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研究成果の概要（和文）：　余剰造血幹前駆細胞（HSPC）のマーカーであるCXCR4陽性のHSCPを活性化できれ
ば、再生不良性貧血（再不貧）患者の造血機能を改善させられる可能性がある。免疫不全マウスの骨髄内にヒト
CD34(+)細胞を移植したところ、3.3-20.4%のヒトCD45陽性細胞の再生を確認した。６pLOH陽性の再不貧患者単球
由来iPS細胞からHSPCを誘導し、同じマウスに移植したところ、患者体内で優勢であった6pLOH(+)HSPCのCXCR4
(+)細胞割合(平均10.2%)は野生型（50.7％）に比べて有意に低値であった。野生型CXCR4(+)HSPCをin vivoで活
性化させる方法を現在検討中である。

研究成果の概要（英文）：A chemokine receptor CXCR4 is preferentially expressed by redundant 
hematopoietic stem/progenitor cells (HSPCs) that do not contribute to hematopoiesis. Stimulation of 
residual CXCR4(+) HSPCs may restore hematopoietic function of patients with acquired aplastic anemia
 (AA). First, we optimized method of engrafting an immune-deficient mouse (BRGS mouse) with 
cord-blood CD34(+) cells using intra-bone marrow injection, and confirmed the presence of human CD45
(+) cells that accounted for 3.3-20.4% of the various tissue-derived cells. Next, we induced HSPCs 
from iPS cells that were generated from monocytes of AA patients possessing 6pLOH(+) leukocytes, 
which were predominant in the patients’ blood, as a result of uniparental disomy, and injected the 
HSPCs to the same mice. Regenerating human 6pLOH(+)CD34(+) cells in the mice expressed CXCR4 to a 
significantly lesser degree (mean 10.2%) than did 6pLOH(-)CD34(+) cells. We are currently exploring 
a method to activate CXCR4(+) HSPCs in vivo. 

研究分野：血液内科学
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１．研究開始当初の背景 
再生不良性貧血（再不貧）や低リスク骨髄
異形成症候群（MDS）のような難治性の骨髄
不全を改善させるためには、造血に寄与する
ことなく静止期に留まっている造血幹細胞
を造血に動員する必要がある。HLA 領域を含
む第6染色体短腕の片親性ダイソミーのため、
loss of heterozygosity（6pLOH）を起こし
た造血幹細胞由来のHLA-Aアレル欠失血球を
有する寛解期の再不貧患者骨髄 common 
myeloid progenitors (CMPs)を解析した最近
の我々の研究によって、ケモカインレセプタ
ーの CXCR4 発現が、造血に寄与していない余
剰 CMPs のマーカーであることが示された。
これは、ある再不貧患者において、顆粒球の
ほとんどすべてを占めるHLA-Aアレル欠失細
胞が、CMP レベルではごく一部であり、その
大部分がCXCR4陰性であることから示唆され
た（図１）。この CXCR4 陽性 CMPs を造血に動
員することができれば、治療抵抗性骨髄不全
患者の造血を改善させられる可能性がある。
本研究では、CXCR4 陽性ヒト造血幹細胞の動
態を解析すると同時に、これを活性化するサ
イトカインやリガンドを同定することによ
り、難治性骨髄不全患者に対する新規治療法

の開発を目指した。 
 
２．研究の目的 
1) 健常ヒト骨髄および臍帯血中の CMPs、
CD34+CD38⁺細胞、CD34+CD38-細胞のそれ
ぞれにおけるCXCR4発現を明らかにする。 

2) 1）の各細胞分画における CXCR4 陽性、
CXCR4 陰性細胞の造血再構築能を評価す
るため、SIRPA 変異型遺伝子導入免疫不
全マウス（BRGS マウス）に対するヒト
CD34 陽性細胞移植の至適条件を決定す
る。 

3) 6pLOH 陽性再不貧患者の末梢血単球から
作製した iPS 細胞を用いて造血幹・前駆
細(hematopoietic stem/progenitor 
cells: HSPCs）を誘導し、正常形質、6pLOH
形質の HSPCs と、BRGS マウス体内に生着
したそれぞれの HSPC における CXCR4 発
現を比較する。 
 

３．研究の方法 

1) 骨髄移植用骨髄採取の際に、骨髄液を濾
過するために使用したメッシュに残存
する骨髄細胞、または分娩の際に得られ
た臍帯血単核細胞の CD34 陽性細胞をマ
ルチカラーフローサイトメトリーによ
り解析した。 

2) 1）で得られた血球系統マーカー陰性
CD34 陽性細胞を BRGS マウスの大腿骨骨
髄内に移植し、8週から 12 週目にヒト
CD45 陽性細胞の存在を評価した。 

3) 6pLOH および HLA-B*40:02（症例１）ま
たは B*54:01（症例 2）構造遺伝子異常
のためにHLA-B4002またはB5401を欠失
した患者の末梢血単球からiPS細胞を樹
立し、種々の造血因子の存在下で 3-4 週
間培養することにより、70％前後の CD34
陽性細胞を含む細胞集団を誘導した。こ
の CD34 陽性細胞をマイクロビーズで純
化し、BRGS マウスの大腿骨骨髄内に移植
後、9週から 12 週にかけて安楽死させた。
このマウスの各臓器におけるヒト CD45
細胞陽性細胞の細胞表面抗原を解析し
た。 

４．研究成果 
1) 骨髄細胞の中で、最も未分化な
CD34(+)CD38(-)CD45RA(-)CD90(+)CD49f
(+)分画、分化が一段階進んだ
CD34(+)CD38(-)CD45RA(-)CD90(-)の MPP
分画、さらに分化が進んだ CMP 分画、MEP
分画、GMP 分画において CXCR4 の発現を
継続的に検討したところ、CXCR4 は最も
未分化な hematopoietic stem cell 
(HSC)では発現が低いものの、造血前駆
細胞へと分化が進むにつれて陽性率が
高くなり、さらに成熟すると、逆に発現
レベルが低下することが明らかになっ
た。 

2) BRGS マウス（4-6 週齢）22 頭に対し、7
回の lineage(-)CD34(+)臍帯血由来
HSPCs)、同じく 15 回の lineage(-) 
CD34(+)骨髄細胞を骨髄内移植し、ヒト
造血の構築を試みた結果、全例で構築を
確認した。生着率を高めるためのポイン
トは、①移植前の放射線照射量を 5.8Gy
から 5.5Gy に減らし、②HSPC をより純化
するために分化抗原の種類を 12 から 18
に増やし、③ヒト造血が構築されるため
に必要な移植細胞数の下限値を調べる
ための基礎検討を実施した点であった。
骨髄内移植 4-8 週が経過した時点で
BRGS マウスを安楽死させ、マウスの骨髄、
胸腺、脾臓、末梢血を採取し、フローサ
イトメトリーにより、ヒト CD45 陽性細
胞中の割合を各血球マーカー別に解析
したところ、ヒト由来細胞のキメラ率は、
骨髄細胞を移植した場合（4.9-28.1%）
と HSCs を移植した場合（3.3-20.4%）と



の間で同等であり、両者ともに、別のマ
ウスへの二次移植が可能であった。 

3) 症例 1、2の各々の末梢血単球から、野
生型、6pLOH(+)、B4002 または B5402 の
単独欠失、の 3種類 2組の iPS 細胞が樹
立された。それぞれの iPS 細胞から誘導
された CD34 陽性細胞は 71％～99％が

CD34(+)CXCR4(+)であり、各群の間で
CXCR4(+)細胞の割合に明らかな差は見
られなかった（図２）。 
 一方、BRGS マウスの骨髄内移植後 12
週目の骨髄における CD90(+)CD34(+)、お
よび multipotent progenitor cell 分画
における CXCR4(+)細胞割合を比較した
ところ、患者体内で優勢であった６

pLOH(+)HSPC の CXCR4(+)細胞割合(平均
10.2%)は野生型 CXCR4(+)細胞割合
（50.7％）に比べて有意に低値であった
（図 3）。 

 以上の結果から、ヒト造血において大部分
を占める 6pLOH(+)HSPC は、その造血能に応
じて CXCR4 発現が低下しており、造血の占め
る割合の低い正常 HSPC では HSPC における
CXCR4 発現細胞の割合が高いことが示唆され
た。また、本研究により、CXCR4 発現レベル
の高い余剰 HSPC を評価できる in vivo の実
験系を確立することができた。このモデルは、
CXCR4陽性HSPCを活性化する因子の探索に有
用であると考えられる。 
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