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研究成果の概要（和文）：　造血幹細胞の未分化性・多分化能の維持はニッチという微小環境によって制御されており
、骨髄内では骨芽細胞が様々な機能を担っている。造血は脾臓などでも髄外造血という形で起こるが、髄外造血の維持
機構については不明な点が多い。そこで我々は、実験的に髄外造血を起こすCFU-Spleenモデルと大理石病モデルを用い
、髄外造血の脾臓の解析を行った。その結果、造血幹細胞(HSC) マーカーを示す細胞のいくつかは巨核球様の細胞(MLC
s)に隣接している事あを明らかにした。さらにこれらの細胞は造血ニッチ関連マーカーが陽性であり、分取し共培養す
ることで、HSCの増殖を促進する事が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：     In adults, extrameduller hematopoiesis (EMH) can be induced by a hematologica
l malignancy and some infectious diseases. However, the mechanism of HSCs regulation and niche cells at th
e EMH has not been well defined.
     To reveal the mechanism of HSCs in the EMH, we utilized the c-fos knockout mouse (c-fos &#8211;/&#821
1;) and CFU-S (colony forming unit-spleen) assay as an EMH model. First, to identify the main site of the 
HSC-niche in the EMH spleen, we performed HSC localization analysis using in situ hybridization of various
 HSC markers. Surprisingly, some CD34, Sca-1, c-kit, SCL/tal-1, and Tie-2 expressing cells were located ne
ar megakaryocyte like cells (MLCs). When we co-cultured HSCs with isolated MLCs, the numbers of HSC were s
ignificantly increased compare to with a liquid culture system. Taking these data together, we suggested t
hat MLCs have the potential to support HSC proliferation.
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１．研究開始当初の背景 
 
 溶血性貧血や、慢性低酸素症、肝硬変、感
染症、悪性腫瘍などの影響によって一過性に
脾臓や肝臓で髄外造血を呈する事が明らか
となっているが、髄外造血では (1)一体どの
ような分子メカニズムで造血幹細胞の幹細
胞特性が維持されているのか？ (2)どのよう
な細胞が髄外造血ニッチを担っているか？
などについては不明な点が多い。そこで本研
究課題では髄外造血モデルマウスおよび主
に脾臓において増殖する悪性腫瘍に着目し
て、新規ニッチ細胞の同定、その特性解析を
行う。 
 
２．研究の目的 
 
 造血幹細胞の持つ幹細胞特性は、細胞内在
性のプログラムと微小環境（すなわち造血ニ
ッチ）によって制御されていると考えられて
きた(Scofiled et al.,1978)。近年、BrdUのラ
ベル法を用いた研究により、N-cadherin陽性
β-catenin 陽性の骨芽細胞(SNO cells)ーい
わゆるOsteoblastic Nicheが造血幹細胞ニッ
チとして関与している事が示され (Zang et 
al., 2003)、さらに Tie2/Angシグナル(Arai et 
al., 2004) 、 TPO/Mpl シ グ ナ リ ン グ
(Yoshihara et al., 2007)がこれらに重要な影
響を与えている事が明らかとなった。一方で、
CD150をマーカーとして用いた場合、骨髄内
の血管内皮細胞付近に造血幹細胞ニッチが
存在するーいわゆる Vascular Niche という
概念が提唱された(Kiel et al., 2005)。また同
様に peri-vasucularの細網細胞 (CAR細胞)
もこれらの Vascular Niche の形成に重要な
役割を果たしている事が明らかとなった
(Sugiyama et al.,2006)。ところが Xieらは
2009 年にその論文の中で殆どの血管内皮と
骨芽細胞が 20um の近接範囲に存在し、
Osteoblastic nicheとVascular Nicheを分離
して考える事は難しいことを示した。同論文
では造血幹細胞の短時間の追跡実験により、
骨芽細胞ニッチが HSC の自己複製に関わっ
ている事を示した。一方、AML などの腫瘍
幹細胞(LSC) の研究においても、AML-LSC
は骨芽細胞ニッチに存在し、細胞周期が G0
期にあり、薬剤耐性を示すことが示された 
(Saito et al., 2010)。また骨芽細胞特異的に
miRNAを制御するDicerを破壊することで、
MDS様な病態、AML様な病態が再現された
(Raaijmakers et al., 2010)。このことは、骨
芽細胞が造血幹細胞の維持のみならず、腫瘍
幹細胞のニッチとしてもその制御に関与す
ると同時に、むしろ積極的に腫瘍へのシフト
を促進する事を示し、骨芽細胞ニッチの新た
な役割を提示したといえる。 
 
 通常、造血幹細胞は骨髄内で維持されるが、
溶血性貧血や、慢性低酸素症、肝硬変、感染
症、悪性腫瘍などの影響によって一過性に脾

臓や肝臓での造血が亢進し、髄外造血を呈す
る事が明らかとなっている。また発生学的に
も、胎仔造血では造血幹細胞は肝臓や脾臓に
位置しているが、それらのニッチ細胞につい
ては不明な点が多い。このように髄外造血が
行われる場合においては、骨髄のような骨芽
細胞は存在しないにも関わらず、(1)一体どの
ような分子メカニズムで造血幹細胞が幹細
胞特性を維持しているか、(2)骨髄造血ニッチ
細胞の代わりにどのような細胞が髄外造血
ニッシェを担っているかについては不明な
点が多い。 
 
 そこで本研究課題では髄外造血モデルマ
ウスおよび主に脾臓において増殖する悪性
腫瘍に着目して、新規ニッチ細胞の同定、そ
の特性解析を行う。我々の研究の独創性の高
い点は、新規のニッチ細胞(MLC；巨核球様
細胞)を既に同定している事である。これに腫
瘍モデルを組み合わせる事で MLC の多様な
機能を明らかにする。 髄外造血モデルを用
いる事であらたなニッチ細胞の同定し、造血
幹細胞の ex vivo 増幅への活用、腫瘍幹細胞
をターゲットとした治療薬の開発方法等に
応用可能であると考える。 
 
３．研究の方法 
 
 髄外造血モデルとして c-fos ノックアウト
マウスおよび CFU-S 脾臓を用いて、髄外造
血の脾臓切片を用い、 Laser Capture 
Microdissection法によりMLC細胞を分離し、
FACS によって分取した低純度 MLC 分画、
巨核球分画との網羅的遺伝子発現解析を行
い、MLC に高発現している分子を同定し、
MLC の発生メカニズムを明らかにする。ま
た、造血ロードマップ上にある各種細胞分画
（HSC, LMPP, CLP, MEP, GMP および
preMeg）を分取し、トレース実験を行い、
MLCの起源を明らかにする。また ATL腫瘍
モデルを用い、腫瘍形成時に同様の MLC が
認められるかを明らかにし、通常の髄外造血
MLC と悪性腫瘍 MLC の違いを網羅的遺伝
子解析法で調べる。新規腫瘍ニッチ分子が同
定されて場合、SiRNA法などを用い、腫瘍形
成能の検討を行う。 
 
４．研究成果 
 
 まず、大理石病モデルマウスでもある Fos 
KO マウスを解析した結果、骨髄腔は骨芽細胞
によって占拠され、脾臓での造血が亢進し、
赤脾髄が発達し、脾洞や脾索の形成が多数認
められた。Tie2 や SCL/tal1 陽性の造血幹細
胞は脾洞近傍に多数存在する事が明らかと
なった。興味深い事に造血幹細胞の周囲には
巨核球様細胞（MLCs; Megakaryocyte-like 
cells）が多数認められ、Sca1、Spp1 陽性細
胞の一部はMLCと接して存在している事が明
らかとなった。MLC は CD41 や N-cadherin を



発現していたため、脾臓での造血維持におい
て重要な役割を果たす事が示唆された。 
 
 そこで X線照射後の骨髄移植による一過性
の脾臓での造血（CFU-S）においても同様の
現象が認められるかを検討した。CFU-S１の
脾臓には既に未分化な MLC が認められ、
CFU-S4 では MLC が多数認められた。CFU-S8
では MLC がクラスターを形成し、Tie2, 
SCL/tal1, Sca1、Spp1 陽性細胞もこの MLC 近
傍に存在し、また、MLC 自体も Spp1、RANKL、
SDF-1、N-Cadherin を発現している事が明ら
かとなった。Ly5.1 を用いた移植実験から、
これらのMLCの70〜80％が移植細胞由来であ
る事が明らかとなった。 
 
 これらの細胞を FACS によって分取し、HSC
と今日培養した結果、2—3 倍の増殖促進能を
有する事が明らかとなった。また、組織切片
上のMLCをレーザーキャプチャーマイクロダ
イゼッション法で分取し、DNA マイクロアレ
イ解析を行った結果、巨核球とは明らかに異
なる遺伝子発現プロファイルを示している
事が明らかとなった。 
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