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研究成果の概要（和文）：生後の血球は骨髄で産生され、白血病細胞の増殖の主な場も骨髄であるが、血球産生
においては環境が重要であり、最近、間葉系間質細胞が様々な因子を産生して正常および悪性の造血環境の主体
を担うことがわかってきた。私達は基本的転写共役因子複合体メディエーターを構成するMED1が様々な造血環境
因子を産生すること、中でもぺリオスチンを産生して正常および悪性造血の環境を担うことを見出した。ぺリオ
スチンは骨髄間質細胞で産生され、血球との接触により産生が促進し、インテグリンαｖβ３という受容体を介
して、骨髄間質細胞自身に、またおそらくは血球側にも直接、働くことによってこの機能を発揮すると考えられ
る。

研究成果の概要（英文）：Both normal and leukemic blood cells are produced and proliferate in the 
bone marrow, and these processes are now known to be supported by various soluble factors produced 
by the mesenchymal stromal cells. We have found that the MED1 subunit of master transcriptional 
coregulatory complex Mediator at least partially employs these processes through regulating 
production of a variety of soluble factors, and that periostin under the transcriptional control of 
MED1 supports normal and malignant blood cell production in these processes. Periostin is produced 
by the mesenchymal stromal cells, and the production is enhanced by a direct contact with blood 
cells. Periostin acts on mesenchymal stromal cells themselves, and probably also directly on blood 
cells, through its cognate receptor integrin αvβ3.

研究分野： 血液学・腫瘍学・分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 私達は約 30 個のサブユニットからなる約
2MDa の巨大な複合体メディエーターをクロ
ーニングし、本複合体が RNA ポリメラーゼ
II ホロ酵素複合体の構成成分であり全転写に
必須である一方、異なるサブユニットが様々
な転写因子と特異的に結合してシグナルを
最終的に統合する細胞内シグナル伝達の終
点であることを示した。このように、メディ
エーターは基本的な転写共役因子複合体で
あるが、そのサブユニットには全転写に必須
のコアになるものと、全転写には必須でない
が特異的アクチベーターのシグナルを受け
る特異的コアクチベーターの機能を持つも
のが存在する。私達は、特に MED1 サブユニ
ットが核内受容体や GATA1 に特異的なコア
クチベーターとして、細胞の増殖・分化・恒
常性に極めて重要な役割を果すことをこれ
までに示してきた。 
 私達は、血球においても、MED1 がレチノ
イン酸受容体(RARα) やビタミン D 受容体
(VDR)を介する顆粒球/単球分化や GATA1 を
介する赤芽球分化において担う役割とその
機序を示し、MED1 が様々な血球分化を司る
ことを明らかにした。さらに MED1 の造血ニ
ッチにおける役割を示して基本的転写共役
因子が特異的にニッチ機能を担うことを始
めて提唱した。このように、メディエーター
は造血全体の鍵を担う転写共役因子複合体
であることが明らかになってきた。 
 
２．研究の目的 
 造血ニッチは、骨髄の間葉系間質細胞
(MSC)などが構成する。これら間葉系細胞に
よる造血幹細胞 (HSC)支持の分子機構は
Ang-1/Tie-2、CXCL12/CXCR4、OPN/CD44、
N-cadherin、Wnt、Notch などが提唱されてい
る。 
 私達は造血ニッチで MED1 の造血支持能
における役割を解析するモデルとして造血
支持能が知られている胎児線維芽細胞(MEF)
を用いて検討したところ、MED1 欠損 MEF
の造血幹・前駆細胞(HSPC)支持能の低下を発
見した。MED1 欠損 MEF ではいくつかの分
子の発現が特異的に低下していた。私達はこ
のうちOPNとFGF7がMED1の下流にあり、
HSPC の支持・増殖機構の少なくとも一部を
担うことを証明し発表している。本研究は、
OPNと FGF7以外のMED1下流の分子につい
て、特にぺリオスチン（POSTN）に焦点をあ
て、HSPC や白血病細胞を支持するのかを調
べ、ニッチにおけるメディエーターの役割を
解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞培養。C57BL6 マウス由来 MEF、293T
細胞、OP-9 細胞、MS-5 細胞、MB-1 細胞を
用いた。 
 

(2) 骨髄細胞培養とコロニーフォーミングア
ッセイ。ゼラチンでコートした 12 穴プレー
トに、マイトマイシン C 処理を行った MEF、
MS-5、または OP-9 細胞を播種し、マウス骨
髄細胞または MB-1 骨髄芽球姓白血病細胞を
播種して共培養を行った。様々な濃度のリコ
ンビナントマウス（rm）POSTN、または抗
POSTN 抗体を添加して培養した。 
 長期培養では 4 週間培養後にトリプシンで
接着性及び非接着性の全ての細胞を剥がし
て回収し、メチルセルロース培地で形成され
たコロニーの数をカウントした。 
 
(3) DNA 合成能。24 穴プレートの共培養系に
BrdU を添加して 12 時間培養した後、細胞に
取り込まれた BrdU 量を測定した。 
 
(4) RNA 発現の定量。細胞から採取した total 
RNA を cDNA に変換し、RNA 発現量を定量
した。内部標準遺伝子として GAPDH を同時
に測定した。 
 
(5) ウエスタンブロットと ELISA。細胞抽出
液を SDS-PAGE により分画し、定法に従って
ウエスタンブロットで蛋白発現を調べた。
POSTN の定量には ELISA を用いた。 
 
４．研究成果 
(1) MED1 欠損細胞における POSTN 発現の減
少。MED1 欠損 MEF の POSTN の mRNA 発
現量を調べたところ、野生型に比べて約 4 分
の 1 に減少していた。しかし、MED1 欠損細
胞に MED1 を戻しても POSTN 発現は回復し
なかった。このことから、POSTN は MED1
の直接の標的遺伝子でなく発現誘導は間接
的であると考えられる。蛋白レベルの POSTN
の発現を培養上清の ELISA で検討したとこ
ろ、MED1 欠損上清で約半分に減少していた。 
 
(2) Periostin の発現細胞。マウス骨髄間質細胞
及びマウス骨髄細胞における periostin の発現
量を RT-qPCR で解析したところ、POSTN 
mRNA 発現はマウス骨髄細胞、マウス間葉系
幹細胞(MSC)、マウス骨髄間質細胞 OP-9 に認
められるが、マウス骨髄間質細胞 MS-5 細胞
における発現は極めて低かった。蛋白レベル
では、培養上清の POSTN 濃度は骨髄細胞の
ほか、間葉系細胞に発現していた。しかし、
その発現量はRNAレベルに比してOP-9細胞
では少なく、MS-5 細胞、MSC で多かった。 
 この結果より、POSTN は骨髄細胞と間質細
胞の両者が産生し、細胞間間隙に放出される
と考えられる。また POSTN が骨髄細胞に作
用するとすれば、マウス間質細胞からの傍分
泌と、マウス骨髄細胞自身の自己分泌との両
方の様式が考えられる。 
 
(3) MEF 由来 POSTN による骨髄細胞の増殖
と HSPC 維持。Med1−/− MEF は、野生型 MEF
に比べて造血支持能が低下する。寡少な



POSTN がこの形質に関与するか、我々は
Med1+/+ MEF または Med1−/− MEF と骨髄細胞
との共培養系に、抗 POSTN 抗体またはリコ
ンビナントマウス POSTN を添加して検討し
た。 
 Med1+/+ MEF と骨髄細胞との共培養系に抗
POSTN 抗体またはコントロールとしてウサ
ギ IgG を添加したところ、抗体添加群で骨髄
細胞数及び DNA 合成能、LTC-IC 数（HSPC
維持能を示す）が低下した。LTC-IC を形成す
るコロニーに赤芽球系と骨髄単球系の偏り
はなかった。一方、Med1−/− MEF と骨髄細胞
との共培養系にリコンビナントマウス
POSTN を添加したところ、コントロールに比
べ骨髄細胞数、DNA 合成能、LTC-IC 数が回
復した。骨髄細胞数の測定でトリパンブルー
染色陽性細胞はいずれも 5％以下であり、死
細胞に差はなかった。以上のことから、
POSTN が骨髄細胞の増殖と HSPC 支持を担
うこと、特にニッチ側の産生する POSTN の
重要性が示唆される。 
 
(4) マウス骨髄間質細胞 POSTN による骨髄
細胞増殖と HSPC 維持。MEF は骨髄間質細胞
ではない。そこで、マウス骨髄間質細胞 MS-5
と OP-9 を用いて MEF と同様の実験を行った。 
 MS-5 細胞との共培養の結果、POSTN 抗体
を添加するとコントロールに比べて骨髄細
胞数および DNA 合成能が有意に低下した。
一方、MS-5 との共培養系にリコンビナント
POSTN を添加すると骨髄細胞数及び、DNA
合成能が増加した。抗体による細胞増殖の抑
制は OP-9 細胞との共培養でも再現された。
以上の骨髄細胞数測定の際、トリパンブルー
染色陽性細胞はいずれも 5％未満であり、死
細胞に差はなかった。さらに、MS-5 細胞と
の共培養を、抗 POSTN 抗体の存在下で 8 週
間の長期的な培養を行い LTC-IC 数の評価を
行ったところ、LTC-IC 数は低下した。このさ
い、コロニーのタイプにはっきりした偏りは
指摘しえなかった。これらの結果により、
POSTN が培養系において骨髄細胞の増殖及
び HSPC の支持を行うとする仮説の妥当性が
確かめられた。 
(6) 骨髄細胞との共培養による間質細胞
POSTN の産生増加。血球とニッチ細胞の接着
による POSTN の発現の変化を培養上清
POSTN の ELISA で調べたところ、MS-5 細胞
と OP-9 細胞のいずれも骨髄細胞と共培養を
行うことによって分泌量が増加した。細胞内
ないし表面の POSTN は、共培養後も変化は
なかった、mRNA 発現は、MS-5 細胞では、
骨髄細胞と共培養して 6 時間後以降に、OP-9
細胞では 12 時間以後に、発現が著明に上昇
した。 
一方で、トランスウェルを用いて物理的な

接着を除外した上で骨髄細胞と共培養を行
ったところ、MS-5 および OP-9 のいずれの間
質細胞も POSTN の mRNA 発現の増加を示さ
なかった。このことから POSTN の発現増加

は細胞接着に依存することが示唆され、接着
の重要性を示唆する。また、POSTN の転写の
増加は共培養後、6 時間以上経過してから出
現することから、共培養による直後のシグナ
ル伝達を受けてのものではなく間接的な効
果によることが示唆され、増加した POSTN
は ECM 蛋白もしくはマトリセル蛋白として
細胞外に放出されてニッチ機能を担うと考
えられる。 

 
(7) POSTN受容体である Integrin αvβ3の発現。 
次に、POSTN が HSPC の支持を担う機序につ
いて検討した。POSTN 受容体として Integrin 
αvβ3 や αvβ5 が同定され、αvβ3 を介したシグ
ナルによりさまざまな生体内現象が引き起
こされる。そこで、αvβ3 を中心にその発現分
布を解析した。 
定量 RT-PCR によりマウスの間質細胞及び

骨髄細胞中のこれら Integrin の発現を調べた
ところ、骨髄細胞は β3 と β5 を多く発現する
一方、αv は少量であった。間質細胞や MEF
は様々な程度にこれらを発現していた。一方、
Western ブロットによる蛋白発現の解析では、
間質細胞とMEFとMSCはいずれも、αv、β3、
β5 を全て強く発現する一方、血球側では検出
感度以下であった。骨髄細胞全体で見ている
ため、造血幹細胞での発現は不詳であるが、
少なくとも骨髄全体としては POSTN 受容体
の発現はあってもごく少量であり、むしろ間
質細胞側に強い発現があることがわかる。 

 
(8) POSTN による MS-5 細胞の細胞内伝達の
活性化。MS-5 細胞は単独培養では POSTN の
発現が低いが、骨髄細胞との共培養で発現が
著増する。またその受容体を多量に発現する
(上記)。そこで、MS-5 細胞に外因性の POSTN
を添加すると Integrin の下流にシグナルが伝
達するかを調べた。MS-5 細胞にリコンビナ
ントマウス POSTN を添加すると、10 分後に
は、直接の下流である focal adhesion kinase
（FAK）及びその下流の MAP キナーゼ
（MAPK）のリン酸化が著明に誘導された。
同様の結果は OP-9 細胞でも観察された。こ
れらの結果より、POSTN が骨髄間質細胞上の
Integrin を介して骨髄間質細胞内にシグナル
伝達を行うこと、すなわちニッチにおいて
POSTN がオートクリンまたはパラクリンの
様式で、ニッチ間質細胞上の Integrin 下流シ
グナルを刺激することによって、間接的に
HSPC の支持が行われている可能性が示唆さ
れた。 
 
(9) POSTNによるニッチ依存性骨髄芽球性白
血病細胞株MB-1細胞の支持。OP-9細胞と
MS-5細胞の共培養系に抗POSTN抗体を添加
し、MB-1細胞の敷石状領域及び細胞数をカウ
ントした結果、敷石状領域形成能はOP-9では4
日目以降、MS-5では3 日目以降に抑制が確認
され、細胞数はいずれも4日目以降に低下した。
同様にDNA合成能もコントロールに比べ有意



に低下した。以上の結果より、抗POSTN抗体
がMB-1細胞の幹細胞様の性質を阻害するこ
と、すなわち白血病幹細胞ニッチの機能を低
下させることが示唆された。一方、MS-5細胞
とMB-1細胞との共培養系にリコンビナント
マウスPOSTNを添加したところ、MB-1細胞数
およびDNA合成能の増加が見られたが、敷石
状領域数に有意な差は見られなかった。
POSTNとIntegrinの交差性はヒトとマウスで
共通であるため、添加したPOSTNがMS-5細胞
に作用したのか、MB-1細胞に作用したのかは
明らかでないが、リコンビナントPOSTNが
MB-1細胞の増殖に関与し、より大きな敷石状
領域を形成させることが分かる。 
 
(10) まとめ。本研究で、①骨髄間質細胞と骨
髄細胞の両方から分泌される POSTN が
HSPC の支持に重要であり、②特に骨髄細胞
と接触した間質細胞が分泌する POSTN が重
要であって、③その機序の少なくとも一部に、
骨髄間質細胞の Integrin を介した間接的な機
序が存在することが強く示唆される。本研究
は造血ニッチ機構において POSTN が HSPC
や骨髄性白血病幹細胞の支持を担うニッチ
分子であることを示す最初の知見である。近
年、微小環境ニッチにおける幹細胞の制御機
構の研究が盛んであるが、今回私たちが造血
ニッチにおける ECM 蛋白の動態および、メ
ディエーターMED1 の関与を明らかにしたこ
とは、造血ニッチにおける造血幹細胞の支持
様式の謎を紐解くヒントの一つとなる。 
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