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研究成果の概要（和文）：我々はマウス顆粒球系・単球系前駆細胞(GMP)をVcam-1とM-CSFRの発現パターンにより3つの
亜分画にわける事に成功した。これらの純化した亜分画による機能解析の結果、Vcam-1hiM-CSFR-GMPはその分化能力が
好中球系に極めて限定的であることが確認され、マウス好中球系統特異的前駆細胞(NeuP)と定義した。同分画を用いた
網羅的遺伝子解析の結果、GMPより好中球特異的な遺伝子(G-CSFR, Gfi-1)の発現上昇と単球系関連転写因子(Irf8, Klf
4)の発現低下を伴い、好中球への系統決定がなされるという分化機構を解明した。

研究成果の概要（英文）：We, for the first time, could subdivide granulocyte/macrophage progenitor (GMP) 
population based on the expression pattern of Vcam-1 and M-CSFR: a fraction (10-20%) of GMPs expressed 
high level of Vcam-1. We found Vcam-1hiM-CSFR- GMPs, both on a single cell level and as a population, 
robustly generated neutrophils but no other lineages in vitro. In vivo transplantation assays also showed 
that Vcam-1hiM-CSFR- GMPs completely lacked monocyte/macrophage producing potential. Thus, we termed 
Vcam-1hiM-CSFR- GMPs as the NPs. Gene expression analyses revealed that Vcam-1hiM-CSFR- GMPs upregulated 
neutrophil-related genes (e.g., Gfi-1, G-CSFR) and downregulated monocyte/macrophage-related genes (e.g., 
Irf8, Klf4), clearly reflecting their differentiation potential. This newly classified population might 
be a useful tool for understanding the molecular mechanisms of physiological/pathological neutrophil 
development.

研究分野：血液学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 好中球数の減少は宿主を易感染状態へ
と誘い、臨床的に極めて深刻な状況をもたら
す。一方で、過剰な好中球増加や機能亢進も
また様々な臓器障害の原因となる(急性呼吸
窮迫症候群、炎症性腸疾患、関節リウマチな
ど)ため、好中球の恒常性は厳密な制御が要
求される。特定の細胞への分化メカニズムを
解明するためには、系統特異的前駆細胞の同
定が最もシンプルかつ有効な手段となるが、
好中球特異的前駆細胞は未だ純化に至って
いない。 
 
(2) 我々はマウス・ヒト造血系においてマル
チカラーFACS を用い、その骨髄中に common 
lymphoid progenitor (CLP)、common myeloid 
progenitor (CMP)、granulocyte/macrophage 
progenitor (GMP) 、
megakaryocyte/erythrocyte progenitor 
(MEP)といった前駆細胞群の単離に成功して
おり(Cell 91, 661-72, 1997; Nature 404, 
193-7, 2000; PNAS 99,11872-7,2002)、世界
的に血球分化のスタンダードモデルとして
認知されている。さらに、マウス GMP の下流
に eosinophil lineage-committed 
progenitor (EoP) 、 basophil/mast cell 
progenitor (BMCP) 、 basophil 
lineage-committed progenitor (BaP)、mast 
cell progenitor (MCP)を (J Exp Med 201, 
1891-7, 2005; PNAS 102, 18105-10, 2005)、
ヒト CMP の下流に EoP を (J Exp Med 206, 
183-93, 2009)同定した。 
 
(3) この技術を応用して、マウス GMP 中の
M-CSFR 陰性分画内に VCAM-1 を発現する好中
球 前 駆 細 胞 分 画 (neutrophil 
lineage-committed progenitor; NP)候補集
団を見出した。 
 
２．研究の目的 
（マウス） 
純化した NP 候補分画を用いて、in vitro で
の分化能を確認するとともに、致死量放射線
照射マウスに同系移植を行い、in vivo 分化
能を検証する。NP 分画を含む骨髄球系前駆細
胞群の遺伝子発現パターンをマイクロアレ
イで網羅的に解析し、これまでに報告のある
転写因子等の発現を確認するとともに NP 段
階で誘導・抑制される遺伝子群の pick-up を
行い、分化メカニズムを明らかにする。可能
であれば抽出された遺伝子群のうち特に発
現変化の大きい遺伝子に関して、過剰発現・
ノックダウン等の機能解析を進める。 
 
（ヒト） 
マウス NP 候補分画純化に用いたを我々がヒ
ト単球系前駆細胞に発現していると報告し
た Tim-3(Cell Stem Cell 7,708-17,2010)な
どと組み合わせて用いることで、マルチカラ
ーFACS 解析により、ヒト NP 候補分画を絞り

込む。同分画を我々のグループが樹立した新
規免疫不全マウス(C57/BL6 バックグランド
でRag2およびIL2rgを欠損したマウスにNOD
型 Sirpa 変異を導入した B6.Rag2nullIl2rgnull 

NOD-Sirpa ライン; BRGS)に異種移植し、より
生理的条件に近い状態での分化能を評価す
る。ヒト NP が純化可能となればマイクロア
レイでの遺伝子解析へと進み、将来的に好中
球がその病態に関与する疾患群の治療標的
因子を同定するための基盤確立を目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
（マウス） 
純化したマウス NP 候補細胞集団を液体培養
し、分化成熟した細胞について FACS での表
面抗原解析、光学顕微鏡による形態観察を行
う。サイトカイン条件を変化させ、分化に与
えるインパクトを評価する。Gr-1/CD11b を好
中球のマーカーとして、CD11c/HLA-DR を樹状
細胞のマーカーとして、M-CSFR をマクロファ
ージのマーカーとして用いる。その他、
IL-5Ra、FceRIa をそれぞれ好酸球、好塩基球
/肥満細胞のマーカーとする。コントロール
として、M-CSFR 陽性 VCAM-1 陰性細胞分画、
M-CSFR 陰性 VCAM-1 陰性細胞分画も同時にア
ッセイする。 
 
Actin-GFP マウスより純化した GMP 亜分画を
同系野生型マウス由来の造血幹細胞ととも
に、致死量放射線照射した野生型マウスに輸
注し、経時的に末梢血・骨髄・脾臓組織を採
取し、ドナー由来細胞（GFP 陽性）の分化系
統を確認する。我々の仮説が正しければ、GFP
陽性細胞が好中球にのみ認められる結果と
なる。 
 
イルミナ社のマイクロアレイを用いて、
M-CSFR 陰性 VCAM-1 陽性マウス GMP の遺伝子
発現パターンを網羅的に解析する。比較対照
としては、VCAM-1 陰性 GMP 分画および CMP
分画を用いる。好中球・単球への分化に関与
する既知の転写因子・サイトカイン受容体な
どの発現を検証するとともに、M-CSFR 陰性
VCAM-1 陽性 GMP で発現量の変化が大きく、機
能が明らかでない分子を pick-up し、レンチ
ウィルスを用いた過剰発現系やmiRNAを用い
たノックダウンの系で、その機能を明らかに
していく。 
 
４．研究成果 
マウス正常骨髄細胞を解析するとGMP分画の
およそ 10-20%に VCAM-1 が発現していること
が確認された。VCAM-1 は単球・マクロファー
ジ系細胞の分化に必須のサイトカインであ
るM-CSFの受容体(M-CSFR)と相互排他的に発
現していることから、好中球特異的前駆細胞
(NP)の細胞表面マーカーである可能性が高
いと考えられた。 
 



 
 

 
図 1. マウス骨髄球系前駆細胞における
VCAM-1 の発現 
 
FACS で分離したこれらの GMP 亜分画、
VCAM-1-/loM-CSFR- GMP(VCAM-1-/lo) 、
VCAM-1hiM-CSFR- GMP(VCAM-1hi) 、
VCAM-1-/loM-CSFR+ GMP(M-CSFR+)を用いて in 
vitro での分化能を比較検討した。好中球お
よび樹状細胞(DC)/マクロファージの両者に
分化可能なサイトカイン条件下（GM-CSF, FL, 
SCF 添加：GMFS condition）で、VCAM-1-/lo 分
画が好中球・DC/マクロファージをともに産
生するのに対し、VCAM-1hi 分画の分化能は好
中球に限定的であった(図 2)。メチルセルロ
ース培地を用いた単一細胞コロニーアッセ
イ法においても同様の結果が確認された。す
なわち、VCAM-1-/lo 分画および M-CSFR+分画が
好中球コロニー(CFU-G)・マクロファージコ
ロニー(CFU-M)に加えて両者の混在する
CFU-GM を形成する一方で、VCAM-1hi分画はほ
ぼ CFU-G のみを形成した。これらの結果から
VCAM-1hiGMP 分画が NP と定義された。 
 
図２．GMP 亜分画の in vitro 分化能 

 
次いで、GMP 亜分画の in vivo 分化能を評価
した。Actin-GFP マウス由来の VCAM-1-/lo、

VCAM-1hi分画をそれぞれ 10000〜100000 細胞
sort し、放射線照射後の C57BL/6J マウスに
移植した。Day5 の末梢血・骨髄中に、少数の
ドナーキメリズム(GFP 陽性細胞)が確認され、
VCAM-1hi分画は好中球にskewした分化能を示
した(図 3)。 

 
図 3. VCAM-1hiGMP(NP)の in vivo 分化能 
 
最後に、好中球へのコミットメント(系統決
定)メカニズムを明らかにするため、遺伝子
発現パターンをマイクロアレイで比較し、好
中球・単球系関連のいくつかの遺伝子を
pick-up して qPCR での解析を追加した。
VCAM-1-/lo 分画から VCAM-1hi 分画へと分化
が進むにつれ、好中球関連遺伝子(G-CSFR, 
Gfi1)の発現は upregulate される一方で、単
球系関連遺伝子 (Irf8, Klf4) の発現は
downregulate されていた(図 4)。 
 

 
図 4. 系統関連遺伝子発現の変化 
 
本研究により、マウス GMP 中に存在する
VCAM-1hiM-CSFR-分画が好中球系にコミットし
た NP であることが明らかとなった。この事
は逆に、オリジナルの GMP が少なくとも NP
を含む雑多な細胞集団であることを示して
おり、真に bi-potent な GMP は VCAM-1-/lo分
画にのみ存在することを示している。 



新たな知見を反映したマウス骨髄球系細胞
の分化モデル図を図 5に示す。 
 

 
図 5. マウス骨髄球系細胞の分化模式図 
VCAM-1-/lo の定義を加えた系統バイアスのな
い revised GMP から好中球へコミットした NP
と単球系分化にskewした M-CSFR+ GMPが分化
してくる。 
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