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研究成果の概要（和文）：造血幹細胞の非対称分裂制御に関わるニッチ分子を同定し、その機能を人工ニッチを
用いた分裂解析により明らかにするとともに、自己複製分裂に関わる内在性因子の同定を試みた。新規ニッチ分
子としては、間葉系幹細胞分画で発現するIgfbp5、Adipoq、Ibspなどを同定した。PEGハイドロゲルマイクロウ
ェル(PEG MW)を人工ニッチとして用いた培養では、造血幹細胞の自己複製分裂の増加、老化抑制が見られた。ま
た分裂解析データの感度分析から、幹細胞のアイデンティティーに関わると考えられる複数の遺伝子を同定し
た。これらの分子群は複合的に機能することで造血幹細胞の自己複製分裂を制御していると考えられた。

研究成果の概要（英文）：We tried to identify the niche factors and cell-intrinsic molecules 
regulating the self-renewal division of hematopoietic stem cells (HSCs). To find the niche factors, 
we profiled the gene expression in bone marrow stromal cells and found Igfbp5, Adipoq, and Ibsp in 
the mesenchymal stem cells. To analyze the division patterns, we combined the culture of HSC in the 
artificial niche and single-cell profiling of daughter cell pairs with machine learning. PEG 
microwells (PEG MW) were used as artificial niches. PEG MW increased self-renewal divisions and 
inhibited aging-associated gene expression in the daughter cells. We identified an essential set of 
8 genes related to young HSC identity and 7 genes related to adult HSCs identity by conducting a 
model sensitivity analysis. These molecules are thought to function in a combinatorial manner.
In future issues, we need to clarify the function of the novel niche factors and cell-intrinsic 
molecules in the self-renewal of HSCs.

研究分野： 幹細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、複数のニッチ分子の候補が同定された。これらの分子が造血幹細胞の維持どのように関わるのか
を解析した研究はなく、新規性の高い結果であると考えられた。PEG MWを用いた造血幹細胞の分裂解析におい
て、自己複製分裂が増加していたことから、PEG MWは人工ニッチのベースとして優れた性能を持つと考えられ
た。今後、人工ニッチの改良、自己複製関連因子の機能解明を進めることで、効率の高いヒト造血幹細胞の体外
増幅系の構築が可能となると考える。その成果は、骨髄移植における治療効果の増強、品質が保証された幹細胞
の必要に応じた供給によるドナー不足の解消に貢献出来ると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
本研究課題の申請時における背景・動機 
組織の恒常性維持には、幹細胞が未分化な幹細胞そのものと、より分化した前駆細胞を 1個

ずつ生み出す「非対称分裂」の制御機構が重要であり、その異常は組織の老化、さらには悪性
腫瘍はじめとした疾患の発症につながると考えられる。造血系では、幹細胞の自己複製と分化
は外因性因子に依存せず、細胞内因子の働きによってランダムに選択されるという報告があり
[1,2]、細胞分裂の制御におけるニッチの機能については不明な点が多い。一方で、造血幹細胞
数がニッチ分子の増減に比例する報告があることから[3–5]、ニッチからのシグナルが造血幹細
胞の分裂制御にも影響を与える可能性も考えられる。 
造血幹細胞の分裂パターンの制御に対するニッチの機能を明らかにするためには、分裂に伴

う造血幹細胞とニッチの相互関係の変化や細胞内在性因子の機能を解析する必要がある。造血
幹細胞は周囲のニッチ細胞と複雑な相互関係にある。そこで、生体内環境を再現した次世代型
人工ニッチを作製し、造血幹細胞とニッチの相互関係を単純化した上で、分裂様式を解析する
システムを構築することが重要である。また、ニッチからのシグナルが細胞分裂パターンに及
ぼす作用を明らかにするためには、造血幹細胞の分裂によって生まれる娘細胞の遺伝子発現プ
ロファイルを解析し、得られる膨大なデータの中から、ニッチシグナルによって誘導され、自
己複製を伴う分裂に関連する細胞内分子を抽出する必要がある。我々は Ben D. MacArthur博士
(英国サウサンプトン大学)との共同研究により、1 個の造血幹細胞が分裂して生じる娘細胞ペ
ア(paired daughter cell: PDC)について、シングルセルレベルの網羅的遺伝子発現解析を行い、
得られたデータを機械学習モデル「人工ニューラルネットワーク(ANN)」で分析することで、個々
の娘細胞が幹細胞の性質を維持しているのか、それとも前駆細胞に分化したのかを判定し、そ
の結果に基づいて分裂パターンを鑑別するアッセイ系(PDC-ANN 解析)を確立した。このアッセ
イ系は、造血幹細胞の分裂に対するニッチシグナルの作用の解析、細胞内分子ネットワークの
同定を進める上で有用であると考えられる。また、ニッチシグナルによって誘導される自己複
製分裂に関連する因子は分裂制御に応用することが可能であり、幹細胞の選択的増幅、正確な
分化誘導など、細胞移植をベースとした組織修復・再生医療の可能性を拡げることができると
考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ニッチとの相互作用が造血幹細胞の分裂パターン(対称性自己複製・非対称分

裂・対称性分化の 3種類)の制御に及ぼす作用を明らかにする。さらに、自己複製分裂を規定す
る幹細胞内在性の鍵分子を同定することで、自己複製分裂を選択的に誘導する手法の確立を目
指す。 
骨髄内では、血管周囲のニッチと骨内膜周囲のニッチが造血幹細胞の未分化性維持に重要な
役割を果たしており、また、多種多様な細胞がニッチ細胞として働いている。特に、間葉系幹
細胞は造血幹細胞の維持に重要な働きをもつことが報告されている[6]。本研究では、間葉系幹
細胞を中心としたニッチ細胞から産生され、造血幹細胞の自己複製を支持するニッチ分子を同
定する。さらに、造血ニッチ分子を導入した人工ニッチを作製し、これを用いた PDC-ANN解析
を行い、造血幹細胞の自己複製分裂を制御する因子とそのシグナルネットワークを同定する。 
自己複製分裂因子を導入することにより、造血幹細胞の体外増幅を可能にする培養系を確立

することが出来ると考えられる。 
 
３．研究の方法 
(1) ニッチ分子の同定 
骨髄間葉系幹細胞分画のシングルセル遺伝子発現解析(Drop Sequence 解析)[7]を行い、間葉

系幹細胞に発現するシグナル分子を同定する。また、骨髄イメージングにより、同定された分
子の骨髄ニッチでの発現パターンを明らかにする。 
 
(2) 人工ニッチ作製 
ポリエチレングリコール(polyethylene glycol:PEG)ハイドロゲルマイクロウェル(PEG MW)

を人工ニッチのベースとして用い、これに microfluidicsを基盤としたパターン転写技術によ
り、ニッチ分子・細胞外基質(ECM)等を導入する。導入するニッチ分子としては、細胞外マトリ
ックス分子(Tenascin C, Fibronectin)、サイトカイン(SCF, TPO, Angpt1, WNT)、細胞膜結合
分子(N-cadherin, JamB, JamC, VCAM1)などの既知のニッチ分子に加えて、上記 3-(1)で同定さ
れる新規分子について検討する。 
 
(3) 人工ニッチを用いた造血幹細胞の PDC-ANN解析 
我々は造血幹細胞の対称・非対称分裂の解析に関して、「造血幹細胞」と「前駆細胞」の遺伝

子発現パターンを学習させた ANN を用いて、PDC の遺伝子発現プロファイルを解析し、細胞分
裂パターンを幹細胞−幹細胞(S-S)対称分裂、幹細胞−前駆細胞(S-P)非対称分裂、前駆細胞−前駆
細胞(P-P)対称分裂に分類する PDC-ANN解析を確立している(論文投稿中)。具体的には、4週齢、
8 週齢、および 18 カ月齢のマウスから、それぞれ造血幹細胞と 2種類の前駆細胞の 3分画を純
化し、合計 9つの細胞分画のシングルセル遺伝子発現プロファイルを取得して ANNに学習させ



た。次に、造血幹細胞の分裂後に得られた 1組の娘細胞ペアについて、個々の娘細胞の遺伝子
発現プロファイルを学習済み ANNを用いて解析し、その結果に基づいて娘細胞の特性を判定し、
分裂パターンを分類した。 
また本研究では、次世代型人工ニッチを用いた PDC-ANN解析を行い、自己複製分裂を誘導す

るニッチ分子を同定する。さらに、S-S 分裂あるいは S-P 分裂を行い、分裂後に幹細胞と判定
された娘細胞について、この細胞のアイデンティティーに関連する因子を明らかにする。 
 
(4) 自己複製分裂因子の機能解析 
①上記 3-(3)の実験で同定される分子を自己複製分裂因子の候補として、その機能解析を行

う。細胞膜透過性ペプチドタグ(membrane-translocating motif: MTM)を用いて造血幹細胞に特
定のタンパク分子を高い効率で直接導入する系[8]により、候補因子を造血幹細胞へ導入し、
PDC-ANN解析を行って、自己複製分裂を誘導できるか検討する。 
②ニッチ分子 Angpt1 を添加した PDC-ANN解析の結果、Bmi1 が PDC 間で対称性に発現誘導さ

れることを見いだしており、自己複製分裂因子の候補となると考えられた。そこで、Bmi1 を過
剰発現する KI マウスの造血幹細胞について PDC-ANN解析を行う。Bmi1-KI造血幹細胞は培養に
より増幅されることから[9]、対称性自己複製分裂が亢進していると考えられる。 
③自己複製分裂因子 の MTM タンパクを導入した造血幹細胞のシングルセル RNA-Seqを行い、

自己複製分裂因子の細胞内ネットワークを明らかにする。 
 
(5) 自己複製を選択的に誘導する培養系の構築  
本研究で作製される次世代型人工ニッチ、自己複製分裂因子のヒト型 MTM タンパクを用い、
ヒト造血幹細胞の体外増幅を達成する系の確立を目指す。 
 
４．研究成果 
(1) ニッチ分子の同定 
成体マウス骨髄のストローマ細胞分画(非血球・非血管内皮細胞分画、CD45–TER119–CD31–細胞)

の Drop-Seq解析を行い、間葉系幹細胞に関連する遺伝子発現プロファイルを示す細胞集団を同
定した。本細胞分画はレプチン受容体(LepR)陽性であり、Angpt1、Cxcl12、SCF 等の既知のニ
ッチ分子に加え、インスリン様成長因子結合タンパク質 5(Igfbp5)、アディポネクチン(Adipoq)、
インテグリン結合シアロタンパク質(Ibsp)などを高発現していることを見いだした(図 1)。こ
れらの分子が造血幹細胞の機能制御にどのように
関わっているのかを解析した研究はほとんどなく、
新規性のある結果であると考えられた。また、マ
ウス骨髄の骨内膜領域に存在する ALCAM陽性の骨
芽細胞分画[10]のごく一部に、骨芽細胞、脂肪細
胞、軟骨細胞への分化能をもち、間葉系幹細胞マ
ーカー遺伝子を発現する新規間葉系幹細胞分画を
同定した。さらに、この分画を用いた RNA-Seq解
析を行い、ニッチ分子の候補を複数同定した。加
えて、新規間葉系幹細胞分画では、Tie2受容体ア
ンタゴニスト Angiopoietin-2(Angpt2)の発現が
低く、この細胞との相互作用では、Tie2/Angpt1
シグナルが優位となることがこと考えられた。 
 
(2) 人工ニッチの作製 
PEG ハイドロゲル(水分含有量: >95%)を基材とする PEG MW(ウェル直径 100 mm、深さ 50 mm)

を作製した(図 2)。現在は、反応マイクロコンタクトプリンティング法[11]を用い、PEG MW ア
レイにニッチ分子を導入(コーティング)し、PDC-ANN解析を進めている。 
 
(3) PDC-ANN解析 

造血幹細胞と造血前駆細胞の遺伝子発現プロファイルを学習させた学習済みANNを用いて解
析を行った。PEG MW アレイ上で、ニッチ分子 Angpt1 を添加して造血幹細胞の培養、PDC-ANN

図 1. マウス骨髄ストローマ細胞の Drop-Seq解析
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図 2. 人工ニッチ上での造血幹細胞の培養と PDC-ANN解析の結果
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解析を行ったところ、PEG MW アレイ上の培養では、Angpt1 の添加無しでも自己複製分裂を行う
造血幹細胞の頻度が増加した。加えて、Angpt1 を添加した場合には、分裂に伴う造血幹細胞の
老化関連遺伝子の発現が抑制されることを見出した(図 2)。これらの結果から、PEG MW アレイ
は人工ニッチのベースとして有望であると考えられた。 
さらに、MacArthur との共同研究により、細胞分裂パターンを解析して得られたデータを用

いて数理モデルを構築した。我々のモデルでは、造血幹細胞が「過去に経験した分裂回数」が
自己複製能と関連しており、過去に 4回以上の分裂を経験した造血幹細胞は、in vitroでの自
己複製分裂能を喪失することが推定された。 
 
(4) 自己複製分裂因子候補の同定 
幼若期造血幹細胞(4 週齢 HSC)、成体造血幹細胞(8 週齢

HSC)、および老化造血幹細胞(18 カ月齢 HSC)の PDC-ANN 解
析を行い、得られたデータをもとにした Model sensitivity 
analysisにより、各週齢の幹細胞および前駆細胞のアイデ
ンティティーに関連する遺伝子発現パターンを明らかにし
た。4 週齢 HSCのアイデンティティーには Cd44、Gnl3、Kit、
Myb、Sfpi1、Mcl1、Nanog、Pou5f1 が関連し、8 週齢 HSCの
アイデンティティーには Mcl1、Nanog、Pou5f1、Npm1、Pml、
Pten、Trp53 が関連していることが分かった(図 3)。また、
Mcl1、Nanog、Pou5f1 は 4 週齢 HSCと 8 週齢 HSCの間でオー
バーラップしていた。これらの分子は複合的に機能すると
考えられ、いかにして造血幹細胞の自己複製を制御するの
かを明らかにする必要があると考えられた。 
 
５．今後の展望 
新規ニッチ分子については、人工ニッチへの導入と PDC-ANN解析を行い、自己複製分裂に及

ぼす働きを明らかにする。Bmi1 KI マウスについては、PDCのデータ取得が完了しており、引き
続き ANNによる解析を行う。Sensitivity analysisによって同定された遺伝子については、造
血幹細胞の自己複製分裂にどのように影響するのかを明らかにする。各分子の発現を抑制した
造血幹細胞、および各分子を導入した造血幹細胞についての PDC解析を行い、自己複製分裂を
誘導する分子群を同定する予定である。これらの解析を引き続き推進することにより、ニッチ
分子を起点とするシグナルによって誘導され、造血幹細胞の自己複製分裂を規定する細胞内分
子とそのネットワークの解明が進み、その成果はヒト造血幹細胞の体外増幅系の構築に貢献で
きると考える。 
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