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研究成果の概要（和文）：ヒト造血幹細胞(HSC)への放射線障害をヒト間葉系幹細胞(MSC)がもたらす防護効果の視点か
ら評価するため、新しいヒト化マウスモデルの構築を試みた。超免疫不全マウス(NOG)の骨髄内にHSCとMSCを直接共移
植することにより、マウスにおけるヒトの骨髄内造血環境の再構築を行った。移植後８週目から１２週目では末梢血中
でのヒト造血細胞を確認することは難しかったが、全採血、及び各組織の解析結果から、既に肝臓、脾臓、骨髄などの
組織において多様なヒト造血細胞、間質細胞の生着が認められた。今後、このヒト化マウスを用いることでヒトHSCに
対する放射線障害をin vivoで多面的に解析できる可能性を提示した。

研究成果の概要（英文）：We tried to establish a novel humanized mouse model to evaluate radiation damage 
in human hematopoietic stem cells (HSCs) from the viewpoint of the protection effect of a human 
mesenchymal stem cells (MSCs). Human HSCs and MSCs were co-transplanted directly intra-bone marrow of 
hyper immunodeficiency mouse (NOG) to reconstitute the human hematopoietic environment in the mouse 
model. Various human hematopoietic cells and stromal cells were recognized in liver, spleen, bone marrow 
and WBCs by flowcytometrical and immunohistochemical analyses, however human hematopoietic cells were 
difficult to be detected in the peripheral blood at 12th week from the 8th week after the 
transplantation. Here, we presented a possibility that radiation-induced damage to human HSCs can be 
analyzed multilaterally in vivo by using our humanized mouse model in the future.

研究分野：腫瘍生物学
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１．研究開始当初の背景 
  高線量の放射線による身体への影響として、
暴露された組織においてDNA 損傷に伴う細胞
死（アポトーシス）により、皮膚障害や骨髄
における造血障害、小腸上皮の変性などの急
性障害が生じることが知られている。これら
放射線が人体に及ぼす影響について、これま
で多くの動物モデルを用いた解析が行われた。
しかし、ヒトとヒト以外の動物種では放射線
による障害性や修復能力に差があるため、動
物モデルで得られた知見は必ずしもヒトに応
用できないという問題があった。 
 近年、NOD/Scid,IL2Rγnull(NOG：Ito M et 
al., Blood 100:3175–82,2002.またはNSG：
Shultz et al., J Immunol 174: 6477–6489, 
2005)マウス等の超免疫不全マウスの登場に
より、ヒト細胞の生着効率が大きく改善し、
ヒト生体内における病原体の感染や疾患発症
モデルとして多岐にわたる利用が可能となっ
た。中でもNOG マウスは放射線処理による移
植前処置を行わなくとも、ヒト造血幹細胞が
生着することが知られており (Watanabe et 
al., J Virol 81: 13259–13264, 2007)、放射
線障害に伴う生体反応を解析するためのモデ
ルとして期待された。しかしヒト造血幹細胞
のみを尾静脈、もしくは腹腔内から移植する
系では、低線量の放射線であってもヒト造血
幹細胞は著しく減少し、放射線障害から回復
する過程を継続的に評価することができなか
った (Wang et al., Int J Rad biol 89: 
132-137, 2013)。 
 本来、ヒト骨髄では間質細胞などの複数の
支持細胞から構成される微小環境が形成され、
造血幹細胞を様々なストレス要因から保護す
るとともに、造血幹細胞の幹細胞性を維持し
ていると考えられている (Wilson et al., 
Nat Rev Immunol 6: 93-106, 2006) 。そこで、
我々はヒト造血幹細胞とヒト間葉系幹細胞を
NOG マウスの骨随内に直接共移植することで
ヒト骨髄微小環境をマウス内に構築し、個体
レベルでヒト造血幹細胞に対する放射線の影
響を解析することを考案した。 
  また我々の研究グループでは、間葉系幹細
胞から放出される液性因子の中からエキソソ
ームと呼ばれる小胞に着目し、これが放射線
照射した培養細胞のアポトーシスを抑制する
ことを見いだした。また、被ばくした細胞で
は、エキソソームの取り込みが高まることも
明らかにしている(Hazawa et al.,BBRC : 20 
14)。これらの結果からエキソソームが生体内
においても放射線障害を軽減する効果を発揮
する可能性は高い。しかし、このエキソソー
ムによってもたらされる、マウス細胞とヒト
細胞間での分子相互作用と、本来のヒト細胞
同士の分子相互作用では、作用機序そのもの
が大きく異なる可能性が懸念される。その観

点からも、実際にヒト生体内で行われている
反応により近く、個体レベルでの解析を行え
る、本研究のヒト化マウスモデルが最も適し
ていると考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、放射線による造血幹細胞への障害
をMSCがもたらす防護効果の視点から評価す
るためのヒト化マウスモデルを構築し、その
効果を細胞、組織、および個体レベルで複合
的に評価することを目的とする。更に、造血
幹細胞、および間葉系幹細胞の細胞間コミュ
ニケーションに注目し、エキソソームを中心
とした液性因子による放射線障害保護効果の
作用機序を解析することを試みる。 
 
３．研究の方法 
(1) 間葉系幹細胞、および造血幹細胞の調整 
 ヒト骨髄単核細胞（BM-MNCs、ロンザジャパ
ン株式会社より購入）中に存在するCD34陽性
造血幹細胞、およびCD271陽性間葉系幹細胞を
表面抗体と磁気ビーズを使いて精製した。回
収された細胞は表面マーカーをもとにフロー
サイトメーター(FCM)により純度を確認する
とともに、造血幹細胞はコロニーアッセイで
分化能力を評価することで品質管理を行った。
また精製した間葉系幹細胞は培養プレート上
に播種し、表面に接着後増殖してきたものだ
けを継代培養して増幅した。しかしながら骨
髄単核細胞から得られる間葉系幹細胞は造血
幹細胞と同様に少数でしかないため、実験に
必要な細胞数を確保するために時間を要した。
そこで別途、ロンザジャパン株式会社よりシ
ングルドナーのヒト骨髄間葉系幹細胞を購入
し、同時に増幅することとした。 

(2)ヒト化マウスの作製 
 調整したヒト骨髄由来の造血幹細胞（1〜
5×104）と間葉系幹細胞（5×105〜2×106）を
混合した状態で、前処置として 1Gy のγ線を
照射した NOG マウス下肢大腿骨髄内へ移植
した。移植したヒト細胞の生着は約 4週間毎
に末梢血中のヒト CD45 陽性細胞を FCM によ
り測定することで確認した。更に、各組織へ
のヒト細胞の浸潤は各ヒト抗体を用いた FCM
解析と免疫組織化学により解析した。ヒト血
液細胞の解析には CD34、CD38:造血幹細胞、
CD45: 白血球細胞、CD3: T 細胞、CD19：B 細
胞、CD4、CD8：免疫 T 細胞、CD11b：単球・
マクロファージ、CD14：単球などを用い、間
葉系幹細胞の解析には CD29、CD106、CD166、
CD105、CD44、CD90、CD73、CD31,Sca-1 など
を用いた。また、ヒト細胞の組織内局在を確
認するため、抗ヒト nucleoli 抗体を使用し
た。 
 移植後 18 週目までに末梢血リンパ球細胞
の10％以上をヒトCD45 陽性細胞が占めるこ
とが確認されたマウスを、ヒト造血細胞の生



着が成功したヒト化マウス(IBMI-huNOG)と
して選別し、放射線照射実験に用いることと
した。 

(3) 間葉系幹細胞由来エキソソームの濃縮
と回収 
 あらかじめ超遠心によりエキソソームを除
去した血清成分を用いて調整した増殖培地を
使用して、間葉系幹細胞培養72時間目の培養
上清からエキソソームを回収した。濃縮には
遠心機と精製カラム (exoEasy Maxi Kit、株
式会社キアゲン) を用いた。 

(4) 間葉系幹細胞の機能解析 
 移植実験と平行して間葉系幹細胞の放射
線障害に対する防護効果を in vitro で検討
するための系を準備した。 
①間葉系幹細胞培養 48 時間目の培養上清を
用いてヒトサイトカイン抗体アレイ(ab1339 
98、Abcam)を行い、放射線障害防護効果の作
用機序となりうる液性因子の発現を確認し
た。 
②高線量(12Gy)のγ線を照射したヒト臍帯
静脈内皮細胞(HUVEC)を対象に、Transwell を
用いた間葉系幹細胞との非接触型共培養を
行った。培養 48 時間後にトリパンブルー染
色による死細胞数と Annexin V Assay Kits 
(Enzo Life Sciences)を用いたアポトーシス
細胞数の推移から、放射線障害により誘導さ
れる細胞死を抑制する効果を評価した。 

(5) 間葉系幹細胞由来エキソソームの放射
線障害保護効果の評価 
 in vitroにおいて間葉系幹細胞の造血幹細
胞に対する放射線障害防護効果を検討する
ため、CD34 陽性造血幹細胞へ 4Gy のγ線照射
を行い、間葉系幹細胞の培養上清から精製し
たエキソソーム 50μg/ml を培養液中に添加
することで造血幹細胞への影響が認められ
るかを、コロニーアッセイ(MethoCult H4435 
Enriched、株式会社ベリタス)を用いて検討
した。コロニー数は培養 7 日目と 14 日目に
計測した。 
 
(6)huNOG マウスにおける放射線照射後の造
血幹細胞への影響解析(継続中) 
  骨髄内におけるヒト造血幹細胞への放射
線の影響を評価するため、huNOG に全身照射
で 0〜4Gy のγ線照射を行う。また、特定の
組織障害を対照とする場合にはより高線量
を局所照射により実施する。骨髄については、
2 週間毎に末梢血中のヒト白血球数を測定
し、15 週目までの生存率とヒト血液細胞の
キメリズムを記録して造血障害からの回復
程度を評価する。同時に、放射線によるヒト
造血幹細胞(CD34+、CD38-)へのダメージを解
析するためソーティングにより分取し、コロ
ニーアッセイによる分化能の評価と、発現遺
伝子解析によるパスウェイ解析などを行う。
骨髄、肺、胸腺、リンパ節、脾臓、皮膚、小

腸上皮などの組織を採取し、病理組織解析に
より放射線障害の程度を評価する。また、必
要に応じて BrdU やγH2AX などの細胞染色を
行い、アポトーシス抑制や DNA 損傷の修復な
ど放射線応答性の分子機序の活性を調査す
る。これらの解析結果を総合して放射線障害
を評価する。 
 
４．研究成果 
(1) IBMI-huNOG マウスの作製  
 ヒト骨髄単核細胞から精製した造血幹細
胞と間葉系幹細胞をNOGマウスの下肢大腿骨
内に移植し、末梢血中のヒト血液細胞を FCM
解析により測定することでマウス骨髄内で
のヒト造血の成否を確認した。直接骨髄内へ
細胞を注入することから、尾静脈からの移植
に比べて早期にヒト造血が成立するものと
予想していたが、期待に反して移植後 12 週
目を過ぎても末梢血中のヒト血液細胞のキ
メリズムは上がってこなかった。そこで、何
匹かのマウスをサンプリング調査したとこ
ろ、末梢血中にヒト血液細胞が認められない
個体であっても、全採血、および肝臓、脾臓、
骨髄内には多様なヒト細胞が存在している
ことを発見した(図１)。 
  FCM 解析の結果からは、肝臓中に僅か
(0.1％以下)ではあるが CD34 陰性/CD38 陽性
（Mid〜High）が存在することを確認した。
そこでヒト nucleoli に対する免疫組織染色
を行い局在する細胞を観察すると、明らかに
肝細胞とは異なる小型の細胞が類洞に沿っ
て散見された。細胞数が少ないことから血流
に乗って流入した細胞の可能性が高いと考
えられる。脾臓においては 1%前後の割合で
CD19 陽性細胞を認めた。またやはり 1〜2%程
度の CD34 陰性/CD38 陽性（Mid〜High）集団
と 0.05％の CD34 陽性/CD38 陽性集団が存在
した。免疫組織染色では脾柱や中心動脈周辺
に、はっきりとした陽性細胞が多いという像
が得られた。一方、骨髄中にはヒト細胞が多
く存在し、11.7%の CD19 陽性細胞と 2.43%の
CD3陽性細胞が認められた。更に、CD34とCD38
により展開すると 11.7%の CD34 陰性/ CD38
陽性（High）、1.59%の CD34 陽性（Mid）/ CD38
陽性（High）、2.45%の CD34 陰性（または Low）
/ CD38 陽性（mid）、0.16%の CD34 陽性（Low）
/ CD38 陽性（mid）から成る４つの細胞集団
が現れた。これらの集団は階層化された造血
幹細胞を示している様に見える。FCM 解析に
用いた大腿骨、脛骨、および骨盤は細胞を移
植した下肢とは反対側であることから、移植
した造血幹細胞が遊走し、生着したものと考
えられる。実際、免疫組織染色では多くの陽
性細胞が密集した塊を形成している像が観
察された。更に、骨髄の内骨膜に接している
細胞についても確認するため、骨を破砕し、
コラゲナーゼ処理を行って、細胞を回収した。
FCM による解析の結果、12%近い CD31 陽性細
胞を認めた。また極めて少数であるが 0.048%
のCD105陽性集団と0.63%のCD73陽性細胞集



団が存在した。しかし２つの細胞集団は重複
することはなく、典型的な間葉系幹細胞の表
現型を持つ細胞は認められなかった。 
  これまでの結果から、骨髄内でのヒト造血
は既に始まっており、他の組織への細胞の遊
走も認められた。そこで、残りの NOG マウス
を用いて研究を継続し、本研究の計画に沿っ
て、huNOG マウスにおける放射線照射後の造
血幹細胞への影響解析を行っていく予定で
ある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       (図 1) IBMI-huNOG マウスの解析 

(2)間葉系幹細胞の機能解析 
 はじめにサイトカイン抗体アレイによっ
て骨髄由来間葉系幹細胞が発現する液性因
子の大まかなプロファイリングを行った。結
果は過去の論文等により多くの報告がなさ
れている通り、MCP-1, OPG、TIMP-1,TIMP-2 
IL-6、IL-8、MIG、GRO、VEGF、BDNF、Angiogenin
といった、骨や脂肪、軟骨の分化誘導に関わ
る因子や、液性免疫の制御、細胞の走化性誘
導、サイトカイン産生誘導、血管新生の制御、
などの多様な機能的液性因子を産生する細
胞あることが確認された。 
 そこで次に、放射線照射した HUVEC との共
培養法を用いて、間葉系幹細胞が放射線障害
による細胞死を抑制する効果を持つかを検
証した。その結果、骨髄由来の間葉系幹細胞
では有意な効果は認められなかった。一方で、
骨髄間葉系幹細胞の不死化細胞株(UE6E7 
T11)においては共培養および培養液添加の
いずれにおいても比較的顕著な細胞死抑制
効果が認められていることから、以後、この
細胞株をボジティブコントロールとして置
き、移植に用いる間葉系細胞の機能評価を行
うこととした。 

(3) 間葉系幹細胞由来エキソソームの造血
幹細胞に対する放射線障害保護効果 
  間葉系幹細胞由来のエキソソームが造血
幹細胞に対する放射線障害防護効果を持つ

かどうか、コロニーアッセイを用いて検討し
た。4Gy のγ線照射は培養液中の造血幹細胞
にとって致命的な線量であるため、形成され
るコロニー数が極めて少なく有意差を出す
ことが出来ていないが、培養７日目(図２)、
および 14 日目にエキソソームを添加した培
地で形成されるコロニー数は、エキソソーム
を添加しないものよりも多かった。また、14
日目にはエキソソームを添加しないもので
は、細胞が衰弱し、コロニーは消えてしまっ
たが、エキソソームを添加したものではコロ
ニーの半数は維持されていた。より適切な条
件設定が必要であるが、間葉系幹細胞由来の
エキソソームが造血幹細胞に対する放射線
障害を軽減させている可能性を示唆するも
のであった。 
  

(図 2)γ線照射した造血幹細胞によるコロニーアッセイ 
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