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研究成果の概要（和文）：造血幹細胞の制御法の確立は、造血幹細胞移植の効率化や、白血病などの悪性血液疾患の根
治療法の実現に向けた重要な課題である。研究代表者らは、線維素溶解系に着目した研究を行い、放射線照射などの移
植前処置によって骨髄ニッチからPAI-1が産生されることを見いだした。そして、PAI-1欠損マウスを利用した解析によ
り、PAI-1が造血再生の抑制因子であることを明らかにした。さらに、PAI-1活性を特異的に阻害する低分子化合物を移
植時に投与することにより造血再生が促進されるだけでなく、長期間にわたって幹細胞活性が維持されるという理想的
な再生医療法を提示することに成功した。

研究成果の概要（英文）：The prognosis of patients undergoing hematopoietic stem cell transplantation 
depends on the rapid recovery and sustained life-long hematopoiesis. The activation of the fibrinolytic 
pathway promotes hematopoietic regeneration; however, the role of PAI-1 has not yet been elucidated. We 
herein demonstrate that BM stromal cells produce PAI-1 in response to myeloablation, which negatively 
regulates the hematopoietic regeneration. Genetic disruption of the PAI-1 gene, or pharmacological 
inhibition of PAI-1 activity, significantly improved the myeloablation-related mortality and promoted 
rapid hematopoietic recovery through the induction of hematopoiesis-promoting factors. The PAI-1 
inhibitor not only accelerated the expansion of the donor HSCs during the early stage of regeneration, 
but also supported long-term hematopoiesis. Our results indicate that the inhibition of PAI-1 activity 
could be a therapeutic approach to facilitate the rapid recovery and sustained hematopoiesis.

研究分野：造血幹細胞
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１．研究開始当初の背景 

 難治性血液疾患に施行される造血幹細胞

移植は、化学療法に不応となった患者にとっ

ては最後の治療手段であり、その成否は患者

の予後や生存率を大きく左右するものであ

る。臍帯血中に含まれる造血幹細胞は、成人

骨髄に比べて幹細胞活性が非常に高いこと

から、骨髄に代わる新しい幹細胞供給源とし

て移植医療に利用されている。しかし、移植

例の蓄積により、臍帯血造血幹細胞移植は移

植後の造血回復が遅く、正常値に達するまで

の期間が長いために、患者が免疫不全状態に

陥りやすく、感染症や白血病再発の危険に常

に曝され続けることになる可能性が高いこ

とが明らかとなった。この移植初期において

患者状態の制御が困難なことが、臍帯血移植

の克服すべき最大の課題である。したがって、

より安全で成功率の高い臍帯血移植法を確

立するためには、移植初期における造血回復

を可能な限り効率よく迅速に達成させ、造血

系の恒常性を長期間にわたって維持する方

法の確立が重要である。 

 幹細胞の分化・増殖は、幹細胞を取り巻く

周囲の環境要因によって制御されている。造

血幹細胞は骨髄内の骨内膜付近に存在し、ニ

ッチと呼ばれる特殊な場を形成する非造血

系の細胞群によりその幹細胞活性が調節さ

れている。造血幹細胞移植は、宿主となる患

者に放射線照射や化学療法剤を投与するこ

とによって宿主造血環境を破壊した後に施

行するものである。この移植の前処置によっ

て骨髄環境においては様々な生体反応が惹

起される。例えば、線維素溶解系（線溶系）

因子の一つである tissue-type plasminogen 

activator（t-PA）が、骨髄障害直後のニッ

チ領域において強く誘導され、造血再生を促

進することが明らかになったことから、造血

再生における線溶系の役割が注目されてい

る。 

 
２．研究の目的 

 我々が開発した低分子化合物（TM5275）

は、線溶系を負に制御する plasminogen 

activator inhibitor 1（PAI-1）活性を抑制す

る、すなわち、造血再生促進因子である t-PA

の活性を高い状態で維持することを実現し

た新規薬剤であることから、移植宿主への本

剤の投与は造血再生促進効果が期待される。

そこで本研究は、tPA の阻害分子である

PAI-1 の造血再生における役割を明確にし、

PAI-1 阻害薬を用いた造血再生効果の検討を

行うことを目的とした。 

 
３．研究の方法 

 野生型C57BL6マウス、PAI-1欠損マウス、

または tPA欠損マウスに致死量放射線を照射

後、野生型マウスより採取した骨髄細胞を静

脈内に移植した。生理食塩水、組み換え型 tPA

製剤、あるいは PAI-1阻害薬を移植当日から

１日１回、５日間にわたって連続投与した。

造血再生について、移植後の１〜３週間を

『造血回復期』、１５週間以降を『造血維持

期』として解析した。造血回復期には、血漿

と骨髄細胞を採取し、ELISA法およびフロー

サイトメトリーを利用して各種造血再生因

子の発現と造血幹細胞の増幅を解析した。ま

た、造血維持期に回収した骨髄細胞について

は、造血幹細胞の増幅を解析することと同時

に、再度別の個体に 2次移植を行うことによ

って造血幹細胞の自己複製能を評価した。 

 
４．研究成果 

 致死量放射線（9 Gy）をマウス照射すると、

線溶系因子である plasmin、tPA、およびその

阻害因子であるPAI-1の発現が亢進した。注

目すべきことに、これら線溶系因子群の発

現は血漿よりも骨髄液で顕著な産生量を示

した。このことは、骨髄における線溶系因

子は造血再生において重要な役割を果たし

ていることを示唆する。組織学的な解析に

より、線溶系因子の発現は造血ニッチ細胞

である骨芽細胞や血管内皮細胞といった骨



髄ストローマ細胞において顕著であった。

初代培養マウス骨髄ストローマ細胞に放射

線を照射すると線溶系因子を産生すること

から、放射線などの骨髄障害により骨髄スト

ローマ細胞が直接線溶系因子を発現するこ

とが明らかとなった。重要な点は、放射線照

射により造血ニッチにおいて造血促進因子

であるtPAの発現が増強するだけでなく、同

時にその阻害因子であるPAI-1の発現も亢進

してしまうことが明らかとなった。この事

実から、造血再生の効率化には PAI-1 活性を

抑制することが重要であることが示唆され

た。 

 次に、造血再生におけるPAI-1分子の役割

を明確にするために、移植の宿主として

PAI-1 欠損マウスを利用した検討を行った。

その結果、野生型マウスと比較して、PAI-1

欠損マウスの方が移植後の造血再生能が高

いことを見いだした。すなわち、骨髄障害に

おけるPAI-1分子の発現増強は造血再生を抑

制するということを明らかにした。したがっ

て、PAI-1 活性を阻害することは、造血再生

の効率化に有効であることが推測された。 

 そこで、低分子 PAI-1 阻害剤を用いた造血

再生反応の効果を検討した。PAI-1 阻害薬を

投与することによって、tPA を起点とした一

連の線溶系が効率よく活性化され、メタロプ

ロテアーゼの活性化による造血細胞増殖因

子（cKitL など）の産生が増強し、造血再生

反応が亢進することを明らかにした。さらに、

tPA 欠損マウスにおいては PAI-1 阻害薬の効

果が発揮されないことから、PAI-1 阻害薬の

投与によって誘導される一連の反応はtPA主

導であるということが明確になった。 

 全身致死量放射線照射や抗がん剤の連続

投与は、急性の造血不全を誘導し、速やかに

造血系を回復できない個体は死亡する。

PAI-1 阻害剤投与群は致死量放射線や抗がん

剤（5-FU）によって誘導される個体死に対し

て高い生存率を示した。このことは骨髄障害

からの回復能が増強されたことを示唆する。

そこで、PAI-1 阻害剤の投与が造血系の早期

回復を達成するか否かをさらに明確にする

ために、骨髄移植後に末梢血を経時的に回収

し、白血球と血小板の量を解析した。その結

果、PAI-1 阻害剤投与群は、白血球や血小板

の早期回復が認められた。すなわち、造血幹

細胞移植後の PAI-1 活性の阻害は、骨髄抑制

からの早期回復を促進するということが明

らかとなった。 

 PAI-1 阻害剤による造血回復の増強は、造

血幹細胞レベルで作用していることが推測

される。そこで、PAI-1 阻害が造血幹細胞細

胞の増殖期への誘導を促進していることを

確認するために、Ki67 を指標とした解析を行

った。その結果、PAI-1 阻害薬により、造血

幹細胞の Ki67 陽性の割合が増強しているこ

とから、盛んに増殖を行っていることが確認

された。さらに、組織学的な解析においても、

PAI-1 阻害剤投与群の方がニッチ領域に存在

する PCNA 陽性の造血幹細胞細胞の割合が高

いことから、PAI-1 活性の抑制は造血幹細胞

の増殖を誘導すると同時にニッチ細胞との

相互作用を促進することを明らかにした。こ

のことは、造血幹細胞が幹細胞活性を維持し

たまま増幅していることを示唆する。 

 そこで、PAI-1 阻害薬の投与による自己複

製能に及ぼす影響を評価するために、移植後

の 15 週目に 2次移植を行った結果、PAI-1 活

性を阻害することによって、自己複製能の

増強による造血再生能の亢進が確認された。

さらに、移植細胞数を段階的に減らしていっ

た場合の生着率も高いことから、PAI-1 阻害

剤は長期造血維持能を保持した造血幹細胞

を増幅する作用があることを明らかにした。 

 本研究により、（１）移植前処置によって

ニッチから産生される PAI-1 分子は、造血再

生を負に制御していることを明確にした。そ

して、（２）PAI-1 阻害薬を用いて PAI-1 活性

を抑制することによって、t-PA 主導の造血因



子の発現上昇による造血再生の迅速化のみ

ならず、長期間にわたる造血系の恒常性の維

持が達成された。 
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