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研究成果の概要（和文）：骨髄線維芽細胞へCD34を誘導する分子としてIL-1bを単離した。IL-1bを HDF をIL-1b添加iP
S培地で培養後電気刺激を与えVEGF-A, BMP-4添加下培養するとCD31, CD41といった内皮細胞で発現が認められる分子が
発現した。その後VEGF-A, EPO, anti-human VEGF-C Ab,anti-human TNF-alpha (a) Ab添加下培養するとCD34の発現が
確認され、VEGF-A, SCF, FL, IL-6, IGF-IIを添加するとCD34, CD45, FLT3, GATA-2, SCLなどHSCで認められる分子の
発現が確認された。

研究成果の概要（英文）：When an adult human dermal fibroblast (HDF) was cultured with interleukin 
(IL)-1-beta (b), vascular endothelial growth factor (VEGF)-A, erythropoietin (EPO), anti-human VEGF-C 
antibody (Ab) and anti-human tumor necrosis factor (TNF)-alpha (a) Ab, hematopoiesis-related genes 
expressed; however, culturing cells were morphologically fibroblasts (56th ASH). We also reported that 
hemogenic endothelium-relating molecules expressed in HDF with poly (I:C) culture and an electrical 
stimulation (44th ISEH).

研究分野：造血幹細胞
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

骨髄間質系細胞は造血幹細胞 

(HSC) の増殖環境を構成している場

所（niche）であるが、中胚葉性間質

系細胞の幹細胞 (mesenchymal 

stem cell: MSC) にも富み、また他臓

器の幹細胞及び組織へも分化を示す

細胞が同定されていることから、骨

髄細胞を用いた他臓器（血管、心筋、

神経細胞など）への in vitro, in vivo

系による分化誘導の報告や臨床治療

試験の報告がなされており、再生医

学として応用されている。この間質

系細胞が一部の血液悪性腫瘍性疾患

の増殖環境において非常に重要な位

置を占めていることが報告されてい

る。このような観察から、血液悪性

腫瘍性疾患、特に急性白血病におい

ても固形癌同様間質系細胞が作る微

小環境の影響が細胞増殖に関与し、

その治療においても重要な役割を担

っていることが想定される。 

正常な骨髄間質系細胞に関する新

しい知見では、HSC がMSCを誘導

し得、またMSCの特異的な分画は

HSCと同様な分子発現を有するとい

うものであり、CD146が重要な働き

をしていると報告されている。また、

神経幹細胞で発現しているとされて

いた NestinはHSCの産生部位であ

る nicheを構成する細胞においても

発現しており、重要な働きを担って

いると考えられている。その中で

我々は血液悪性腫瘍細胞が間質系細

胞に分化するという作業仮説を立て、

de novo白血病細胞を液体培養系で

長期培養し細胞形態の変化を観察し

た。各種白血病細胞中、急性骨髄性

白血病の一部並びに慢性骨髄性白血

病由来細胞が１ヶ月程度でmyo 

-fibroblast様形態に変化し、継代培

養が可能であった。培養を繰り返す

ことで他細胞の混入を除去し、得た

myofibroblastをサブクローニング

した後 RNAを抽出し RT-PCRによ

り白血病細胞由来細胞を選別、その

細胞の DNAを調べたところやはり

白血病細胞由来であることが判明し

た。各種白血病の培養前に確認され

ていたマーカー、fibroblastのマーカ

ー並びに幹細胞のマーカーを免疫染

色、RT-PCRで確認したところこの

細胞は急性骨髄性白血病細胞の特性、

fibroblastの特性及び幹細胞の特性

が確認された。慢性骨髄性白血病細

胞を用いた実験においても同様の観

察結果が得られた）。また、in vivo

において NOD/SCID mouseに白血

病細胞を移植したところ白血病細胞

由来myofibroblastが確認された。 

次に、得られた白血病由来間質系

myofibroblastを NOD/SCID mouse

に移植したところ、2ヶ月後腹腔内並

びに肝臓に芽球腫が形成された。

CD56, CD146, Nestin陽性であり、

腫瘍形成細胞は紡錘形をしたmyo 

-fibroblast類似の細胞の他、白血病

細胞も観察された。すなわち間質系

myofibroblastと非付着性白血病細

胞との相互形態変化を示唆していた。

正常骨髄由来myofibroblastを用い

た移植実験においても同様な結果が

得られ、発現抗原も CD56, CD146, 

Nestin陽性であった。 

以上の観察結果から、myo 

-fibroblast細胞分画の一部から

HSCが誘導される可能性を考え、

ヒト末梢血リンパ球を PHA-Pで刺

激させた培養上清をmyofibroblast

と共培養した後形態を観察したと



ころ、一部の細胞で buddingが生

じ、骨髄芽球、赤芽球の誘導が確認

された。また、CD34分子の発現が

確認された。何らかの活性がmyo 

-fibroblastを HSCへと誘導したと

考えられたため PHA-P刺激リンパ

球発現を用いて発現ライブラリー

を作成し、COS7細胞へ遺伝子導入

後培養上清を正常myo -fibroblast

へ添加、２週間培養後に RNAを抽

出し CD34の発現誘導の有無をマ

ーカーとした発現クローニングを

試み, ヒト IL-1を単離した。 

 

２．研究の目的 

今回研究代表者は、単離された IL-1β

の HDFに対する生物学的影響、特に造

血細胞並びに骨髄 stromaへの分化に関

する研究を、骨髄由来myofibroblastを

用いた培養条件を参照として研究する。 

１）正常骨髄由来myofibroblastを

用いて IL-1β添加下で培養条件を変

えながら HSCへ変化するかどうか

観察する。 

２）HDFを用いて１）で用いた条件

で培養を行い、CD34の発現や CD45

の発現を観察する。そして HDF, 

IL-1β添加下培養中のHDF, CD34

陽性 HSC, 及び骨髄由来myo 

-fibroblastの遺伝子発現の比較を行

ない、特に発現が誘導されるサイト

カイン、その受容体、並びに転写因

子と情報伝達分子に着目し、他の添

加すべきサイトカインを検討する。

その条件下でHDFからHSCの誘導

が生じるか in vitroでコロニー法、

分化誘導などを用いて形態的、機能

的に解析する。現在明らかになって

いる造血幹細胞の発生過程は、

Hemogenic endothelium (HE) がま

ず血管内皮細胞の一部から発生、同

細胞は CD41, CD106を発現してお

り、SCF, IL-6, FLT3, VEGF-Aの存

在下primitive, secondary HSCへと

分化すると報告されている。HDFを

HEへと分化させ、その後 HSCへと

分化させる 2段階の培養により

HDFからHSCへの誘導が可能であ

ると思われる。 

外在的な遺伝子導入を行わずに培

養条件の変化のみで細胞の分化が誘

導可能であるかどうか、この点が本

研究の目的である。myofibroblast

の一部を構成する細胞が IL-1βによ

って HSCへと誘導される可能性が

あり、詳細な観察を行い、また HDF

においてもHSCの誘導が確認でき

ればその臨床応用において非常に応

用範囲があり、有用であると考える。

特に再生不良性貧血の移植療法や、

化学療法後骨髄抑制が遷延している

症例、一部の骨髄異形成症候群で汎

血球減少が問題となっている症例に

対する新たな治療法の開発に役立つ

ものであると考えられる。また、生

理的にも造血幹細胞が造血発生の新

しい機序として ex vivo expansion

などにも臨床応用が可能となり、非

常に意義のある研究であると考える。  

 

３．研究の方法 

正常ヒト骨髄間質系myofibroblast

の中で IL-1βに反応するものを FACS 

を用いて選別する。その細胞群の表面

抗原を調べ、特に CD146, CXCR4な

ど HSCと共通する抗原に着目しなが

らサブクローン数種類に分割し、

IL-1βと共培養しながら CD34の発現

を観察し、誘導される分画を選別する。

選別した後その細胞群で発現してい



る表面抗原や遺伝子を調べ、細胞の純

化を試みる。knockout DMEM (低浸

透圧、高 glucose) と 20% knockout 

serum replacement (KSR) 培地、並

びに未分化 ES細胞、iPSC細胞培養

用培地で条件をかえながら培養を続

け、また各種増殖因子、抗体を添加す

ることで至適な培養条件を解析する

（形態変化、発現蛋白質、各種造血因子

及びその受容体の発現）。そのもとで

HDFを用いた実験を行う。無血清培地

で IL-1β及び他の増殖因子と共培養し、

形態変化、HSCで発現している遺伝

子群の発現、各種造血因子、同受容体、

その情報伝達系を司る分子の発現を

観察する。また poly (I:C) による刺激

や電気刺激による細胞の活性化を遺

伝子発現、形態変化の面で観察し評価

する。Poly (I:C)は細胞を未分化状態に

脱分化させると報告されている。また、

細胞刺激による脱分化に関する報告

では、核移植において PEGなどによ

る細胞融合に electric stimulation を

併行させることで移植効率が非常に

上昇するという報告があるためその

効果を併行して観察した。HEで発現

している CD31, CD41, CD34分子の

発現や、HSCで発現している SCL, 

GATA-1, CEBPa, PU-1など各種遺伝子

の発現を観察する。また、c-kit, FLT3, 

G-CSF receptor, EPO receptor, TPO 

receptor などの造血細胞の増殖因子受

容体、その情報伝達系に関与する蛋白質

の発現も観察し、発現誘導が認められた

ものに関してはその増殖因子を添加し

てサイトカイン依存性、細胞の形態、機

能、表面抗原の解析を行う。その後造血

因子添加コロニー法を用いて造血細胞

コロニーの形成能を観察する。形態変化、

表面抗原の変化並びに遺伝子変化を

観察し、in vivo NOD/SCID mouseを

用いた移植実験を行なう。移植後骨髄

で生成した細胞を用いて HSCの細胞

生物学的特性を in vitroにおいて評価

する。 

 

４．研究成果 

骨髄由来myofibroblastを IL-1β添加

３週間培養すると CD34, CD13, G-CSF 

receptor, VEGFR type-3, SCLなどの発

現が誘導され、その後 DMEM/F12 に

20% KSRで erythropoietin及び IL-1β

添加２週間培養すると GATA-1, CEBPa

といった転写因子の発現亢進が確認され

た。myofibroblastでは IL-1β添加によっ

て VEGF-A の産生亢進が確認されてい

るため、本 systemを用いた HDF培養時

に VEGF-A添加の有無による影響を観

察した。20% KSR添加 knock out 

DMEMに IL-1β, VEGF-A及び EPO添

加で培養すると CD34の発現が認められ

た。この条件で human antiVEGF-C 抗

体並びに human TNF-alfa 抗体を添加

すると CD34の発現が亢進した。しかし

細胞形態は fibroblast様であり、この状

態の細胞を DMEM/F12 に 20% KSR添

加培地で造血幹細胞用の成長因子である

SCF, IL-6, FL, EPO, TPO, G-CSF並び

に IGF-IIと共培養する（HSC培地）と

CD45の発現は軽度認められ SCL, 

GATA-1, CEBPa, PU-1など各種遺伝子

の発現も確認されたが形態的にはごく一

部の細胞が non-adherent cellとなった

だけであった。本細胞を NOD/SCID マ

ウスに 7.5 Gy 全身照射後移植してもヒ

ト由来造血細胞の生着は認めなかった。 

次に、poly (I:C)による刺激、並びに電

気刺激の影響を観察した。HDF を 20% 

KSR 添加 knock out DMEM に poly 

(I:C) (30 ng/mL) 添加し７日間培養し、



その後細胞を  電気刺激バッファー 

(0.25 M d-sorbitol, 0.1 mM Ca-acetate, 

0.5 mM Mg-acetate, 1 mg/mL 

fatty-acid-free BSA, 0.5 mM HEPES) 

に氷上 10 分孵置、電気刺激を 110 V か

ら 540V (0.2 cm electrode, gap)で行い

再度 k/o DMEM containing 20% KSRで

培養、その後 IL-1-b, EPO, VEGF-A, 

VEGF-C 抗体並びに TNF-a 抗体を添

加、または BMP-4 と VEGF-Aを添加後

２週間培養して HEへの誘導の有無を分

子発現で観察した。Poly (I:C) 添加によ

って Pax3 や DNMT3B、KLF4 といっ

た未分化細胞で認められる遺伝子の発現

亢進が確認された。HE 誘導培養では

CD31, 34, 41 の発現が確認された。その

後細胞を HSC 培地で培養すると SCL, 

GATA-2, CD34及び CD45といった抗原

の発現が確認された。しかし形態的には

HSC とは認められない細胞が大半であ

った。次に、新たに発売された iPSC 

(CERLENA) 培地を用いて同様の観察

を行った。また、iPSC培地での培養時培

地のみ、Noggin添加、IL-1β添加による

影響、並びに長期培養による変化を観察

した。長期培養では１か月以上、１日お

きに培養液を交換しながら行った。iPSC 

buffer 単独と比較し、IL-1β 添加 iPSC 

buffer では CD31, 41の発現が亢進した。

また未分化細胞で転写亢進される分子の

発現も確認された。２週間以上培養する

と VEGF-receptor type-1, type-2, 並び

に VE-cadherinの発現が亢進し、HE様

の形態変化も確認できた。その後 HSC

培地で細胞を培養すると、１割程度の細

胞が non-adherent mononuclear cellと

なり、一部 cpbblestone appearanceが確

認された。それらの細胞では SCL, 

GATA-1, GATA-2 分子の発現が認めら

れ CD45分子も発現が確認された。現在

NOD/SCID マウスを用いた移植により

human HDFから培養条件の変化のみで

誘導した HE 並びに HSC 細胞がマウス

で repopulate できるかどうか観察して

いる。 
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