and osteoblasts, and play an essential role in maintenance of hematopoietic 

stem and progenitor cells (HSPCs) in vivo, meeting the criteria for “niche”. However, the molecular 

basis of the formation of cellular niches remain unclear. In this study, we found several candidate genes 

that play essential roles for development and maintenance of CAR cells, using microarray and qRT-PCR 

analysis, and we generated conditional knock-out mice of these genes.  
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１．研究開始当初の背景 

 
 成体の骨髄において，造血幹細胞は自己複

製しながら前駆細胞を産生し，その前駆細胞

は赤血球・Bリンパ球・顆粒球・血小板など
の様々な血液細胞を過不足なく供給し続け

る．このような造血の恒常性は，ニッチ

(niche)と呼ばれる特殊な微小環境によって
維持されていると考えられている． 
 これまで造血幹細胞・前駆細胞ニッチの候

補として，骨芽細胞(Zhangら, Nature, 2003)
や血管内皮細胞(Kielら, Cell, 2005)などが報
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告されていたが，申請者らの研究グループで

はケモカイン CXCL12 を高発現する細網細
胞(CAR 細胞)に着目して研究を行い，CAR
細胞をニッチの候補細胞として報告してき

た (Tokoyoda ら , Immunity, 2004; 
Sugiyamaら, Immunity, 2006).しかし，こ
れらいずれの報告においても，造血幹細胞・

前駆細胞が接着していることなどがその主

な根拠となっており，ニッチとしての機能の

直接的な証明には至っていなかった． 
 そこで申請者は，CAR細胞を成体において
選択的に欠損させることが可能となる遺伝

子改変マウスを作製し解析を行った．その結

果，CAR細胞欠損誘導後２日目において骨芽
細胞および血管内皮細胞に異常が認められ

ないにもかかわらず，骨髄内の SCF，
CXCL12 の量が著減するとともに B リンパ
球・赤血球の前駆細胞数が著減し，造血幹細

胞数も約半分にまで減少すること，さらに骨

髄細胞の骨芽細胞や脂肪細胞への分化能が

著減することが示された．以上より，CAR細
胞は造血幹細胞・前駆細胞の維持に必須のニ

ッチの構成細胞であることが証明され，脂肪

細胞および骨芽細胞への分化能を持つ間葉

系前駆細胞であることが明らかとなった．た

だし，CAR細胞が半永久的に自己複製する間
葉系幹細胞であるのか否かは不明である

(Omatsuら, Immunity, 2010)． 
 一方，申請者の報告と同様の時期に，nestin
陽性細胞が間葉系幹細胞であり，造血幹細胞

特異的なニッチとして機能することが報告

された (Méndez-Ferrerら, Nature, 2010)．
しかしこの論文では，nestin陽性細胞のごく
一部が自己複製能を持つこと，造血幹細胞の

60%のみが接着することが示されたにすぎず，
CXCL12 を高発現すると記載されているに
も関わらず CAR 細胞との異同が記載されて
いないので今後の検討が必要である． 

 
 
２．研究の目的 

 
 上述の様に必須の造血・免疫ニッチ細胞で

ある CAR 細胞が，サイトカインの産生能や
分化能において特別な間葉系前駆細胞であ

ることが明らかとなったことにより，この細

胞の機能の詳細と発生過程における形成機

構の理解が生体の免疫系形成を理解する上

で新しい重要な問題となった．そこで本研究

ではその分子基盤を解明することを目的と

した． 

 
 
３．研究の方法 

 
(1) CAR 細胞の発生過程の解析 

 CAR 細胞は四肢などの間充織において骨軟

骨形成に伴って形成されることが想定され

る．そこで胎生 10 日より成体に至る連続し

た発生段階の四肢を免疫組織学的に解析し，

CAR 細胞がいつ，どこで発生するのかを明ら

かにする．CAR 細胞の同定には CXCL12-GFP ノ

ックインマウス(Ara ら, Immunity, 2003)を

用い，GFP だけでなく複数の間葉系細胞マー

カーに対する抗体も併用して，CAR 細胞の発

生過程を連続的に観察する．さらに各発生段

階ごとに CAR 細胞を分離し，遺伝子発現の比

較検討を行い，発生段階特異的に発現する遺

伝子を同定する．既に作製された遺伝子欠損

マウスが入手できる場合は，それを用いて

CAR 細胞の発生についての解析を行う．それ

以外の遺伝子については遺伝子欠損マウス

を作製し，解析を行う．  

 

(2) CAR 細胞特異的に発現する遺伝子の同定

とその役割の解析 



 CAR 細胞の系列決定や形成に必須の分子を

同定するために，CAR 細胞特異的遺伝子を探

索する．はじめに成体の CAR 細胞と，胎生期

の肢芽間充織細胞や，骨芽細胞などの他の間

葉系細胞での遺伝子の発現量を比較する．と

ころが，これまで成体から骨芽細胞を濃縮分

離する方法は確立されていない．そこでまず

細胞外マトリクスを除去する手法や骨芽細

胞特異的細胞表面マーカーを検討すること

等で骨芽細胞をより純化する方法を開発す

る．そして純化した CAR 細胞と肢芽間充織細

胞や骨芽細胞から mRNA を抽出し，マイクロ

アレイや RT-PCR 法により発現遺伝子の比較

解析を行い，CAR 細胞特異的に発現する遺伝

子を同定する．同定された CAR 細胞特異的遺

伝子のうち，必須の機能が期待できる転写因

子やシグナル受容体等の遺伝子については，

遺伝子欠損マウスを作製し，そのマウスの

CAR 細胞の形成や造血・免疫系等について解

析する． 

  

(3) CAR 細胞の培養や移植による解析 

 CAR 細胞の自己複製能や多分化能について

解析するためには一個のCAR細胞を培養する

系の確立が重要である．しかし CAR 細胞を蛍

光細胞分離装置を用いて分離すると，従来の

骨髄細胞の培養条件ではほとんど培養する

ことができない．そこで CAR 細胞に至適な培

養条件の検討を行い，一細胞レベルでの CAR

細胞の培養系を確立する．培養法が樹立でき

れば培養によるCAR 細胞の自己複製能や多分

化能の解析を行い，各発生段階および成体の

CAR 細胞が間葉系幹細胞であるのか否かを明

らかにする． 

 また，培養が不可能であっても生体内では

生存および増殖できる可能性を考慮し，純化

した CAR 細胞をマウス骨髄内に移植し，ニッ

チの形成能や分化能を検討する． 

 

 

４．研究成果 

 

(1) CAR 細胞の形成および機能を調節する分

子機構の解明 

 CXCL12/GFP ノックインマウスを用いてCAR

細胞と，胎生期の肢芽間充織細胞や，骨芽細

胞などの他の間葉系細胞での遺伝子の発現

量を比較を行うに先立ち，細胞外マトリクス

を除去する手法や骨芽細胞特異的細胞表面

マーカーを検討すること等で骨芽細胞をよ

り純化する方法を開発した．そして純化した

CAR 細胞と肢芽間充織細胞や骨芽細胞から

mRNA を抽出し，マイクロアレイや RT-PCR 法

により発現遺伝子の比較解析を行い，CAR 細

胞特異的に発現する遺伝子のうちCAR 細胞の

形成およびニッチとしての機能に関与する

可能性のある分子を複数同定した．現在は同

定した複数の遺伝子について、欠損マウスの

作成を行い、その表現型の解析中である． 

 

(2) CAR 細胞の培養による解析 

 CAR 細胞の自己複製能や多分化能について

解析するためにはシングルセルレベルで CAR

細胞を培養する系の確立が重要であったが

CAR 細胞を蛍光細胞分離装置を用いて分離す

ると，従来の骨髄細胞の培養条件ではほとん

ど培養することができなかった．そこで CAR

細胞に至適な培養条件の検討を行い，少ない

頻度ながらシングルセルレベルでCAR 細胞を

培養する系が構築されつつある． 
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