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研究成果の概要（和文）：これまでの研究によって、複数のサイトカインが造血幹細胞の自己複製をもたらすこ
とが示唆されていた。本研究ではTPO (thrombopoietin)とIL-12 (Interleukin-12)に注目して、自己複製誘導作
用に相違があるかどうかをシングルセルで検証した。その結果、SCF+TPOおよびSCF+IL-12によってShort-term 
HSC (Hematopoietic Stem Cells)が有意に増加することが明らかとなった。また、両者には一部のlong-term 
HSCsも増幅する作用があることが示唆された。両者の効果の相違を明らかにするため、現在も追加実験を施行中
である。

研究成果の概要（英文）：We previously showed that multiple cytokines can directly stimulate 
long-term hematopoietic stem cells (LT-HSC), resulting in their self-renewal. However, whether 
different cytokines lead to the expansion of different types of HSC was not known. In this study, we
 focused on thrombopoietin (TPO) and interleukin-12 (IL-12), and compared their 
self-renewal-inducing effects using single-cell culture combined with transplantation assay. Data 
showed that the number of short term-HSC was significantly increased after the culture with stem 
cells factor (SCF)+TPO or SCF+IL-12. Data also suggested that some LT-HSCs were expanded after those
 cultures. On-going experiments will confirm these findings and also clarify their different 
effects.

研究分野： 実験血液学

キーワード： 血液内科
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１．研究開始当初の背景 
 
	 臍帯血移植には、臍帯血に含まれる造血幹
細胞の絶対数が少ないため、生着不全を起こ
す危険がある。また、前駆細胞数も少ないた
め、造血が回復する以前に死亡することがあ
る。造血幹細胞、前駆細胞の体外増幅はこの
問題を解決する一法である。 
	 造血幹細胞の増幅および維持にはサイト
カインが必須である。しかし、至適サイトカ
インの組み合わせは不明であった。一方、近
年、造血幹細胞には機能の異なる幹細胞が存
在することが明らかになったが、どの造血幹
細胞が増幅可能かを詳しく調べた報告はな
かった。 
 
２．研究の目的 
 
	 異なるサイトカインによって、機能的に異
なる造血幹細胞をどの程度増幅可能かをシ
ングルセルで明らかにすることを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
	 
(1)	 Fluidigm を用いて single	 cell-RT-PCR
を行った。	 
	 
(2)	 FACS	 AriaIII を用いて、B6 マウスの骨
髄 か ら CD150+41-34-Kit+Sca-1+Lin- 細 胞
(HSC1) を 分離して LT(Long-Term,	 >6 ヶ
月 )-HSC と し て 用 い た 。 ま た 、
CD150-41-34-Kit+Sca-1+Lin- 細胞 (HSC2) を
分離して ST(Short-Term,	 <6 ヶ月)-HSC とし
て用いた。	 
	 
(3)	 無 血 清 培 養 条 件 下 で single-cell	 
culture を行い、細胞分裂を観察した。	 
	 
(4)	 10-40 個の HSC1,	 HSC2 を用いて競合的骨
髄移植を行った。同時に、これらの細胞をサ
イトカイン存在下で培養し、移植した。さら
に、必要に応じて二次移植を行った。	 
	 
(5)	 HSC1 を 用 い て Single-cell	 
transplantation を行った。また、同時にサ
イトカイン存在下でシングルセル培養した
後に、移植した。さらに、必要に応じて二次
移植を行った。	 
	 
４．研究成果	 
	 
(1)	 Single-cell	 PCR	 
	 48 個の single	 HSC1 および HSC2 に対して
48 種類の遺伝子(46	 receptors	 +	 Actin	 +	 
Gapdh)を 1 セットとして、2 種類のセットを
用いて遺伝子発現解析を複数回行った。その
結果、ほとんどの造血幹細胞には c-Kit、
c-Mpl 受容体が発現していた。また、βc、	 γc、
gp130 等の共通受容体の発現が検出された。

しかし、IL-2ra、IL-3ra、	 IL-6ra、	 IL-11ra、
GM-CSFra 等の特異的受容体はほとんど検出
されなかった。一方、一部に IL-12rb1、
IL-12rb2 の受容体の発現が検出されたが、両
者を同時に発現している細胞はまれであっ
た。	 
	 
(2)	 Single-cell	 culture	 
	 SCF(Stem	 Cell	 Factor) 、	 
TPO(Thrombopoietin) 、 お よ び
IL-12(Interleukin-12)の 60 個の HSC1 また
は HSC2 の 細 胞 分 裂 に 対 す る 効 果 を
serum-free	 single-cell	 culture	 を用いて
解析した。SCF+TPO 存在下で約 80%の HSC1 が
数日以内に分裂した。SCF+IL-12 存在下では
約 60%の HSC1 が分裂した。分裂速度は IL-12
の方が有意に遅かった。HSC2 を用いてもほぼ
同様な結果が得られた。SCF+IL-6,	 SCF+IL-11,	 
または SCF+G-CSF 存在下でも、一部の HSC1、	 
HSC2 の分裂が観察された。これからの結果は
受容体の発現解析の結果のみから、サイトカ
インに対する反応性を予測することは困難
であることが示唆された。	 
	 
(3)	 CD34-KSL 細胞と CD150+41-34-KSL 細胞の
比較	 
	 従来、CD34-KSL 細胞を LT-HSC として用い
て来たが、本研究から CD150+41-34-KSL 細胞
を LT-HSC として用いた。そのため、両者を
比較してデータの一貫性を確認する必要が
あった。40 個の CD34-KSL 細胞、20 個
CD150+41-34-KSL 細胞、ならびに 20 個
CD150-41-34-KSL 細胞をそれぞれ 1x106 個の
競合細胞と共に放射線照射後のマウスに移
植した。一方、これらの細胞を SCF+TPO 存在
下で 1 週間無血清培養して、同様にマウスに
移植した。1 年間の経過観察より、CD34-KSL
細胞中の LT-HSC 活性は CD150+41-34-KSL 細
胞 中 に 検 出 さ れ 、 ST-HSC 活 性 は
CD150-41-34-KSL 細胞中に検出された。また、
興味深いことに、培養後の LT-HSC と ST-HSC
活性の両方とも、CD150+41-34-KSL 細胞由来
の培養細胞中に検出され、CD150-41-34-KSL
細胞由来の培養細胞中には検出されなかっ
た。これらの結果は、CD150+41-34-KSL 細胞
を LT-HSC として用いた、本研究の妥当性を
支持した。	 
	 
(4)	 10-40 個の LT-HSC 細胞移植	 
	 10個ないし40個のHSC1と 5-10x105骨髄細
胞を混合して、放射線照射後のマウスに移植
した。一方では SCF+TPO 、 SCF+IL-12 、
SCF+TPO+IL-12 存在下で 1 週間無血清培養し
た後に同数の骨髄細胞と共に、放射線焼死し
たマウスに移植した。6 ヶ月以上末梢血を解
析した後に、二次移植を行った。いずれの培
養条件でも、移植後 1ヶ月のキメリズは有意
に上昇し、ST-HSC の増幅を示した。6ヶ月以
上のキメリズムおよび二次移植後のキメリ
ズは低下傾向を示したが、中には培養前の細



胞より高いキメリズムを維持しているマウ
スも観察され、少なくとも一部で LT-HSC の
増幅があることを示した。	 
	 
(5)	 Single-cell	 transplantation	 
	 1個の HSC1を競合細胞と共に1匹の放射線
照射後のマウスに移植した。一方、1個の HSC1
を SCF+TPO、SCF+IL-12、SCF+TPO+IL-12 存在
下で無血清培養を 7日間行い、培養後の細胞
を競合細胞と共に 1匹の放射線照射後のマウ
スに移植した（各群 30 匹のマウス）。同様の
実験を 3回試行した。レシピエントマウスの
多数が死亡した実験、LT-HSC が高頻度に含ま
れていなかった実験もあり、single-cell	 移
植をより効率よく、安全に行う方法の開発が
求められた	 
	 
(6)	 Single-cell	 transplantation の改良方
法	 
	 放射線照射後のマウスは感染によって死
亡した可能性が高いが、原因菌を特定するこ
とはできなかった。また、以前の研究により
抗生剤や酸性水の使用は、生存率に影響を与
えないことが判明しており、ある程度の時間
を経て、繰り返し実験を行う他なかった。	 
	 実験によって、LT-HSC の頻度が大きく異な
る（実験誤差）原因を追求した結果、多少分
化した細胞の混入が有ることが判明した。そ
のため、さらに 2 種類の抗体を追加し、HSC	 
purification お よ び single-cell	 
transplantation の精度を上げることに成功
した。そして、新しいプロトコールを用いて
純化した LT-HSC を用いて、シングルセル実
験を行った。現在も、シングルセル由来の培
養細胞中の HSC 活性を観察中である。	 
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