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研究成果の概要（和文）： 

 本研究では、造血支持細胞の異常で再生不良性貧血を呈する疾患マウスに正常な間葉

系幹細胞を移植することで、造血微小環境（ニッシェ）の再構築を起こさせる新規治療モデル

の確立を行うことが目的である。まず、Sca-1 ノックアウトマウスの間葉系幹細胞の解析を行
ったところ、老齢になるにつれてコロニー形成数に減少がみられた。そして、間葉系幹細胞の

経静脈移植実験を行うのだが、生着率が低いという問題がある。しかし、移植前処置に放射線

照射と Substance P投与を行うと、個体差があるものの間葉系幹細胞の生着率の改善が確認さ
れた。 

 
研究成果の概要（英文）： 

In this experiment, the goal is to establish a new therapy model for aplastic 

anemia. Our theory is that the transplanted Mesenchymal stem cell to disease model mice 

can reconstitute the niche cell, which can cure aplastic anemia. 

At first, I analyzed Mesenchymal stem cell of Sca-1 knock out mouse.  

I observed decrease of colony number as they get older. 

Next, I did an experiment on Mesenchymal stem cell transplantation, but there is a problem 

that engraftment ratio is very low. 

However, though there are individual differences, I observed the improvement of 

engraftment ratio with irradiation and administering of Substance P before the 

transplantation. 
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) 再生不良性貧血 
再生不良性貧血とは、骨髄での造血機能が低

下し、血液の全ての成分が減少する特定疾患

（難病）に指定されている病気である。再生

不良性貧血患者に対する骨髄移植は 1972 年
に最初の成功例が報告されて以来、現在では

広く行われている治療法であるが、全ての症

例に効果があるわけではない。骨髄移植の本

質は「造血幹細胞の移植」なので、造血幹細

胞の異常であれば骨髄移植で治療できるが、

治療できない場合は造血幹細胞以外に原因

があると考えられる。 
 
(2) 間葉系幹細胞の造血支持能 
 現在までに、モデルマウスを用いた再生不

良性貧血の解析が行われている。モデルマウ

スには遺伝的に貧血を発症するマウスとし

て、造血幹細胞の異常のため骨髄移植で治療

できる W 系マウスと、骨髄移植を行っても

症状を改善することができない SL 系マウス
が存在する。骨髄移植を行っても症状が改善

されない原因として、ニッシェ（=造血微小
環境）の造血支持細胞に異常があると示され

ている。ニッシェとは幹細胞が多く存在し、

自身の維持や自己複製を行っている場所で

ある。ニッシェには間葉系幹細胞由来の骨芽

細胞からなるニッシェと、間葉系幹細胞自身

が構成細胞の一つとなるニッシェが証明さ

れている。また、Sca-1 ノックアウトマウス
も貧血症状を起こすが、このマウスでは間葉

系幹細胞の自己複製能の異常により、造血支

持細胞の産生がされることのよって貧血症

状を呈すると報告されている。これらの知見

より造血支持細胞が異常である貧血症状の

場合は、造血支持細胞を構成していることが

強く示唆されている間葉系幹細胞を移植す

ることでニッシェが正常になり、造血幹細胞

が定着できるようになって貧血症状が改善

されるのではないかということが考えられ

るため、本研究を行った。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、先天的に再生不良性貧血症状を

呈する疾患マウスの中でも造血幹細胞では

なく、造血支持細胞に異常のある SL/SLdマ
ウス・Sca-1 ノックアウトマウスをレシピエ
ントとして用い、フローサイトメーターで分

離した間葉系幹細胞を用いて細胞移植を行

う。それにより造血微小環境（ニッシェ）の

再構築を行い、造血支持能の獲得と貧血症状

の改善を誘導し、再生不良性貧血の新規治療

モデルの確立を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 貧血疾患モデルマウスの間葉系幹細胞の
解析 
 申請者らが確立した間葉系幹細胞分離系

を用いて、貧血疾患モデルマウスの大腿骨か

ら得た骨髄細胞の Sca-1陽性、CD140a陽性、
CD45陰性、Ter119陰性の分画をフローサイ
トメトリーで分取して培養を行い、間葉系幹

細胞の自己複製能や骨･軟骨・脂肪への分化

能を調べた。 
 
(2) 効率的な間葉系幹細胞の経静脈移植方法
の確立 
 申請者らが確立した方法で得られる間葉

系幹細胞は従来法で得られる間葉系幹細胞

とは異なり、ホーミング能力を有しているた



 

 

め経静脈移植が可能であるが、キメリズムが

低いことが問題である。その理由として、間

葉系幹細胞が放射線に抵抗性を持つため、移

植前処置に行う放射線照射(10.5Gy)では死滅
せずに生き残ってしまい、ドナー細胞が生着

する場所がないことが原因と考えられる。そ

こで、前処置を放射線照射のみだけでなく薬

剤を組み合わせることで、骨髄中の間葉系幹

細胞ニッシェを作り出す検討を行った。また、

ドナー間葉系幹細胞は全身で緑色蛍光タン

パクを発現する CAG-EGFPマウスから、ド
ナー造血幹細胞は移植後に血液キメリズム

を計測できるようにLy5.1マウスからフロー
サイトメトリーで分取し、前処置後に移植し

た。 
 
①放射線照射と抗ガン剤 5-FU投与 
 前処置として、5-FU 投与のみ、放射線照
射 1日後 5-FU 投与、5-FU 投与 1日後放射
線照射の 3群にそれぞれ移植実験を行い、骨
髄細胞の解析を行った。 
 
②放射線照射と Substance P投与 
 現在までの報告で、Substance Pを投与す
ると CD29 陽性細胞が末梢血中に動員され、
この細胞が間葉系幹細胞の表現系を示すこ

とが証明されている。このことを利用して、

レシピエントの骨髄中の間葉系幹細胞ニッ

シェを作り出すことでドナー間葉系幹細胞

の移植キメリズムを改善できると考え、まず、

Substance P投与後の血液細胞を解析して、
間葉系幹細胞のマーカーを発現している細

胞が存在するか確認する。確認できたマウス

に放射線照射後移植を行い、骨髄細胞の解析

を行った。 
 
(3) 貧血疾患モデルマウスへの間葉系幹細胞
の経静脈移植 

間葉系幹細胞を移植することによって、骨髄

移植だけでは治療できなかった貧血症状を

改善することができるか検証するために、

SL/SLd マウスや Sca-1 ノックアウトマウス
に放射線照射、または Substance P投与 1日
後放射線照射を行った後、間葉系幹細胞と造

血幹細胞を静脈投与した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 貧血疾患モデルマウスの間葉系幹細胞の
解析 
 まず、我々は造血支持細胞に異常を持つ

SL/SLd マウスの間葉系幹細胞の解析を行っ
たところ、その自己複製能・分化能に異常が

ないことがわかった。造血支持細胞が造血幹

細胞を維持するために必要な因子を発現す

ることができないことが貧血症状の原因で

ある。つぎに、Sca-1 ノックアウトマウスの
解析を行った。老齢になるとコロニー形成数

(CFU-F)の減少がみられた。つまり、自己複
製能に異常がみられるようになったと考え

られる。どちらのマウスも、正常な間葉系幹

細胞を移植して生着させることができれば、

貧血症状の改善や発症を防ぐことができる

ようになると考えられる。 
 
(2) 効率的な間葉系幹細胞の経静脈移植方法
の確立 
 移植前処置に放射線照射のみだとドナー

間葉系幹細胞の生着率が悪いので、放射線照

射と 5-FU投与の組み合わせを行い、移植実
験を行ったが、生着率は放射線照射のみとほ

ぼ変わらない 7%前後だった。次に、移植前
処置にSubstance P投与を組み合わせて末梢
血解析や移植実験を行った。Substance P投
与 24 時間後の末梢血をフローサイトメトリ



 

 

ーで解析すると、通常は存在しない Sca-1陽
性、CD140a陽性、CD45陰性、Ter119陰性
の分画が約 0.8%確認することができた。48
時間後は約 0.2%まで減少した。これを参考
にして、Substance P 投与後 24 時間以内に
放射線照射を行い、移植実験を行い骨髄細胞

の解析を行った。放射線照射のみと比べて、

～20%まで生着率が改善されたマウスが存在
した。個体差が大きく、Substance Pを投与
しても放射線照射のみの生着率より悪いマ

ウスも存在した。 
 
(3) 貧血疾患モデルマウスへの間葉系幹細胞
の経静脈移植 
 SL/SLdマウスは 12週齢、Sca-1ノックア
ウトマウスは 60 週齢マウスをレシピエント
とし、Substance P投与 24時間後放射線照
射を行ったあと移植を行った。しかし、モデ

ルマウスがほとんど生存しない結果となっ

た。この実験では、通常 10.5Gy もの放射線
を照射する。これより低い照射量だと、ドナ

ー間葉系幹細胞がほとんど生着しないから

である。ちなみに、WT マウスはこの条件で
も約 80%は生存するが、疾患モデルマウスに
とって照射量が高過ぎることが考えられる

ので、移植前処置の検討を行っていく。また、

生存したWTマウスの末梢血を解析したとこ
ろ血球マーカーである CD４５を発現する
GFP陽性細胞を検出することができた。この
細胞がどのような細胞か今後詳しく解析し

ていく予定である。 
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