
昭和大学・歯学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６２２

基盤研究(C)（一般）

2018～2015

脾摘重症貧血マウスに誘導される新規造血組織の構造的機能的解析

Histological and functional analysis of new extramedullary hematopoietic organ 
in splenectomized moce

５０１８０３９４研究者番号：

中村　雅典（Nakamura, Masanori）

研究期間：

１５Ｋ１１０２２

年 月 日現在  元   ６ ２０

円     3,700,000

研究成果の概要（和文）：脾摘マウスへの溶血性貧血誘導と窒素含有ビスフォスフォネート（NBP）投与で末梢
血中での有核赤血球の出現および体網での血リンパ節様構造の誘導結果から、本現象の詳細について解析を行っ
た。その結果、肝臓、血リンパ節様構造での赤血球造血誘導並びに胎児型赤血球造血の誘導が確認された。ま
た、GCSFの産生向上とその後に血リンパ節様構造の誘導が確認された。以上の結果から、NBP 投与はGCSF 産生
を刺激し，造血幹細胞（HCSPs）の末梢中への誘導と髄外造血を誘導することが新たに解明された。また、末梢
中に動員されたHCSPsの定着部位として，本研究では体網が造血微小環境が整った組織である可能性が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the induction of hemolytic anemia and the treatment of 
nitrogen-containing bisphosphonate (NBP) induced the appearance of nucleic erythrocytes and the  
hemal node-like structure in the omentum of  splenectomized mice. We found the induction of 
extramedullary erythropoiesis in the liver and hemal node-like structure, the switch of hemoglobin 
from adult type to embryonic type, the induction of GCSF well correlated with the induction of hemal
 node-like structure. These results confirmed that the  NBP stimulated the emigration of 
hematopoietic stem cells from bone marrow to peripheral tissues and the induction of extramedullary 
hematopoiesis by stimulating GCSF production. The results also suggested that omentum might be one 
of the suitable microenvironment as the extramedullar hematopoietic site for the emigrated 
hematopoietic stem cells.

研究分野：解剖学、組織学

キーワード： ビスフォスフォネート　造血　一次造血　髄外造血　hemal node　肝臓　骨髄

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
未知の新規造血器官である血リンパ節様構造の機能形態学的特徴解明と形成過程での腹腔内の造血微小環境変
化、末梢血中における造血前駆細胞の動態と骨髄外への定着、造血の開始の解明は、造血異常疾患に対する新規
医療開発の道を拓く可能性を有している。また、血液動態の異常がリウマチ性関節炎や歯周疾患における骨破壊
に関与している可能性について報告してきたので、本研究で誘導される造血異常の解明や腹腔内リンパ性組織の
解析は、血液疾患等に対して新しい機構解明の可能性を提示すると共に、近年歯科領域を含めて問題となってい
るNBPの機序解明と癌患者等への臨床上安全な使用への貢献並びに難治性骨疾患の病態解明の手掛かりとなる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

骨吸収抑制剤である窒素含有型ビスホスホネート（NBP）は、癌の骨転移予防等を含め、臨

床的に広く用いられていが、近年、顎骨壊死等の副作用についても報告がなされており、現在

も臨床上安全な使用に関する研究が進められている。我々は、NBP が造血系に与える影響につ

いて研究を進めており、マウスへの NBP 投与で、造血支持細胞である骨髄マクロファージを駆

逐することで骨髄内赤血球造血を抑制し、貧血を伴わずに肝臓での髄外造血を誘導することを

発見した[Cellular Immunol. 271:197-204, 2011]。引き続き、髄外造血機構解析のために、脾

臓摘出マウスに NBP を投与し骨髄内赤血球造血を抑制した上で、フェニルヒドラジン（PHZ）を

投与し溶血性貧血を誘導したところ、PHZ 単独投与による貧血よりも極めて重篤な貧血を誘導

した。この際、血清中のエリスロポエチン濃度の異常な上昇と末梢血中に有核赤血球の出現を

確認し、骨髄ではストローマを欠損しているにも拘わらず、赤血球造血の亢進が認められた。 

更に、本実験系で、大網に限局して直径 0.5～2.0ｍｍの暗赤色構造物を発見した。この構造物

は、血リンパ節様の被膜に覆われた充実性の器官であるが、骨髄様の造血細胞や巨核球などが

確認されたことから、リンパ節や脾臓と異なる全く未知の造血機構を有する新規構造物である

ことが示された。構造内を占める細胞の多くは TER119 陽性の赤芽球系細胞であることが同定さ

れ、さらに細胞増殖マーカーPCNA と局在が一致していた。また、RT-PCR ではヘモグロビンの発

現が確認された。これらの結果は、この新規構造物が赤血球造血の場を提供していることを示

している。 

２．研究の目的 

 以上の結果から、本研究では、本構造物の構造的機能的解析、造血支持細胞ならびに造血前

駆細胞の解析、本構造誘導に関与する造血微小環境ならびに末梢血中造血前駆細胞の解析を中

心に研究を遂行する。 

この NBP を用いた重症貧血誘導方法は、我々が独自に開発した方法であり、極めて独創性が

高い。また、遺伝的に正常なマウスにおいて、末梢血中に有核赤血球が出現したという報告は

ほとんどなく、この重症貧血モデルの解析は、造血機構に関する新たな基礎データを提供する。 

３．研究の方法 

脾摘マウスに Phenylhydrazine (40mg/kg)投与後、NBP の Alendronate (40g/kg)を投与し、

１週後の肝臓、ならびに Hemal Node 様構造における造血動態について解析を行う。実験スケジ

ュールを下に示す。 

 

（１） 血リンパ節様構造の形態学的解析:TER119 等の抗体を用いた免疫組織学的解析を行う。 

（２） 骨髄造血、骨髄外造血層における発現ヘモグロビンタイプの解析:成体ヘモグロビン

だけでなく胚子期ヘモグロビンであるζ、βh1、Ey の発現を RT-PCR で、また、免疫組織

化学や in situ hybrydization で解明する。 

（３） 正常時および貧血誘導時のマウス腹腔内における造血支持細胞とサイトカインの解

析: 正常時及び貧血誘導時から継時的に腹腔内支持細胞や腹腔液を採取して、RT-PCR、

ELISA 及びフローサイトメトリーによる解析を実施する。 



４．研究成果 

血リンパ節様構造の形態学的解析 

暗赤色の未知の構造物が確認された（図1A）。長径0.5-2.0mm 程度の構造物であり，膵臓や大

網上に誘導された。これまでにこのような構造物の報告はない。周囲組織とは皮膜を隔てて独立

しており，内部にはリンパ小節様の構造や発達した洞様毛細血管が確認され，巨核球の存在も確

認された（図１B, C）。しかしながら，脾臓に見られるような脾柱や発達した動脈は観察されな

かった。また，リンパ小節様の構造を構成している細胞はB 細胞ではなく，そのほとんどが赤芽

球であった（図1D）。さらに，多くの赤芽球は，細胞増殖マーカー（PCNA）陽性であり，誘導さ

れた構造物が赤血球造血の場を提供していることを示していた。一方で，リンパ性器官としての

形態的な特徴は確認できず，脾臓とは異なる構造であることが示された。 

図１。血リンパ節様構造 

骨髄造血、骨髄外造血層における発現ヘモグロビンタイプの解析 

 骨髄、肝臓、血リンパ節様構造全ての造血層ににおいて、HBa-x, Hbb-bh1 ならびに Hbb-y の

胎児型ヘモグロビンの発現が成熟型（Hba,Hbb1）に加えて認められた。また、In situ 

hydridization の結果から、それら幼弱型赤血球はクラスター形成をしていることが示された。 

正常時および貧血誘導時のマウス腹腔内における造血支持細胞とサイトカインの解析 

 NBP 投与時から，経時的に血中GCSF 濃度の変化を計測した。その結果，NBP 投与１日目から，

一過性にGCSF の濃度が上昇していることを確認した（図2A）。さらに，骨髄及び末梢血中の

Lineage マーカー陰性，c-kit 陽性の細胞数（LK細胞）をカウントしたところ，骨髄ではGCSF 濃

度の上昇と一致してLK細胞が一過性に減少するのに対し，末梢血中では増加が確認された。この

ことから，NBP投与はGCSF 刺激を介して，HSPCs を末梢中に動員し髄外造血を誘導している可能

性が示された。 

 

図２。GCSF 変化と新規造血構造形成機序 

 筆者らの研究により，NBP 投与は GCSF 産生を刺激し，HSPCs を末梢中に誘導することで，



髄外造血を誘導することが新たに解明された。ここで，本項で概説した新規造血構造体の機能

と形成機構を考察すると，NBP を投与することで，GCSF 刺激により造 HSPCs が末梢中に動員さ

れ，通常であれば脾臓などのすでに造血微小環境が整った器官に定着し，髄外造血を開始する

（図 2B）。しかし，本貧血モデルでは，脾臓摘出を行っているために，SDF-1 を発現している

組織へと HSPCs が遊走し，milky spot などの微小環境に適合・定着し，赤血球造血が行われ

るに至ったと考える。これまでに，大網以外の FALC では造血構造体の形成が確認出来ていな

いため，今後は，大網を含む腹膜構造における微小環境の解析が重要であると考えている。 
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