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研究成果の概要（和文）：微小環境の変化が造血器腫瘍動態に与える影響の解析と腫瘍-微小環境相互作用を標
的とした新たな抗腫瘍薬の開発を目的に、以下示す2つを目的として研究を行った。(1)加齢と造血器腫瘍骨髄に
おける微小環境変化の比較を行なった。間葉系幹前駆細胞や血管内皮細胞集団のRNAシーケンスを行い双方で有
意に上昇を認めた因子を特定することができた。(2)微小環境-腫瘍細胞相互作用を標的とした抗腫瘍薬スクリー
ニングを行なった。腫瘍細胞の持つ概日リズムを修飾する化合物のスクリーニングを行うことで、微小環境-腫
瘍細胞相互作用を標的とした抗腫瘍薬の探索を行い、数種類の化合物を候補として同定することができた。

研究成果の概要（英文）：Functions of hematopoietic stem cells (HSCs) required for the hematopoietic 
homeostasis are tightly regulated by their unique microenvironments (niches) in bone marrow. 
Previous studies have revealed that bone marrow mesenchymal stem cells are an essential player to 
keep HSCs quiescent that is a key behavior of stem cells to protect them from being exhausted and 
malignant transformation by exogenous insults. This study reveals the contribution of bone marrow 
microenvironments altered with aging to the pathogenesis, clonal evolution and leukemic 
transformation in myelodysplastic syndrome (MDS).
Leukemia stem cells are regulated by circadian clock genes whose regulator is a therapeutic target 
for leukemia. Previously, by performing a screen for small compounds that inhibited the circadian 
clock, we found a CK2 inhibitor, GO289 exhibiting inhibitory effects on leukemia cell lines in 
vitro.

研究分野：血液内科学

キーワード： 造血幹細胞　造血微小環境　加齢

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
新規シングルセルシーケンスであるDrop-seqと３次元イメージングという2つの新技術を組み合わせた解析によ
り細胞間の相互作用の理解し、間葉系幹細胞をその機能により分類することができた本研究成果は、骨修復や骨
病変を来す病態のより深い理解、ひいては効率的な骨再生や新たな骨病変治療薬の開発にも繋がると期待され
る。更に、加齢に伴う「ニッチ」と幹細胞相互作用の変化を解明し、その知見をヒト造血器腫瘍に応用すること
で、微小環境を標的とした新たな造血器腫瘍治療法の開発へも繋がると期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
造血幹細胞は生涯にわたって自己複製を行うことにより、血液細胞の供給、幹細胞自身の維持を

行っている。造血幹細胞の機能は、骨髄内の特殊な環境（造血幹細胞ニッチ）により制御を受け

ている。造血幹細胞ニッチの構成細胞の１つである間葉系幹細胞は血管を包囲する形で

「pericyte」として存在し、多分化能、組織再生能を持つことに加えて、造血幹細胞の維持に必

須の因子を多く産生し、造血幹細胞と間葉系幹細胞の相互作用が骨髄造血を維持するために非

常に重要であることが明らかとなっている。また、「pericyte」は、胎児肝においても幹細胞増

殖を支持するとともに、出生後も tip cell として血管構築を先導するなど造血発生や血管新生

においても重要な役割を果たしている。このように、組織微小環境の構造や機能は、複雑かつ多

彩であり、微小環境を構成する細胞間の相互作用についても十分な理解は得られていない。更に、

加齢にともなう造血機能の低下の原因として、骨髄微小環境の加齢に伴う機能的変化という外

的要因が注目されている。また、「ニッチ」の変化が造血細胞の悪性形質転換を誘導、促進する

可能性も示されており、その機序も、増殖プールサイズの増加、遺伝子不安定化による遺伝子変

異の集積、クローン造血の誘導など非常に複雑である。マウスモデルを用いた実験で、細胞傷害

や加齢は、「ニッチ」を構成する間葉系細胞に炎症性変化を起こすことで、造血器腫瘍発症の母

地（造血幹前駆細胞の悪性形質転換やクローン選択を促進する「変異原性微小環境」）を形成す

る可能性が示唆されている。逆に、白血病細胞が造血幹細胞ニッチを質的に変化させることで、

白血病細胞に有利な機能を持つ骨髄微小環境（白血病ニッチ）を形成することも示されている。

骨髄間葉系幹細胞は、遺伝子改変マウスなどのレポーターや表面マーカーで標識、分離されるが、

その発生起源や分化段階において不均一性を持つ細胞群であり、この不均一性の解析による機

能的な細分化が造血システムを制御する微小環境の理解には不可欠である。骨髄微小環境を構

成する細胞は非常に多彩であるが、細胞の希少性より詳細な解析は行われておらず、その機能的

な細分化は重要な課題である。 

 
２．研究の目的 
(1) 骨髄「pericyte」機能異常モデルマウスを用いて、微小環境異常が正常造血に与える影響

を明らかにする。 骨髄「pericyte」の異常が、血管内皮細胞に与える影響を、3次元イメージ

ングによる骨髄血管構造の観察及び、Drop-seq を用いたシングルセル遺伝子プロファイリング

により同定し、ニッチの構成細胞である「pericyte」と血管内皮細胞との相互作用が正常造血を

どの様に支持しているかを明らかにする。 

(2) 微小環境の変化が造血器腫瘍動態に与える影響の解析と腫瘍-微小環境相互作用を標的と

した新たな抗腫瘍薬を開発する。 造血器腫瘍モデルマウスを用いて、目的(1)で同定した

「pericyte」と血管内皮細胞との相互作用がどの様に変化するかを詳細に解析することにより、

腫瘍動態に影響を与える因子を特定し、微小環境の修飾による造血器腫瘍制御法を開発する。更

に、微小環境の概日リズムが正常造血機能を制御する、また白血病細胞が概日リズム遺伝子の制

御を強く受けている、という 2つの特性を踏まえ、概日リズムスクリーニングにより抗白血病作

用を持つ化合物を同定している。本課題ではこの新規化合物が、新規ヒト白血病治療薬の開発の

ためのシーズとなるかの検証を行う。 

 

３．研究の方法 
(1)モデルマウスにおける骨髄微小環境構成細胞(血管、骨形成、造血幹細胞)を解析する 

加齢に伴い骨髄間葉系幹細胞においてテロメア保護分子 POT1a の発現の著明な低下が認められ



た。POT1a は、シェルタリン複合体の構成分子として、テロメアにおける DNA 損傷反応を防止す

る一本鎖 DNA 結合タンパク質である。この POT1a を間葉系幹細胞から欠損させるマウス(NG2-

cre/POT1aflox/flox)を作製し、間葉系幹前駆細胞「pericyte」の機能異常が骨髄血管の構造や機能

にどのような影響を及ぼすかを、3次元イメージングを用いた骨髄血管構造変化の観察や血管内

皮細胞の遺伝子プロファイリングにより詳細に分析し、血管周囲間葉系幹前駆細胞と血管内皮

細胞との相互作用を明らかにする。 

(2) 加齢と造血器腫瘍骨髄における微小環境変化の比較より共通因子を同定する。 

予備実験として、７週齢と 120 週齢の高齢マウス骨髄や骨髄増殖性疾患類似病態を示す血球特

異的 Ragnase-1 欠損マウスから既知のマーカーでソートした間葉系幹前駆細胞や血管内皮細胞

集団の RNA シーケンスを行い双方で有意に上昇を認めた因子を特定する。 

(3) 微小環境-腫瘍細胞相互作用を標的とした抗腫瘍薬スクリーニングを行う 

提案者は、以前の研究において、各臓器（細胞微小環境)は、アドレナリン作動神経を介して日

内変動を示しており、造血幹細胞を含む血液細胞(免疫担当細胞)の体内動態や分布も微小環境

の持つ概日リズムの影響を強く受けていることを示した。近年、白血病細胞においても概日リズ

ム制御遺伝子の重要性を示す研究結果が報告されている。そこで、腫瘍細胞の持つ概日リズムを

修飾する化合物のスクリーニングを行うことで、微小環境-腫瘍細胞相互作用を標的とした抗腫

瘍薬の探索を行った。名古屋大学 トランスフォーマティブ生命科学研究所 廣田毅先生との

共同研究において、小分子化合物ライブラリーの概日リズムスクリーニングによりカゼインキ

ナーゼ II の活性を特異的に阻害する化合物 GO289 を同定し、白血病細胞株に対して増殖抑制効

果を示すことを発表している。GO289 の生体内安定性を評価し、より安定した形に改変した誘導

体を合成を試み、白血病細胞株に対して増殖抑制効果を示すこと及び白血病モデルマウス(C1498

マウス白血病細胞株移入モデル)において生存延長効果を示すかどうかを確認する。 

 
４．研究成果 
(1)モデルマウスにおける骨髄微小環境構成細胞(血管、骨形成、造血幹細胞)を解析する 

これまでの研究より加齢因子候補として同定された POT1a を間葉系幹細胞から欠損させるマウ

ス(NG2-cre/POT1aflox/flox)を作製したところ、骨形成不全を認めた。NG2-cre/POT1aflox/floxマウス

の骨髄より間葉系幹細胞分離ソートし、RNA シーケンスにより遺伝子発現解析を行ったところ、

GO 解析により骨や骨格形成に関わる遺伝子群の発現低下が認められた。更に、NG2-

cre/POT1aflox/floxマウスでは、末梢血、骨髄において B細胞の減少を認め、B細胞系細胞の減少、

骨髄球系の増加といった骨髄球系に偏った造血、骨形成不全を認めるなど、老化における変化と

類似した表現系を示した。更に、骨髄組織の３次元イメージングによる血管構造の詳細な計測、

解析を行い、高齢マウス骨髄において、骨髄洞は増加しているというように、血管構造が再構築

されているという結果が得られた。今後の研究では、NG2-cre/POT1aflox/floxマウスを間葉系ニッ

チの老化モデルとして用いて、細動脈、骨髄洞血管内皮細胞の遺伝子プロファイリングを行うこ

とで、間葉系ニッチ異常をトリガーとして起こる血管内皮機能の変化を経時的に解析し、骨髄微

小環境の老化を規定する因子を明らかにする。POT1a 欠損骨髄間葉系幹細胞では、酸化的リン酸

化の障害を認めた。ミトコンドリア DNA の維持に必須のミトコンドリア転写因子

A(mitochondrial transcription factor A:TFAM)を過剰発現させたマウスは、心不全の発症や

肥満が抑制され、TFAM は、老化を抑制する働きを持つ可能性が示されている。更に、TFAM 高発

現マウス脂肪組織由来の間葉系幹細胞が産生する細胞外小胞(Extracellular vesicles;EVs)が、

autocrine かつ/もしくは paracrine 機構で、ミトコンドリアの活性化を介して、褐色脂肪細胞

への分化を誘導し、抗肥満・抗老化効果を示すことも報告し、この EVs が抗老化物質を含む可能



性が示されているため、TFAM 高発現マウス由来の骨髄間葉系幹細胞の EVs に含有されるタンパ

ク質を同定することで、抗老化物質の探索を行なった。TFAM 高発現間葉系幹細胞の培養上清か

ら MinimateTM EVO TFF システムを用いて EVs の精製・濃縮を行い、定量的プロテオミクス技術

(Evosep one/Q-Exactive システム)を用いて高深度・高感度の網羅的タンパク質プロファイリン

グを行った結果、TFAM 高発現細胞由来の EVs を特徴づけるタンパク質が同定され、ネットワー

ク解析、GO 解析により、アクチン細胞骨格に関わるタンパク群が多く含まれていることが明ら

かとなった。 

(2) 加齢と造血器腫瘍骨髄における微小環境変化の比較より共通因子を同定する。 

急性骨髄性白血病(AML)による骨髄微小環境変化について解析するため、MLL-AF9 遺伝子導入に

よる白血病モデルマウスの骨髄血管構造を観察したところ、対照マウス骨髄と比較してより密

な骨髄洞構造が見られた。更に、間葉系幹前駆細胞もしくは骨芽細胞を蛍光標識するマウスに、

AML を発症させることにより、AML 骨髄では NG2-cre かつ Collagen1.1-cre で標識される間葉系

細胞分画が増加することを見出している。AML マウスより間葉系幹前駆細胞を分離し、qPCR 解析

を行ったところ、Angpt1、Angpt2 といった血管修飾に関わる因子の発現に有意な変化が認めら

れ、AML を支持する骨髄微小環境における間葉系幹前駆細胞「pericyte」と血管内皮細胞との相

互作用の存在が示唆された。 

(3) 微小環境-腫瘍細胞相互作用を標的とした抗腫瘍薬スクリーニングを行う 

 造血幹細胞を含む血液細胞(免疫担当細胞)の体内動態は、微小環境の持つ概日リズムの影響

を強く受けている。この概日リズムは自律神経により支配されており、骨髄の加齢変化としてア

ドレナリン作動神経の減少、それに伴う間葉系幹ニッチ細胞の機能低下が報告されている。これ

までの研究で、概日リズムスクリーニングによる抗白血病効果を示す化合物の探索を行なった

結果、カゼインキナーゼ II の活性を特異的に阻害する化合物 GO289 を同定し、生体内でより安

定した形に改変した誘導体の合成にも成功し、白血病モデルマウスにおいて有意に生存延長効

果を示すことを確認することができた。 
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