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研究成果の概要（和文）：造血現象を制御する、いわば造血の「畑」ともいえる造血微小環境において、その構
成細胞であるストローマ細胞の役割について検討した。ストローマ細胞は恒常的造血、またストレス下の反応性
造血において、サイトカイン産生、接着因子による情報伝達などの機序を介して造血細胞の増殖、分化を制御
し、同時に造血細胞保護機能を有するなど造血現象の中心的役割を担っていることが、in vivo、in vitroの両
面からの検証により明らかとなった。ストローマ細胞機能の量的、質的障害は、貧血など造血障害などの病的動
態に深くかかわっていることが明らかとなり、今後の造血器障害治療の新たな展開の可能性を示唆する結果が得
られた。

研究成果の概要（英文）：The hematopoiesis is regulated by stromal cells, as distinguished from 
hematopoietic cells in hematopoietic microenvironment. In this study, the stromal cells were shown 
as an essential compartment for regulating the proliferation and differentiation of hematopoietic 
cells by producing various cytokines and adhesion molecules. Furthermore, stromal cells protected 
the hematopoietic cells from biological stresses and keep the homeostasis of hematopoietic 
phenomena. These findings were verified by in vivo and in vitro examinations. The results showed the
 importance of stromal cells in hematopoietic microenvironment and the qualitative and quantitative 
impairment of stromal cells may result in the hematopoietic disorders.   

研究分野： 造血組織
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
造血微小環境は、線維芽細胞、脂肪細胞、

血管内皮細胞、骨芽細胞、マクロファージ等
の細胞からなる造血幹細胞をとりまく様に
複雑に存在する「ストローマ細胞」と総称さ
れる間質系細胞より構成され、造血幹細胞の
増殖・分化を制御していると考えられている。
これら細胞は個々の機能を発現するととも
にお互いが関連しあいながら総合的に造血
幹細胞に影響を与えていると推測されてお
り、このような造血の場は「niche、ニッチ
ェ」とも呼ばれている。しかしながら生体内
で niche がどのように構成され、それぞれの
細胞がどの様な役割を担っているかについ
てはほとんど解明されていない。本研究者は、
ストローマ細胞の試験管内培養法を開発し、
in vitro での造血現象の再現に成功し、造血
現象におけるストローマ細胞機能について
検討を重ねてきた。特に造血制御機構におい
て、アポトーシス誘導を介した負の制御機構
の存在を確認し、細胞膜結合型因子および低
分子液性抑制因子の産生を介してストロー
マ細胞がその中心的役割を果たしているこ
とを初めて報告し、機能的分子の分離に成功
した。ストローマ細胞機能については国内外
においても多数の報告があり、ストローマ細
胞が産生する造血幹細胞の増殖、分化に関与
する多くの造血因子が発見され、そのいくつ
かはすでに貧血等に対する治療薬として臨
床応用が開始されている。しかしながらこれ
ら造血因子は造血現象をあくまで断片的に
支持しているにすぎず、事実、長期間にわた
り人工的造血現象を再構築するまでには至
らず、また維持される造血細胞も特定の系統
の血球系に限定されている。この原因として、
従来の研究のほとんどが in vitro で行われて
おり、複雑な要素から成り立っている生体に
おける造血現象の解明に対するアプローチ
がほとんど行われていなかったことが挙げ
られる。 
近年、解明の手がかりとなるモデル動物が

見 出 さ れ た 。 老 化 促 進 マ ウ ス
(Senescence-accelerated mice: SAM)と呼ば
れるマウスは、AKR 系マウスの変異型であ
り正常マウスに比較してはるかに寿命が短
い(約 40-50 週)特徴を有する。このマウスの
造血系について検討した結果、約 30 週齢頃
より貧血症状が発現することが観察され、こ
の異常は「種」である造血幹細胞自身には全
く機能的障害は認められないものの、「畑」
である造血微小環境機能に問題を有するこ
とが明らかとなった。本研究は SAM を用い
て正常マウスとの比較実験を行うことによ
り、生体内 niche におけるストローマ細胞の
構成様式および造血制御機構を解析し、さら
に異常造血微小環境の正常化(治療)の可能性
を検討することを目的とする。 
特に本研究者は、生体における造血組織を

反映する三次元的 in vitro 培養法などストロ
ーマ細胞を研究するに適した実験モデルの

開発に成功した。これらの新規開発手段を用
いて、in vivo および in vitro 両面からアプ
ローチすることにより、ストローマ細胞固有
の機能の解析、造血現象の実態の解明が可能
となってきた。 

 
２．研究の目的 
造血現象は造血幹細胞という「種」が、造

血微小環境という「畑」において育つ過程を
示すものであり、種､畑いずれの欠陥も結果
的に貧血など造血器疾患の原因となる。本研
究は「畑」である造血微小環境の構成要素と
しての「ストローマ細胞」に注目し、生体内
(造血組織)における存在様式について、また
これら細胞が実際にどの様に造血幹細胞の
増殖、分化に関わりを持って機能しているか
を in vivo 標本を用いて解析し、さらに新規
に開発した三次元培養法を用いた in vitro の
面からも検証することにより造血制御機構
を解明し、「正しい畑を構築する」という観
点から造血器疾患の新規治療法の開発を試
みることを目的とする。 

 
３．研究の方法 
多種の細胞より構成される「ストローマ細

胞」は in vitro では培養皿底面に付着して発
育する細胞として観察可能である。しかしな
がら生体内造血組織におけるこれら細胞の
存在様式、また実際に造血幹細胞の増殖、分
化にどのような関わりを持って機能してい
るかについては具体的な報告はない。本研究
ではストローマ細胞に対する特異的抗体を
用いた免疫組織学的検討を行い造血組織に
おけるストローマ細胞の分布様式について
SAMおよび正常マウスとの比較検討を行う。
また造血因子産生等を指標として造血支持
機能について比較検討を行う事によりスト
ローマ細胞の機能評価を行う。さらにこれら
の研究成果を踏まえて in vitro での三次元培
養を行い、同様にストローマ細胞機能のより
詳細を検討する。この際に恒常的造血状態に
おいては造血因子産生が顕著でないことが
予想されるため、炎症反応を惹起する菌体外
毒素である lipopolysaccharide(LPS)、造血障
害を引き起こす抗がん剤である cytarabine
といったバイオストレス下における反応性
を観察することにより、ストローマ細胞の造
血制御機能について検討を行う。なおこの際
には、血球の分化マーカーを用いた造血細胞
の分化、成熟制御への影響、さらに血球細胞
の細胞周期にあたえるストローマ細胞の影
響について観察を行うことより、血球増殖、
分化へのストローマ細胞の制御メカニズム
についての詳細を具体的に検討する。 

 
４．研究成果 
(1) SAM のストローマ細胞の特徴 
 SAM は若年期には正常の造血を認めるが
(non-stromal cell impairment mice: 
non-SCI)、30 週齢以降加齢と共に貧血等の



血液学的異常所見を呈し、その原因としてス
トローマ細胞機能異常に起因することが明
らかとなった (stromal cell impairment 
mice: SCI)。本年度はストローマ細胞の主要
な構成要素であるマクロファージの組織内
分布について LPS 非刺激、刺激マウスを用
いて in vivo での検討を行った。マクロファ
ージは組織内でさらに機能分化することに
より炎症性サイトカインなどにより刺激を
受け Th1 型の免疫応答を誘導し、抗菌、抗ウ
イルス、抗腫瘍効果を発揮する M1 マクロフ
ァージと、寄生虫感染、血管新生、組織修復、
免疫抑制効果に機能する M2 マクロファージ
との機能的亜群が存在し、様々な病態形成に
かかわっていることが知られている。SAMで
は正常マウスに比較して、もともと M1 ある
いは M2 細胞として同定される分化、活性化
したマクロファージの分布比率にアンバラ
ンスがあり、特に M1 細胞が有意に低下して
いることが判明した。さらに LPS 刺激後に
は両者マウス共に未分化マクロファージが
増加するが、活性型への再分化が SAM では
遅延していることが確認された。機能面でも
マクロファージを含むストローマ細胞より
の血球分化誘導造血因子産生能は LPS 非刺
激下、刺激下で共に低下しており、液性因子
を介しての造血支持機能が低下しているこ
とが明らかとなった。従来 SAM ではストロ
ーマ細胞の機能異常により造血支持機能が
低下しているとされていたが、より詳細に
個々のストローマ構成細胞を観察すること
により、造血支持機能を有する細胞分布にも
アンバランスがあり、加えて LPS 刺激など
のストレス時にはストローマ細胞自身の分
化、成熟の過程において著名な変化が生じ、
それに伴うように機能変化(造血支持機能の
低下)が生じていることを示す結果が得られ
た。 
(2)LPS 繰り返し投与時の造血反応とストロ
ーマ細胞 
 造血におけるストローマ細胞の役割をさ
らに明らかとするため、繰り返し LPS 投与
ストレス時のマウス造血状態と、ストローマ
細胞機能の変動について、SAM(SAMP マウ
ス)と正常マウス(SAMR マウス)を比較検討
した。25g/mouse の LPS を 7 日毎に静脈内
投与し、血液学的変動とストローマ細胞より
のサイトカイン産生能について検討した。 
 LPS 繰り返し投与後、正常である SAMR
マウスの末梢血血球は、若干の変動は認める
もののほぼ一定の恒常性を有する。他方
SAMP マウスでは繰り返し LPS 投与により
白血球、赤血球、血小板共に減少し、その回
復も遅延している(図 1)。また SAMP 骨髄に
おける未分化造血前駆細胞数を測定したと
ころ、白血球系前駆細胞数は比較的保たれて
いたが、赤血球系、巨核球系前駆細胞数は有
意に低下しており、未分化段階より造血障害
が起きていることが明らかとなった。興味深
いことに SAMP では繰り返し LPS 投与によ

り著しい脾腫、肝腫大が認められ、マウスに
おいては造血の場である脾臓の組織障害が
引き起こされていることが観察された(図 2)。

さらにこのようなストレス下でのストロー
マ細胞からの造血サイトカインの産生能に
ついて mRNA 発現より検討した結果、未分
化造血前駆細胞の変動と一致して、白血球系
の制御サイトカインの産生能は比較的保た
れていたが、赤血球系、巨核球系の造血制御
サイトカインに加え、リンパ球系造血制御サ
イトカインの産生能が有意に低下している
ことが判明した(図 3)。これら結果より、
SAMP ではストローマ細胞の存在形式と機
能維持が造血の恒常性に深くかかわってい
ることが明らかとなった。 

(3)ストローマ細胞による造血細胞周期の制
御 
 ストローマ細胞の造血制御機構を検証す
るため、in vitro で新規に開発した三次元培



養法を用いて、ストローマ細胞と造血細胞の
相互関係について解析を行った。この培養系
においてはストローマ細胞としてマウス線
維芽細胞株 MS-5 を、また造血細胞としてヒ
ト由来K562細胞を使用した。三次元培養(3D
培養）はエポキシ鎖を有する微粒子担体を使
用し、二次元平面培養(2D 培養)を対照として
比較検討を行った。K562 細胞は特定の刺激
因子非存在下でも自律的に増殖可能な細胞
であるが、3D 培養でのストローマ細胞との
共培養においては増殖が抑制される。この現
象を明らかとするため K562 細胞の細胞周期
の動態についてフローサイトメトリーで解
析した。ストローマ細胞との非共培養時、2D
培養時にはK562細胞は培養開始後 60%以上
の細胞が細胞周期に入り、活発な増殖状態で
あるのに対し、3D 培養時では逆に 50%以上
の細胞が休止期細胞であった。またストロー
マ細胞との非共培養時、2D 培養時では K562
細胞の増殖、細胞数の増加に伴い休止期細胞
割合は増加するのに対し、3D 培養では休止
期細胞と細胞周期に入っている細胞は常に
一定の割合で培養内に存在していることが
確認された(図 4)。3D 培養と 2D 培養では同
じストローマ細胞を使用しているにもかか
わらず造血細胞である K562 に対しての制御
が異なることのメカニズムについて、造血サ
イトカイン産生状態などの比較を行ったが、
特定の因子を同定するには至らなかった。こ
のことより 3D における細胞間作用には、三
次元的物理的空間の存在、細胞間の接触状態
など複数の因子が関与していることが推測
された。同時にストローマ細胞には造血細胞
に対して細胞周期をコントロールするシス
テムがあり、増殖、分化を一定に制御するこ
とより全体としての造血現象の恒常性を維
持していることが示唆された。 

(4)ストローマ細胞の造血細胞保護機能 
 ストローマ細胞は単に造血細胞の増殖、分

化の制御を行うのみならず、種々のストレス
からの造血細胞保護機能を有することを報
告してきた。本研究では三次元培養モデルを
用いて、アポトーシス誘導による細胞死作用
を有する抗がん薬として臨床で使用されて
いる cytarabine(Ara-C)投与が造血細胞にお
よぼす影響を in vitro で検討した。K562 細
胞は単独培養では浮遊細胞として増殖し、2D
培養では培養皿底面に拡がって付着したス
トローマ細胞上に接触しながら増殖する。3D
培養では立体的に構築されたストローマ細
胞層に潜りこむような形で安定して存在す
る(図 5 上段)。ここに 1mg/mL の Ara-C を添
加すると、アポトーシス機序を介してにより
細胞死が誘導され、形態的には不整化と増殖
抑制が観察される(単独および 2D 培養)。し
かしながら 3D 培養では細胞死する K562 細
胞比率は有意に低く、形態的観察でも Ara-C
の影響が少ないことが明らかになった(図 5
下段)。 

形態学変化とともにアポトーシス変化を
起こした細胞が発現するAPO2.7タンパクを、
抗体染色後にフローサイトメトリーを用い
て検出すると、単独あるいは 2D 培養と比較
して、3D 培養時には明らかにアポトーシス
変化が減少していることが確認できた(図 6)。
興味深いことに特にストローマ細胞に付着
して存在する K562 細胞(Ad cell)は、三次元
培養内で浮遊して存在する K562 細胞(Sup 
cell)に比較して有意にアポトーシス変化が少
ないことが明らかとなった(図 6)。これら結
果より、ストローマ細胞は造血細胞である
K562 細胞と接触しながら、細胞周期をコン



トロールするなどの機序を介してその細胞
を安定化させ、増殖コントロールと共に保護
作用としての機能を有していることが明ら
かとなった。 
(5)まとめ 
 本研究により造血微小環境構成要素であ
るストローマ細胞の機能の重要性が明らか
となった。ストローマ細胞は恒常的造血、ま
たストレス下の反応性造血において、サイト
カイン産生などの機序を介して造血細胞の
増殖、分化を制御し、同時に造血細胞保護機
能を有するなど造血現象の中心的役割を担
っている。今回の検討で、in vivo、in vitro
の両面からの検証によりこれら作用が確認
され、ストローマ細胞機能の量的、質的障害
が、造血障害などの病的動態に深くかかわっ
ていることが明らかとなり、今後の造血器障
害治療の新たな展開の可能性を示唆するも
のと考える。 
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