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研究成果の概要（和文）：動員因子であるG-CSFによって、PKAを活性化し、Smad3とCREBで競合的にp300を奪い
合うことになり、PKA優位の場合にはSmad3依存的な転写活性は抑制される。このことがTGF-b－PAI-1による造血
幹細胞の静止状態を解除するメカニズムであることを見出した。G-CSFによって動員された幹細胞は、
PKA-CREB-p300経路の活性化し、PAI-1発現が低下していることを明確した。PKAやp300の阻害剤によりG-CSFの効
果が打ち消されることを確認し、遊走促進因子によるPAI-1発現の低下と運動能の亢進がPKA-CREB-p300経路依存
的であることを証明した。

研究成果の概要（英文）：Here, we provide evidence that G-CSF mobilizing agents inhibits 
Smad3-dependent signaling by regulating cAMP-PKA-dependent signaling pathway in Hematopoietic Stem 
Cells (HSCs). G-CSF induces activation of this pathway by inhibits Smad3-dependent expression of 
PAI-1 through an increase in phosphorylation level of CREB protein. Mechanistically, increased 
p-CREB competitively inhibited the p-Smad3 from binding to the p300, which ultimately resulting in a
 transcriptional suppression of p-Smad3-p300 transcription regulatory complex-dependent PAI-1 gene 
expression.
       Our study reveals a novel role for G-CSF in controlling TGF-β-PAI-1 signaling to recruit 
HSCs into the circulation, which potentially improves clinical HSC mobilization, transplantation 
protocols and cancer therapy.

研究分野：造血幹細胞

キーワード： 造血幹細胞　細胞運動能の制御　PAI-1　P300　PKA-CREB-P300
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、静止幹細胞が運動能を獲得するに至る分子的機序を解明し、その運動能制御機構を利用した再生医
療の高効率化と、がん幹細胞の運動能亢進による治療高感受性化に取り組み、PAI-1阻害剤の適応拡大を可能に
した。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 幹細胞はニッチと呼ばれる特殊な場に『静止』し幹細胞活性を維持するとともに、スト

レス負荷時にはニッチから『離脱』し造血系の恒常性を維持する。したがって、幹細胞のニッチ

における静止と離脱を司る運動能制御機構は幹細胞活性制御の根幹をなす基本原理である。し

かし、幹細胞の静止状態は細胞周期の制御にのみ焦点が当てられてきたことから、運動能の制御

機構には不明な点が多い。申請者らは、プラスミノーゲン活性化抑制因子（PAI-1）が造血幹細

胞の運動能を抑制することによってニッチに静止させることを突き止めた。重要なことに、申請

者らが開発した PAI-1 阻害剤を投与すると、幹細胞の運動能が亢進しニッチから離脱して末梢

血中に遊走する。 

  申請者らは、ニッチが産生する TGF-bが幹細胞の PAI-1 発現を誘導すること、そして

PAI-1 が、細胞内で MT1-MMP を前駆体型から成熟型に変換する酵素である Furin の酵素活性を阻

害し、MT1-MMP の発現を抑制することを発見した。つまり、ニッチにおいて PAI-1 が幹細胞の運

動能を制限していることを明らかにした。重要なことに、PAI-1 発現を増強すると幹細胞はニッ

チに留まり、逆に、PAI-1 阻害剤や遺伝子欠損により PAI-1 活性を抑制すると幹細胞がニッチか

ら離脱すること、すなわち、PAI-1 活性の増減によって幹細胞の運動能が決定されるという驚く

べき知見を得た。 

TGF-b-PAI-1 シグナル経路が幹細胞をニッチに『静止』させる主要なメカニズムである

ことを解明することに成功したが、ストレス応答時に産生される G-CSF などの遊走促進因子が

どのようにして TGF-b-PAI-1 による運動能の抑制を解除し、ニッチからの『離脱』を促進するの

かについての分子メカニズムは全く不明なままであり、幹細胞の動態制御の理解としては不十

分である。そこで本研究計画では、幹細胞遊走促進因子が幹細胞の『静止』状態を解除し『離脱』

を促す分子的機序は何か？そして、幹細胞運動は再生反応の促進やがん幹細胞の治療感受性の

決定などに重要な役割を果たしていることから、その制御機構を基盤とした再生医療の高効率

化とがんの根治療法の確立は実現できるか？を本研究課題の核心をなす学術的「問い」として立

てる。 

 
 
２．研究の目的 
本研究は、静止幹細胞が運動能を獲得するに至る分子的機序を解明することを目的にし、その運

動能制御機構を利用した再生医療の高効率化と、がん幹細胞の運動能亢進による治療高感受性

化に取り組み、PAI-1 阻害剤の適応拡大を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 試験管内の培養培地にTGF-bまたは動員因子であるG-CSFを添加し、造血幹細胞内のSmad3, 

PAI-1, MT1-MMP, PKA, CREB, P300の発現を検討し、FACS で解析した。 

(2) 10ng/mlの TGF-b添加培地に、G-CSF の濃度を 0ng/mlから 100ng/mlまで段階的に高めて添

加し、In Situ近接ライゲーションアッセイ(PLA)の解析で幹細胞内のリン酸化タンパク質

/転写因子 co-factor(p-Smad3/p300 及び p-CREB/p300)の複合体を可視化し、定量化した。 

(3) PAI-1 阻害剤(TM5614, TM5509)によって幹細胞の動員が促進され、現行の G-CSF製剤の代替

や用量の低減が可能か否かを検証した。前処置として PAI-1 阻害剤を投与しレシピエント



の幹細胞のニッチからの離脱を誘導した後にドナー幹細胞を移植し、放射線照射をしない

条件であっても空きニッチが形成され幹細胞が生着することを実証した。 

(4) 造血幹細胞にBCR-ABL遺伝子などを導入しマウスに白血病を発症させる実験系で、白血病

幹細胞がTGF-bシグナル依存的にPAI-1を高発現していることはすでに確認していた。そこ

で、正常造血幹細胞と同様にPAI-1によって白血病幹細胞の運動能が抑制されニッチに留

まることを実証した。PAI-1阻害剤が白血病幹細胞のニッチからの離脱を促進し、抗がん

剤高感受性化すること、その結果骨髄内から白血病幹細胞が完全に排除され再発が起きな

いことを実証した。 

 
 
４．研究成果 

試験管内の培地に G-CSF を添加すると、リン酸化 Smad3 および PAI-1 の発現が抑制されたが、

Furin と MT1-MMP の発現が増強したことを見出した。さらに、G-C S F は cAMP, リン酸化 PKA と

リン酸化 CREBの発現を増強したことを明らかにした。 

  

    
 

TGF-b添加培地に、G-CSF の濃度を段階的に高めて添加し、ニッチにおいて TGF-bによ

って運動能が抑制されている幹細胞に遊走因子が作用し運動能を付与するに至る状況を再現し

た。SmadとCREBに結合する p300の割合の変化とMT1-MMP発現や遊走能の相関をFACSや In Situ

近接ライゲーションアッセイ(PLA)の解析行った。その結果、G-CSF によって p300/pSmad3 複合

体の数(赤色点の数)が減少したが、p300/pCREB 複合体の数が増強したことから遊走促進因子 G-

CSF が p300を pSmad3から奪って pCREB へ結合させることによって、TGF-bによる幹細胞の運動

能の抑制を解除することを実証した。 



 
ニッチから産生され、造血幹細胞の幹細胞活性の維持に重要な役割を果たす TGF-bは、

PAI-1 の強力な誘導体である。TGF-bが Smad3のリン酸化を介して造血幹細胞の PAI-1 発現を誘

導し、その PAI-1 が Furin 活性を抑制する。Furin は前駆体タンパク質を成熟型に変換する酵素

であるため、PAI-1 による阻害により細胞遊走に重要な MT1-MMP の膜型への変換が低下する。こ

のことが造血幹細胞の運動能抑制のメカニズムであり、静止状態維持の主要な経路であること

を突き止めた。 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

以上の本研究の結果から、TGF-b-Smad3 依存的な PAI-1 の転写活性には p300 タンパク

質との結合が必要であるが、p300は G-CSF によって誘導される PKA依存的な CREBによる転写活

性においても要求される。すなわち、G-CSF による PKA の活性化は、Smad3 と CREB で競合的に

p300を奪い合うことになり、PKA優位の場合には Smad3 依存的な転写活性は抑制される。このこ



とが TGF-b−PAI-1 による静止状態を解除するメカニズムであるという仮説が成り立つ蓋然性が

高い。G-CSF によって動員された幹細胞は、PKA-CREB-p300 経路の活性化し、PAI-1 発現が低下

していることを確認した。さらに、PKA や p300の阻害剤により G-CSF の効果が打ち消されるこ

とを確認し、遊走促進因子による PAI-1 発現の低下と運動能の亢進が PKA-CREB-p300 経路依存

的であることを証明した。 

PAI-1 分子を阻害することで幹細胞の運動能を制御する応用として PAI-1 阻害剤

(TM5614, TM5509)を用いた。活性 PAI-1 の機能を PAI-1 阻害剤で抑制し、マウス骨髄から末梢血

に幹細胞を動員することによって、骨髄に空きニッチが形成され、化学療法や放射線療法の移植

前処置なしでもマウスの骨髄移植が可能にした。放射線照射を実施することなく “空きニッチ”

を確保し、再生の場を最適な状態にすることができれば、再生反応の格段の効率化が実現でき、

副作用の大幅な軽減や対象患者の適応拡大など患者ＱＯＬの飛躍的な向上が期待できる。さら

に、血液がんにおいて、分子標的薬 Imatinib(IM)と PAI-1 阻害剤を併用することで、ニッチか

らがん幹細胞が離脱し、より血液がん治療の感受性が達成され、マウス生存の延命も見出した。

がん幹細胞の運動能を亢進しニッチから離脱させれば、がん幹細胞の休眠状態が解除され、抗が

ん剤に対して『高感受性化』するので、がんの完全な排除を実現することが期待できる。 
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