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研究成果の概要： 
妊娠および性ステロイドホルモンであるエストロジェンは、リンパ球分化の極めて初期の段階

を抑制することを明らかにした。そのメカニズムとして、エストロジェンが骨髄造血環境を構

築する間質細胞に作用し、Wnt シグナルの調節分子として知られる soluble Frizzled-related 
protein 1 (sFRP1)の分泌を亢進させること、さらには sFRP1が未分化な造血前駆細胞に作用
してリンパ球への分化を抑制することを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 造血幹細胞がどのような過程を経てさ
まざまな役割を持つ血球細胞に分化するの
か明らかにすることは、造血器腫瘍の「腫瘍
幹細胞」の由来を考える上で必須であり、特
定の分子・遺伝子・細胞を標的とした先端医
療への応用につながる。リンパ球造血に関し
ては、これまで造血幹細胞の下流に位置する
多段階の前駆細胞が同定され、細胞の機能的
な成熟がどのようなメカニズムで進行する
のか明らかにされてきた。しかしその最も初
期の段階、すなわち”いつどのように造血幹

細胞からリンパ球への分化決定がなされる
のか”は、不明なままであった。 
 
(2) 申請者らは女性ホルモン estrogen が成
獣マウスの B リンパ球造血を抑制すること、
リンパ球造血の比較的早期の段階が影響を
受けることを明らかにしていた。その現象は、
加齢やストレスに伴う造血機能の変化との
関連も推測され、興味が持たれていたが、
estrogen のリンパ球造血抑制作用に関する
詳細なメカニズムは不明であった。 
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２．研究の目的 
(1)本研究の根幹となる目的は、造血幹細胞
からリンパ球系への初期分化について解析
し、その生理的な過程と制御機構を解明する
ことであった。 
  
(2) 新しく開発された遺伝子改変マウスで
ある Rag1/GFP knock-in mouse を用いて、妊
娠および estrogen がリンパ球初期分化のど
の段階を抑制するか精緻な解析を行うこと
を第１の目的とした。 
 
(3) Estrogen がリンパ球造血を抑制する分子
生物学的なメカニズムの解明を第２の目標
とした 
 
３．研究の方法 
(1) Rag1/GFP knock-in mouse を用い、妊娠
期および estrogen 投与後のマウスの骨髄・
脾臓・胸腺におけるリンパ球造血の変化を調
べた。骨髄造血幹細胞分画（Lineage- Sca1+ 
ckitHi; LSK 分画）に存在する Rag1 陽性早期
リンパ球前駆細胞数の変化を調べた。 
 
(2)リンパ球造血を効率良く支持する骨髄間
質細胞(Adult MSC)と支持しない骨髄間質細
胞(Fetal MC)の２種類の細胞を作製した。そ
れらの細胞の発現遺伝子を
differential-display PCR 法にて比較し、さ
らに estrogen にて発現量の変化することを
指標に、リンパ球造血に関与する候補遺伝子
を選別した。 
 
(3)Estrogen receptor 欠損マウスの骨髄か
ら樹立した間質細胞と野生型マウスの骨髄
から樹立した間質細胞を、estrogen 存在化・
非存在化で培養し、発現量が変化する遺伝子
を microarray にて検索した。 
 
(4)上記の方法で分泌蛋白を中心に候補遺伝
子を絞り込んだ。得られた候補遺伝子の正常
または妊娠期のマウス骨髄における発現を、
免疫染色法と半定量的 PCR 法にて検討した。 
 
(5)得られた候補遺伝子を間質細胞に導入、
またはヒト免疫グロブリンとの融合遺伝子
を作製して分泌蛋白として精製し、各種リン
パ球培養系に添加して作用を調べた。 
 
(6) 得られた候補遺伝子が正常造血前駆細
胞においてどのようなシグナル伝達系を活
性化するか検討した。 
 
４．研究成果 
(1)妊娠期およびestrogen 投与後のマウスの
骨髄では、LSK分画に存在するRag1陽性早期リ
ンパ球前駆細胞が著明に減少した。その機序

として、生体内での局在の変化や分化誘導は
否定的であった。 
 

 
 
(2)間質細胞におけるestrogen誘導発現遺伝
子としてWntの細胞外調節分子であるsFRP1を
同定した。SFRP1はリンパ球支持能を持たない
間質細胞(Fetal MC)で発現が高かったことか
ら、リンパ球造血に対する抑制分子として作
用する可能性が推測された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) Estrogen receptor alpha 欠損マウスお
よびestrogen receptor beta 欠損マウスの解
析から、estrogenのリンパ球造血抑制作用に
はreceptor alphaが必須でありbetaは関与し
ていないと考えられた。Estrogen receptor 
alpha 欠損マウスの骨髄から樹立した間質細
胞と野生型マウスの骨髄から樹立した間質細
胞を比較した結果、sFRPの誘導にはreceptor 
alphaが必須であることが分かった。 



 

 

 
(4) 正常骨髄の免疫染色にて、骨組織表面に
存在する間質細胞や血管内皮細胞にsFRP1の
発現を認めた。妊娠期およびestrogen投与後
のマウスの骨髄ではその発現が上昇した。 
 
(5)リンパ球培養実験にてsFRP1は、造血幹細
胞分画からのBリンパ球産生を濃度依存性に
抑制した。骨髄赤芽球系細胞のコロニー形成
には影響しなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(6)Wnt3aもリンパ球培養にて抑制作用を示し
、sFRP1はそれに対して特定の濃度において拮
抗作用を示した。しかしsFRP1は外来性のWnt
非存在下でもリンパ球産生を抑制したことか
ら、Wnt非依存的に造血幹細胞レベルの細胞に
作用すると考えられた。 
 
(7)LSK細胞をsFRP1存在化で培養したところ、
b-catenin系の活性化が免疫組織染色および
ウエスタンブロット法で確認された。 
 
(8)マウス骨髄から造血幹細胞分画、早期リン
パ球前駆細胞分画、共通リンパ球前駆細胞分
画、共通骨髄前駆細胞分画をソーティングし
、Wntに対するreceptorであるFrizzledの発現
を調べた。その発現は、血球の分化とともに
急速に減弱することが明らかとなった。 
 
 本研究課題の成果は、哺乳類の妊娠期に母
体のリンパ球造血が極めて初期の段階で抑制
されるという事実を改めて証明した。さらに
そのメカニズムとして、近年発生や発癌など
いろいろな分野で注目されているWntシグナ
ルの活性化の関与を示した。SFRP1はこれまで
Wntの作用阻害分子と考えられていたが、濃度
や標的細胞によってそれ単独でWntシグナル
を活性化できる可能性が示唆された。以上の
知見は、リンパ球造血制御機構における新た
なメカニズムを提唱したのみならず、Wntシグ
ナル調節機構に対しても定説の修正の必要性

を示唆するものであったため、２００７年の
米国血液学会において口演発表とtravel 
awardを得た。現在本課題をさらに発展させ、
生体内でのsFRP1の機能を明らかにすること
を目的に、sFRP1過剰発現マウスを作製し解析
を行っている。今後は、sFRP1によるWntシグ
ナルの調節異常が、リンパ球系の発癌に関与
するのか、加齢による免疫系の機能低下とど
のように関連しているのか解析したいと考え
ている。 
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