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研究成果の概要：（200字程度、難解な専門用語は避けること） 
 骨髄ニッチに存在する造血幹細胞には Lipid raft clustering(LRC)がなく、骨髄中の前駆細胞
や骨髄から取り出してきてサイトカイン刺激した造血幹細胞には LRC が存在するという事実
から骨髄ニッチには LRC 形成を阻害する因子（シグナル）があるのではないかと考えた。こ
の仮説のもと、ニッチシグナル分子と考えられている分子を対象として、サイトカイン刺激に

おいても LRCを阻害する分子をスクリーニングした。その結果、TGF-betaが LRCを阻害す
ることを明らかにし、骨髄ニッチシグナルの一つの候補として TGF-betaを同定した。 
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１．研究開始当初の背景 

造血幹細胞は多分化能と自己複製能を

兼ね備えた未分化な細胞と定義され、組

織･臓器の発生･修復･維持に重要な役割

を果たしている。申請者は高度に純化さ

れた造血幹細胞を用いてクローナルな解

析を行うことにより幹細胞研究を概念的、

定性的な研究から現実的で定量的なもと

へと変換させるとともに、分子レベルで

の理解を着実に進めてきた。しかしながら

これまでどうしてもできなかったことの

一つに造血幹細胞の細胞内シグナル伝達

機構の解析がある。皮肉なことに造血幹細

胞の純化が進めば進むほど得られる細胞

数が減少し、ウエスタンブロットなどの免

疫電気泳動法を基本にした生化学的な解

析法を利用することができないのである。

ところが造血幹細胞の純化法を確立して

からの10年の間に共焦点顕微鏡、レーザー

スキャニングサイトメトリ、コンピュータ

ーの性能が向上したことに支えられ、昨年、

数十個程度の細胞を対象として安定で再

現性の高い免疫染色を行うことができる

実験系(Single Cell Immuno-Staining, 

SCIS)法を確立することに成功した

(Nature Protocol, 2007)。SCIS法を利用

して申請者等は骨髄ニッチに存在する造

血幹細胞が静止期の状態を保っている機
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構が線虫やリスにおける冬眠と同じFOXO

転写因子を利用したメカニズムであるこ

とを明らかにした（EMBO J, 2006）。SCIS

法は各種タンパクの造血幹細胞における

発現と細胞内局在を確認できるのみなら

ず、抗リン酸化抗体を用いることにより、

サイトカイン等による刺激後のエフェク

ター分子のリン酸化などのシグナル伝達

系を定量的に解析できる系に発展してい

る（PNAS 2007）。申請者らが開発したこ

れらの新しい技術を利用することにより、

いよいよ造血幹細胞そのものを対象とし

て細胞内のイベントを解析することが可

能になった。これが本研究プロジェクト申

請の理由である。 

 

２．研究の目的 
１） 造血幹細胞におけるサイトカイン

刺激後の Lipid Raft Clustering(LRC)の
意義 

 最も自然な状態で LRC が形成されている
と考えられる造血前駆細胞を対象にして

LRC がどのようなコンポーネントより構成
されているか、また造血幹細胞がどのような

刺激によっていかなる kinetics のもとで
LRCを形成するようかを明らかにする。また
ヒト未分化造血前駆細胞や白血病幹細胞に

ついても LRC 形成の有無を解析し、ヒト造
血系においても同様な機構が働いているか

を明らかにする。 
 
２） Lipid Raft Clustering形成の有無を
利用した骨髄ニッチシグナルの同定 

 造血幹細胞が TPO+SCF 刺激によって
も増殖できない状態にするようなシグナ

ルをニッチシグナルであると仮定し、候

補分子をスクリーニングすることにより

造血幹細胞の増殖を抑制する分子を同定

しその骨髄ニッチシグナルとしての機能

を証明する。 

３．研究の方法 
骨髄から分離したばかりの造血幹細胞と

in vitroで cytokine刺激後の造血幹細胞
や造血前駆細胞を前述の SCIS 法を利用
して詳細に比較解析したところ、骨髄ニ

ッチにいた造血幹細胞は LRC を形成し
ていないが、造血前駆細胞やサイトカイ

ン刺激後の造血幹細胞のほぼすべてが

LRC を形成しているという驚くべき結
果を得た。さらに阻害薬で LRC形成を阻

害することによって造血幹細胞を ex 
vivoにおいて分裂も分化もさせず静止期
の状態で維持できることを実験的に示し

た（EMBO J, 2006）。これらの知見は
LRC の形成が骨髄における造血幹細胞
の静止期からの離脱に重要な役割を持つ

ことを強く示唆するものである。そこで

Lipid-raft 分画の基本構造やコンポーネ
ントを明らかにするとともに反応の

Kinetics の解析を試みることにより造血
幹細胞における LRC の機能を明確にす
る。Lipid-raft 分画は細胞膜上でスフィ
ンゴ脂質とコレステロールおよびタンパ

ク質が集積した分画であるが、糖脂質の

種類により集積するタンパク質も異なっ

てくる。本研究では最も自然な状態で

LRCが形成されていると考えられ、解析
に充分な細胞数を得ることができる造血

前駆細胞(CD34+Kit+Sca+Lin-細胞)を対
象としてウエスタンブロット、免疫電顕、

シリカゲル薄層クロマトグラフィー等の

生化学的、形態学的な解析を行い造血幹

細胞の lipid-raft 分画がどのようなガン
グリオシド（酸性糖脂質）の構成を示す

かを特定する。これにより、LRCがどの
ような基本構造を保持しているかを解明

する。 
 

① 造血幹細胞の LRC 中に含まれる細
胞膜タンパクの同定 
 造血幹細胞に発現していることが確認

されている c-Mpl, c-Kit, Flt-3, Tie-2, 
EPO-R、CD26, 各種インテグリンなどが
LRC 形成に関与しているかを明らかに
す る 。 具 体 的 に は 造 血 幹 細 胞 を

TPO+SCF で刺激した後に LRC の局在
を認識する蛍光標識 Cholera Toxin 
B-subunit および各種細胞膜タンパクに

対する標識特異抗体で多重免疫染色し

SCIS法を用いて解析する。 
 
４．研究成果 

(1) ニッチシグナル分子と考えられている



 

 

分子をとしてNotchリガンド、アクチビンや
BMPなどの TGF-betaファミリー分子、Wnt
など、また接着因子としてN-カドヘリンやイ
ンテグリンなどの分子を予め造血幹細胞を

培養する培地に加えた後、サイトカイン刺激

においても LRC を阻害する分子をスクリー
ニングした。その結果、TGF-betaが LRCを
阻害することを明らかにした。 
 
(2) SCIS 法を用いることによりごく少数し
か得ることができないため通寿の生化学的

解析手法が利用できない造血幹細胞におい

てもシグナル解析が可能となった。これらの

解析から骨髄中に存在している造血幹細胞

ではTGF-beta受容体の下流にあるSmad2/3
が顕著にリン酸化していたことが明らかと

なり、TGF-beta が骨髄ニッチシグナルの一
つであることを支持する結果が得られた。 
   

(3)TGF-betaの刺激によりin vitroの環境で
造血幹細胞を骨髄中のニッチに存在してい

る時と同様な冬眠状態に誘導することに成

功した。 

また、TGF-betaの種類（TGF-beta1、-beta2、

-beta3）を変えることにより最長で15日間

以上、造血幹細胞をin vitroで冬眠状態に

誘導できた。 

 

(4)細胞周期の負の制御因子であるp57は冬

眠状態にある造血幹細胞において非常に高

い発現を示す。しかし、SCFやTPOのサイト

カインで刺激をして細胞周期に入れるとp57

の発現が下がることが明らかにしている。こ

の発現調節にTGF-betaおよびその受容体か

らの刺激が関係していることを明らかにし

た。 
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