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研究成果の概要（和文）：I 型 IFN が造血幹細胞（HSC）に作用して活性化（一過性刺激）や分

化を伴う減少（慢性刺激）を誘導することを見出した。これらの知見に基づき、I 型 IFN を用

いた副作用の少ない骨髄移植法を確立し、同法を用いて先天性代謝異常症ムコ多糖症 VII 型の

治療に成功した。また HSC と白血病幹細胞（LSC）の類似性状に着目し、イマチニブと I 型 IFN
またはその誘導剤を併用した慢性骨髄性白血病（CML）治療法を試行し一定の治療成績を得た。 
 
研究成果の概要（英文）：We found that transient type I IFN signaling induced HSC activation and 
chronic type I IFN signaling further reduced the number of quiescent HSCs. Based on our findings, we 
established type I IFN-based preconditioning regimen without irradiation for HSC transplantation, 
which is applicable to the treatment of a congenital metabolic disorder, mucopolysaccharidosis type VII. 
In addition, the treatment of chronic myeroid leukemia (CML) with imatinib and poly(I:C), a type I IFN 
inducer, significantly reduced the recurrence rate of the disease. 
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１．研究開始当初の背景 
I 型 IFNs はファミリーを形成するサイトカイ
ンの１つで、ほ乳類のさまざまな細胞から生
産され生物学的に重要な機能を有している。
ウィルス感染に際し、特に樹状細胞（dendritic 
cell、以下 DC）から生産される I 型 IFNs は、
免疫系を活性化してウィルス抵抗性を付与
する役割を担っている。しかしながら、造血
系、特に HSC のホメオスターシスにおける I
型 IFNs の機能は不明である。  

申請者は、IFN- あるいは代表的な I型 IFNs
誘導剤である poly I:C をマウス生体内に投与
すると HSC の増殖が誘導されること、また
IFN- や poly I:C の複数回投与による継続的
かつ過剰な I 型 IFNs の刺激は、造血幹細胞
（HSC）の機能的疲弊や分化促進に起因する
HSC の減少に繋がることを見出した。 
 
２．研究の目的 
これらの背景および知見に基づき、本研究課
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題では主に以下の３点を目的とした。１つ目
は、ウィルスなどの病原体感染時に DC から
生産される I 型 IFNs の HSC ホメオスターシ
スに及ぼす影響の詳細とその免疫学的意義
を明らかにすること。２つ目は、I 型 IFNs と
従来の抗がん剤との組み合わせにより、LSC
を標的とした慢性骨髄性白血病の治療法を
確立すること。３つ目は、I 型 IFNs を用いた
新規骨髄移植法を開発し、同法を用いた疾患
治療を試行することである。 
 
３．研究の方法 
(1) マウス 
野生型C57BL/6（WT）、B6.Ifnar1-/-、B6.Ifngr1-/-、
B6.SJLマウスは日本クレア、B&K Universal、
Jackson Laboratory、Taconicから各々購入した。
Irf2-/-マウスはTak Mak博士から分与された。
Irf2-/-Ifnar1-/-マウスは、Irf2-/-マウスとIfnar1-/-

マウスの交配により、Ifnar1-/-Ifngr1-/-マウスは、
Ifnar1-/-マウスとIfngr1-/-マウスの交配により
各々作製した。ムコ多糖症VII型モデルマウス
（ B6.C-H2-Kbm1/ByBir-Gusbmps/J ） は Jackson 
Laboratoryから購入した。すべての動物実験は、
秋田大学および東京医科歯科大学の組換え
DNA実験安全委員会および動物実験委員会
の審査・承認を経て遂行した。実験に当って
は、各々の大学動物実験指針を遵守した。 
 
(2) 再構築アッセイ 
HSC の再構築能を評価するため、競合的およ
び非競合的再構築アッセイを行った。競合的
再構築アッセイでは、目的とする遺伝子改変
マウスおよび WT マウスから骨髄細胞を採取、
10:1 に混合して、致死量の放射線を照射した
B6.SJL マウスに移入した。非競合的再構築ア
ッセイでは目的とする遺伝子改変マウスの
骨髄細胞あるいは精製した HSC を致死量の
放射線を照射した B6.SJL マウスに移入した。
その後、経時的にキメリズムを解析した。 
 
(3) ウィルス感染 
リンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス（LCMV）
Armstrong 株 2 x 105 pfu を静脈内注射により
感染させた。 
 
(4) 移植前処置 
移植前処置として、レシーピエントマウスに
poly(I:C)（10 mg/kg）と 5-FU（150 mg/kg）、
あるいは poly(I:C)と 1.5 Gy または 3 Gy の放
射線照射を行った。poly(I:C)は移植 6 日およ
び 4 日前、5-FU は 2 日前、放射線照射は移植
当日に各々行った。 
 
(5) フローサイトメーター 
c-Kit, Sca-1, CD3, CD4, CD8, B220, TER-119, 
CD49b, Gr-1, CD11b, CD25, CD45.1, CD45.2, 
CD41, CD48, CD150を含む様々な分子に対す

る抗体で染色後、Mofloセルソーターを用い
てソーティングを行い、 FACSCantoII 、
FACSCaliburで解析した。 
 
(6) 細胞周期の解析 
目的とする遺伝子改変マウスおよびWTマウ
スから骨髄細胞を採取、Hoechst 33342ならび
に pyronin Y で 染 色 後 、 Lin-Sca-1+cKit+ 
(LSK)-SP分画の細胞周期をMofloを用いて解
析した。 
 
(7) 統計処理 
Student’s t-testを行い、P<0.05を有意水準5%に
おいて有意であると判定した。 
 
４．研究成果 
(1) 転写因子IRF2はHSCの自己複製能と多分
化能を保護する 
一過性の I 型 IFN 刺激が HSC の活性化を、持
続的な I型 IFN刺激がHSCの分化に伴う減少
を誘導すること、その分子メカニズムとして、
前者は p27Kip1、p57Kip2 などの CDK inhibitor
発現抑制が、後者は HSC の自己複製に重要な
Thrombopoietin（TPO）受容体 Mpl の発現抑
制が、各々原因であることが推定された。I
型 IFN シグナルを抑制する転写因子 IRF2 を
欠損する Irf2-/-マウスでは、同腹 Irf2+/-マウス
との比較において、持続的かつ過剰な生理的
I 型 IFN シグナルに起因する HSC の減少が観
察された。さらに、Irf2+/-マウスならびに Irf2-/-

マウスから精製した HSC を用いて再構築ア
ッセイを行ったところ、Irf2-/- HSC は自己複
製能の低下と前駆細胞への分化促進が顕著
であった。これらの知見は、静止期 HSC の維
持における IRF2 の重要性を示唆しており、I
型 IFNを用いた副作用の少ない骨髄移植法を
確立、さらには慢性骨髄性白血病（CML）治
療法改善への可能性を提示していた。 
 
(2) ウィルス感染におけるHSCの解析 
本来、I型IFNはウィルス感染に伴い様々な細
胞から産生され、ウィルスを排除するあるい
はウィルス感染抵抗性を付与する役割が知ら
れている。そこで、リンパ球性脈絡髄膜炎ウ
イルス（LCMV）感染後、HSCの性状を解析
したところ、細胞周期が進展するHSCと、静
止期のままのHSCが存在することを見出した
。さらにI型およびII型IFN受容体二重欠損（
Ifnar1-/-Ifngr1-/-）マウスでは、LCMV感染後も
HSCの細胞周期の進展が認められず、かつ
HSCへのウィルス感染効率が亢進した。従っ
て、ウィルス感染時に産生されるI型IFNは、
造血系の回復維持とHSC自身のウィルス抵抗
性獲得に重要であることが示唆された。 
 
(3) 新規骨髄移植法の開発と疾患治療への応
用 



従来のHSC移植は、高濃度の放射線照射ある
いはアルキル化剤を用いるためDNA傷害や
毒性などの副作用が強く、それら副作用を最
小限に抑えたHSC移植前処置の確立が必要と
されている。(1)の知見に基づき、I型IFNある
いはその誘導剤であるpoly(I:C)と5-FU、ある
いはpoly(I:C)と1.5 Gy または3 Gy（従来の数
分の１程度）放射線照射を前処置として用い
た骨髄移植法を試行した。移植後7~8ヶ月の
末梢血ドナー由来B細胞やミエロイド細胞の
割合を指標に検討した結果、poly(I:C)あるい
は5-FU単独で前処置したマウスにHSCを移
植しても殆ど生着しないが（どちらも3%以
下）、poly(I:C)および5-FUで前処置するとHSC
生着効率が飛躍的に上昇した（約15~20%程
度）。またpoly(I:C)および1.5 Gy または3 Gy
（従来の数分の１程度）の放射線照射で前処
置するとHSC生着効率がさらに上昇し、末梢
血ドナー由来B細胞が約50%、同ミエロイド
細胞が25%程度であった。 
 副作用の少ない前処置により一定程度の
HSCを移植生着させることが可能になったの
で、同法を用いて先天性代謝異常症の１つ、
ムコ多糖症VII型の治療を試みた。この疾患は、

-グルクロニダーゼ酵素（GUSB）欠損によ
り、さまざまな組織や臓器のリソソームへの
グリコサミノグリカンの蓄積とそれに因る
機能不全を主徴とする。骨髄移植は治療法選
択肢の１つであり、ドナー造血細胞の産生す
る -グルクロニダーゼ酵素により治療効果が
期待できる。そこで、poly(I:C)および5-FUで
前処置したムコ多糖症VII型モデルマウスに
WTマウスHSCを移植した。その結果、GUSB
活性を示すドナー由来B細胞、T細胞、ミエロ
イド細胞が各々15%, 10%, 10%程度を占めて
いた。基質を指標にしたGUSB活性は脾臓、
肝臓、腎臓などでも確認した。さらに重要な
ことに、組織グリコサミノグリカン（コンド
ロイチン硫酸およびデルマタン硫酸）の低下
および膨化リソソームの消失を指標とした
病状の改善が観察され、poly(I:C)および5-FU
前処置による骨髄移植の有効性が確認され
た（以上、投稿中）。今後は、同法と遺伝子
治療を組み合わせた他の血液疾患への応用
が期待できる。 
  
(4) 新規慢性骨髄性白血病治療法の開発 
HSC と白血病幹細胞（LSC）の類似性に着目
し、イマチニブと I 型 IFN またはその誘導剤
を併用した慢性骨髄性白血病（CML）治療法
の開発を目指し研究を推進した。最初に、
p210 BCR-ABL 遺伝子を組み込んだ pMSCV
レトロウィルスベクターを骨髄細胞に導入
し、同細胞を致死量の放射線照射マウスに移
植することでマウス慢性骨髄性白血病
（CML）モデルを構築した。次に、移植後
10~20 日にイマチニブを投与、イマチニブ投

与開始後 3, 5 日目に poly I:C を投与する治療
法を試行、一定の治療成績を得ることができ
た。本年度は、慢性骨髄性白血病（CML）モ
デルを用いて治療法の確立を目指した。移植
後 10 24 日にイマチニブ(IM)を投与、イマチ
ニブ投与開始後3,10日目に IFNの誘導剤であ
る poly(I:C)を投与する治療法を試行し、その
後 IM投与中止によるCMLの再発について検
討した。その結果、IM 単独投与群では CML
が再発したが、IM と poly(I:C)の併用投与群で
は再発の頻度が明らかに低下した。併用投与
群では CML 幹細胞の頻度も有意に減少して
おり、再発率の低下の要因と考えられた。同
様の効果は、IM と IFN- の併用投与群でも観
察された。 
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