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研究成果の概要（和文）：血液腫瘍等の難治性疾患に施行される造血幹細胞移植は、再生医療の

代表的な例である。我々は、ヒト造血幹細胞の移植に伴う造血再構築反応と恒常性維持機構を

モデルシステムとして、幹細胞システム制御機構の再生医学への応用を目指した研究課題に取

り組んだ。本研究課題では、個々の幹細胞の生体内動態をクローンレベルで解析する実験系を

確立し、移植後の幹細胞の動態に関するより詳細な解析を実現した。本研究成果は、ヒト幹細

胞の多能性制御機構の解明に寄与するものであり、得られた知見は難治性疾患に対する幹細胞

システムを利用した再生医療法の適応拡大のみならず、幹細胞システムの破綻や老化に起因す

る腫瘍性疾患などの様々な疾患の発症・進行の機序解明につながる重要な情報を提供するもの

である。 
 
研究成果の概要（英文）：Hematopoiesis is a dynamic and strictly regulated process 
orchestrated by self-renewing hematopoietic stem cells (HSCs) and the supporting 
microenvironment. However, the exact mechanisms in which individual human HSCs involved 
to sustain hematopoietic homeostasis remain to be clarified. To understand how the 
long-term repopulating cell (LTRC) activity of individual human HSCs and the 
hematopoietic hierarchy are maintained in the BM microenvironment, we traced the 
repopulating dynamics of individual human HSC clones using viral integration site 
analysis. Our study provides a novel insight into repopulation dynamics, turnover, 
hierarchical structure and the cell cycle status of human HSCs in the recipient BM 
microenvironment. 
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１．研究開始当初の背景 
 ヒト造血幹細胞は分化抗原陰性で CD34 陽
性細胞集団に存在することが免疫不全マウ
スを用いた解析により明らかにされてきた。
しかし、免疫不全マウスの改良や新しい移植
法の開発によって、これまで長期骨髄再建能
を示さないとされていた細胞集団にも幹細
胞活性があることが報告され、ヒト造血幹細
胞の階層性についての新しい知見として注
目された。すなわち、CD34 陽性細胞集団にお
いておもに移植早期の造血再構築を担う幹
細胞集団（STRC）と長期造血再構築を担う幹
細胞集団（LTRC）が存在し、その生体内動態
を解析することが可能となった。しかしなが
ら、ヒト造血幹細胞集団の階層性構築はどの
ような細胞によって担われ、どのような場
（ニッチ）において制御されているのかにつ
いては不明な点が多かった。これらは再生医
療の実現化にとって克服するべき重要な課
題であった 
 
２．研究の目的 
 ヒト HSCの階層性をクローンレベルで明ら
かにし、造血再生の動態とニッチによる幹細
胞活性維持機構を解明し、そのニッチシステ
ムを基盤とした幹細胞活性の低下を極力抑
制した状態での画期的な再生医療・移植医療
法の確立を実現することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 ヒト CD34 陽性細胞集団を CD38 抗原の発現
強度に応じてセルソーターを用いて分離後、
免疫不全マウスに移植し、その後の生体内動
態、細胞周期、ニッチ細胞との相互作用など
について解析を行なった。 
 
４．研究成果 
 研究代表者らは個々のヒト HSCの生体内動
態を LAM-PCR法を利用してクローンレベルで
解析する実験系を確立し、STRC と LTRC の解
析を行った。CD34(+)細胞を GFP 遺伝子で標
識後、NOG マウスに移植した。経時的に骨髄
細胞を吸引回収し、リンパ球系、骨髄球系細
胞を分離、クローン解析を行った。その結果、
STRC の多くは CD34(+) stem cell pool から
消失していく骨髄球系単独の分化能を示す
クローンにより構成されていることが明ら
かとなった。一方、移植後期においては、LTRC
クローンによって構成されていた。すなわち、
移植早期に検出されたクローンとは別の、
CD34(+) stem cell pool で自己複製しながら
リンパ球系と骨髄球系の両方への分化能を
示すクローンであった。さらに、一次移植

CD34(+)細胞を２匹のマウスに二次移植を行
い、それぞれ移植後３週目と１８週目にクロ
ーン解析を行った。その結果、二次移植では
３週で得られた STRC クローンのほとんどが
１８週の LTRC と同一クローンであった。以
上の結果から、LTRC は恒常的に STRC を産生
し、CD34(+)細胞集団の中で個々のヒト HSC
に特徴的な幹細胞活性、すなわち、分化能、
自己複製能の違いによる階層性を構築して
いる事をクローンレベルで初めて明らかに
した。さらに、二次移植可能な LTRC クロー
ンは、一次移植マウス骨髄内では極めて小さ
いクローンとして存在し、二次移植されるこ
とによって、クローンサイズが増幅するとい
うことを見いだした。このことから、一次移
植骨髄内では、LTRC クローンは休止期状態に
あることが予想された。そこで、この一次移
植骨髄内における細胞周期を解析したとこ
ろ、休止期状態にある CD34(+)細胞は CD38 抗
原が陰性であった。さらに、一次移植マウス
の骨髄内CD34(+)細胞のLTRC活性を測定する
ためにCD34(+)細胞をCD38抗原の発現強度に
応じて分離し、二次移植を行ったところ、休
止期にある CD34(+)CD38(-)細胞のみが二次
移植された。休止期状態にあるヒト CD34(+)
細胞の多くは骨内膜周辺領域に存在し、骨芽
細 胞 や 血 管 内 皮 細 胞 と N-cadherin や 
SDF-1/CXCR4 を介して相互作用していること
を見いだした。以上の結果から、ヒト LTRC
は、マウス骨髄内においても CD34(+)CD38(-)
細胞集団に存在し、骨髄内ニッチにおいて休
止期状態にありながら長期間にわたって幹
細胞活性を維持しており、必要に応じて
turn-overの速いSTRCを産生することにより、
幹細胞集団の階層性を構築していることが
明らかとなった。さらに、ニッチを最適化す
ることによるヒト HSC の維持・増幅を実現す
る可能性を示した。 
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