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研究成果の概要（和文）：生体異物相互作用の場としても知られるいわゆるニッチを介した造血幹・前駆細胞の維持機
構として、発達・成長途中で造血幹・前駆細胞の静止期分画が確立し、その後老年期に至る長期間その大きさが一定に
維持される機構の存在を発見した。この機構の解析を目的として、１）これまで造血幹・前駆細胞の維持に関わること
を示してきた種々の遺伝子改変動物による解析、２）電離放射線を含む生体異物の曝露による酸化的障害誘発条件下で
の造血幹・前駆細胞やその支持組織に対する細胞・分子生物学的解析、３）これらへの加齢影響、について検討し、造
血幹・前駆細胞の分化段階に応じて機能的に異なる制御／防御システムの存在が示唆される結果を得た。

研究成果の概要（英文）：The aims of this study were to focus on and analyze the hematopoietic regulatory 
system on the basis of three aspects, specifically focusing on a system that maintains hematopoietic 
stemness via hematopoietic stem/progenitor cell (HSPC) niches, the site of xenobiotic interrelationship. 
The first aim was to analyze the system during the dormancy period of HSPCs using several gene-modified 
mice with impaired hematopoiesis. The second aim was to examine the cellular and molecular mechanisms 
related to hematopoietic kinetic changes under oxidative stresses (e.g. induced by whole-body irradiation 
or benzene treatment). The third aim was to examine changes in the cell-cycle fraction during the 
senescent stage solely in relation to natural aging or in the presence of additional oxidative stresses 
such as those mentioned above. As a result, a functionally different regulatory/protecting systems were 
supposed to be present depending on the differentiation status of HSPCs.

研究分野：幹細胞病理（造血幹細胞機能調節異常）
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
低用量の活性酸素や酸化的ストレスが様々
な生命活動に果たすシグナル伝達調節機構
と、高用量におけるそれらの生体障害の両面
が明らかになりつつある。即ち、生体は高用
量の活性酸素を消去する機構を備えて初め
て生存が可能となったが、他方、低用量反応
としての酸化的ストレスに対する生体応答
は、種々の転写因子の遺伝子発現調節に関わ
り、生体の調節維持機構として必須の役割を
担っていることがわかってきた。また、幹細
胞は再生医療の中心を担う一方、幹細胞とこ
れを支えるニッチ[niche]は、前者に幹細胞特
異的薬物代謝酵素（例えば Cytochrome P450 
2E1 (Cyp2E1)）や異物受容体（aryl hydrocarbon
受容体(AhR)など）の発現がみられ、後者が
酸化的ストレスに対する造血維持センサー
となっているなど、生体異物相互作用の中心
ともなっている。ここに幹細胞、とりわけ、
造血幹細胞とこれを支えるニッチを対象と
した幹細胞病理学研究の意義が浮かび上
がってくる。 
造血幹・前駆細胞を支える生体異物相互作
用の場としてのニッチを介した造血幹・前駆
細胞の維持機構によって、発達・成長途中で
造血幹・前駆細胞の静止期分画が確立し、そ
の後老年期に至る長期間その大きさが一定
に維持されることを見出した。即ち、造血幹
細胞特異的細胞周期測定法によれば、コロ
ニー形成性の造血幹・前駆細胞の静止期分画
の成立時期は、8週齢前後にあることが明ら
かとなりつつある。この結果は、N-cadherin
陽性骨芽細胞分画がマウス骨髄で急速に増
加し、相反的に PECAM陽性細胞が減少する
こと等の報告と符合しており、造血維持機構
はこの前後で質的に大きく転換するものと
考えられる。更に、先の BUUV法によって、
前項で成立した静止期分画はその後成熟期
を経て長く老年期に至る 18ヶ月齢まで出入
りのない分画として骨髄に維持されること
を見出した。この分画[population]を試算する
と、造血前駆細胞の 7割に及び、その維持機
構にはコネクシン(Cx)-32や AhRの生理機能
の関与も想定される。 
尚、造血幹細胞の細胞動態からみた維持機
構や、生体異物応答に関わる遺伝子改変マウ
スとして利用してきた、酸化的ストレス消去
分子 Thioredoxin (Trx)の発現制御マウスや、
Cx-32遺伝子欠失（KO）マウス、AhR-KOマ
ウスなどを本研究の基礎とした。 
 
２．研究の目的 
本研究は、ニッチを介した造血幹・前駆細胞
の維持機構として、発達・成長途中で静止期
分画が確立し、その後老年期に至る長期間そ
の大きさが一定に維持される機構を、以下の
3つの側面から解析し、造血幹細胞とこれを
支えるニッチの機能を生命活動維持の生理
と生体障害の両面から明らかにしようとす
るものであった。即ち、(1) これまで造血幹

細胞維持に関わることを示してきた種々の
遺伝子改変動物を用いた解析、(2) 電離放射
線を含む生体異物の曝露による酸化的障害
誘発条件下での造血幹・前駆細胞やその支持
組織に対する細胞生物学的・分子生物学的解
析、(3) これらへの加齢影響、に順次取り組
んでゆくこととした。 
(1)との関係では、先の BUUV法によってコ
ロニー形成性の造血前駆細胞で観察される
静止期分画の確立時期とその分画の維持に
おける Trx や AhR、あるいは Cx32の個体レ
ベルでの機能や骨髄間質細胞を中心とした
発現遺伝子、各造血分画における ROS量など
を比較検討し、ここでの ROSの役割を演繹す
る。尚、骨髄再建能を有する造血幹前駆細胞
を多く含むことで知られる分化抗原陰性
（Lin-）c-kit陽性（c-kit+）stem cell antigen陽
性（Sca1+）の LKS分画細胞においては静止
期分画の成立時期は 8週齢よりも遅いことが
示唆される予備検討結果を得ている。LKS分
画の BrdUrd取り込み分画比は経時的に増加
し続けるとの文献報告がみられるが、静止期
分画の成立期以前に BrdUrdの持続投与を開
始すれば静止期分画の計測は不能であると
考えられた。これについてもあわせて検討す
ることとした。 
(2)については、酸化的ストレスを誘発するこ
とで知られる電離放射線やベンゼンをとり
あげ、以下の検討を行うこととした。即ち、
① 電離放射線：前述のとおり、電離放射線
の照射による遅延効果には、照射時期による
いわゆる window効果が観察されている。そ
こで、造血支持組織の週齢による放射線感受
性を含む支持能の低下の有無について、細胞
生物学的な ex vivoによる解析や、その分子
基盤としてのN-cadherinやTie2など造血支持
能に関わるとされる分子の発現変化を観察
する。② ベンゼン：ベンゼンの曝露期間中
は p53を介する骨髄での p21waf1の発現増加
を伴う造血前駆細胞の細胞周期抑制作用が
認められるが、曝露をやめると速やかに p21 
waf1の蓄積も消失し、細胞周期の抑制も解除
されることを明らかにしている。一方、この
ときのニッチを含む造血支持組織の関与の
有無については、ベンゼン誘発白血病の発症
機序の未解明とも相俟って、その役割に注目
が集まっており、1989年以降、ほぼ 5年間隔
で過去 5回にわたって開催されてきたベンゼ
ンに関する国際会議でも、2013年の会合の焦
点として取り上げられた。そこで、(2) ①と
同じ要領で細胞生物学的、分子生物学的解析
を行う。 
(3)については、以上の各条件における加齢に
よる障害の増強の有無など加齢影響につい
て検討することとした。尚、21ヶ月齢のマウ
スの未分化幹・前駆細胞では静止期分画の拡
大がみられるが、BrdUrdの持続標識実験から
は解析できないので、これが 18ヶ月齢以降
急速に拡大に転じるのかの如何や、若齢での
ガンマ線やベンゼンなどの曝露後、加齢に伴



う静止期分画の縮小の如何、造血組織の各分
画毎の細胞内酸化的ストレスの蓄積の実態
や、造血支持組織の支持能との関係などを明
らかにすることとした。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞の分画採取：造血幹・前駆細胞 造
血幹・前駆細胞として、各種コロニー形成性
の幹・前駆細胞や長期骨髄再建能を有する造
血幹細胞が含まれる Lin-、c-kit+、Sca1+の LKS
分画細胞を対象とする。LKS分画については、
密度勾配法及び免役磁気ビーズによる Lin陽
性分画の除去後、セルソータによる当該分画
の分取を行う。造血支持細胞 造血支持細胞
として、骨髄間質細胞や、更に造血幹・前駆
細胞の維持にかかるニッチの構成分子、Tie2 
ligandの Angipoietin-1 (Ang)や、骨組織マー
カーとして知られる ALCAMや Runxを発現
する分画をさしあたりの対象とする。 
(2) 実験動物：以下の造血幹細胞維持に関わ
る遺伝子の改変動物を用いる。Trxの発現制
御マウス（京大・淀井淳司教授由来）： Trx
の過剰発現(Tg)マウスでは、2週間程度の
BrdUrd取り込み分画比で見る限り静止期分
画が大きく、造血幹・前駆細胞数が少ないこ
とを明らかとしてきた。尚必要に応じて Trx
ヘテロ KOマウスも用いる。AhR-KOマウス
（東大・藤井義明教授由来）：AhRの発現は
造血器にあっては未分化幹細胞に限局され
ており、AhR-KOマウスは野生型に比べて造
血幹・前駆細胞の静止期分画は少なく、造血
幹・前駆細胞数が多いこと、superoxide 
dismutase (SOD)1、SOD2や Trxの定常状態で
の発現レベルが低く造血細胞の DCFH-DAの
蛍光強度を指標とした細胞内酸化的ストレ
スは野生型より多いこと、ひいては白血病が
早期に発症することなどを示してきた。
Cx32-KOマウス（Bonn大・Klaus Willecke教
授由来）Cx32の発現も造血器にあっては未分
化幹細胞に限局されており、Cx32-KOマウス
も、造血幹・前駆細胞の静止期分画は少なく、
造血幹・前駆細胞数が多い。また
N-methyl-N-nitrosourea誘発白血病の発症頻度
が高いことなどを示してきた。 
(3) 生体異物による酸化的障害の誘発：ガン
マ線：酸化的ストレスとしてはヒドロキシラ
ジカル形成が主体となる。白血病誘発線量の
2～3Gyのマウス個体への単回照射や、造血
細胞や骨髄間質細胞の in vitroでの照射を行
う(137Cs- irradiator [Gamma Cell 40, CSR, 
Toronto, Canada]、 0.5-mm AL-Cu filter使用)。
ベンゼン：ヒドロキシキノンやカテコールな
ど代謝産物による酸化的ストレスの誘導が
知られる。150mg/kg b.w. 1日 1回経口投与、
連続 5日/週を 2回投与直後や回復期、必要に
応じて 26週間曝露等も検討する（26週反復
曝露で白血病誘発用量となる）。 
(4) 造血幹細胞動態の解析：当申請者らが考
案した造血幹細胞特異的細胞周期測定法 
(BUUV法: Hirabayashi et al. Exp Biol Med 227, 

474-9, 2002; Hirabayashi et al. Mech Ageing 
Dev 101,221-31,1998：BrdUrd (bromodeoxy- 
uridine)の持続投与と、BrdUrd取り込み細胞
の紫外線高感受性を利用した purgingによる
造血幹・前駆細胞由来のコロニー数の減少率
をもって、個体内造血幹細胞動態を測定する
方法)や、あらかじめ BrdUrdを投与したマウ
ス骨髄細胞からセルソータで分取した LKS
分画の抗 BrdUrd抗体によるセルソータ解析
を行う。 
(5) 酸化的ストレス指標の計測：細胞内の
ROSの指標としてのDCFH-DA (2',7'-dichloro- 
fluorescein diacetate) やミトコンドリアの膜
電位の指標としての JC-1 (5,5’,6,6’-tetra- 
chloro-1,1’3,3’-tetraethyl-benzimidazo-carbocya
nine iodide)などの蛍光色素を用いセルソータ
による蛍光強度の計測を行う。 
(6) 遺伝子発現検索：これまでに野生型での
放射線、ベンゼン曝露後や、今回検索対象と
している遺伝子改変動物などの骨髄細胞に
よる Gene Chipなどによる網羅的遺伝子発現
解析を行っており、その解析結果も参照の上、
特に骨髄間質細胞やニッチ分画を対象とし
た Ang、ALCAM、Runxといったマーカー分
子の発現態様を中心に、定量 PCR法などによ
る関連遺伝子の発現解析を行う。 
 
４．研究成果 
(1) 造血幹細胞維持に関わることを示してき
た種々の遺伝子改変動物を用いた酸化的ス
トレス指標と造血幹細胞動態の解析：Trx-Tg
マウス、AhR-KOマウス、あるいは Cx32-KO
マウスを用いた個体レベルでの解析を行い、
主に以下の成果を得た。 
①造血幹細胞分画としての LKS分画におい
て DCFH-DAの蛍光強度を指標とした活性酸
素種（ROS）量を、定常状態の成体（12～20
週齢程度）で同腹の野生型由来と比較すると、
AhR-KO由来では予想通り 2.1倍であった。
他方、Trx-Tg由来では予想に反して野生型と
差異を認めなかった。一方、過酸化水素処理
によって野生型ではROS量が定常状態の約 3
倍に増加したのに対し、Trx-Tgでは ROS量
増加の有意な抑制が観察されている。 
②BUUV法によるコロニー形成性の造血前
駆細胞の静止期分画は、特に未分化な 13日
目の脾コロニー形成性前駆細胞において、
Trx-Tg由来では、BrdUrdの取り込み分画が野
生型の 0.57倍に留まり静止期分画が大きい
のに対して、AhR-KO由来では、BrdUrdを取
り込む分画が野生型の 1.38倍に増加し静止
期分画が小さくなることを明らかとした。な
お BrdUrdの取り込み分画の大きさが一定に
達する時期には両者とも野生型との差異を
認めないことから、静止期分画の成立時期に
は野生型との差異はないものと考えられた。 
また、新生児期の造血幹細胞動態について
も解析を進め、Trx-KOマウスの BrdU取り込
み分画が、Trx-Tgマウスとは逆に野生型に比
べて大きい傾向などを観察した。この結果は、



Trx-Tgマウスでは造血前駆細胞の数が野生
型よりも有意に少なく、Trx-KOマウスでは有
意に多いこととも符合するものと思われる。 
一方、Cx32-KOマウスでは、未分化なコロ
ニー形成性の造血幹・前駆細胞（CFU-S13）
に限局して、BrdUrdの取り込み分画はBrdUrd
の持続標識を行った 90日の間漸増し続け、
野生型の 1.41倍に到達することを明らかに
した（図１）。これらのコロニー形成性の造
血幹・前駆細胞数は、Cx32-KOマウスで低値
をとること、更に未分化な LKS分画の細胞数
は逆に Cx32-KOマウスで高値をとり、
Hoechst33342染色による Cx32-KOマウスの
LKS分画の S期(39.21% ±6.52%）が、野生型
のそれ（12.04% ±2.80%）より高値を示した
事、更に、BrdUrdを 1ヶ月間持続投与後の
LKS分画のBrdUrd取り込み比率が、Cx32-KO
マウスで野生型のそれより 1.57倍の高値を
とること、などとも併せると、Cx32の欠失状
態は、造血幹細胞と所謂ニッチとの間の協調
不全をきたし、成長に伴い経時的に、造血幹
細胞の未分化性が失われていくことが想定
された。検証の為の連続骨髄移植実験を行い、
次項(3) ②に記載の通り、二次移植後に骨髄
再建能の不全状態が顕在化することを見出
した。 

 
図１：未分化なコロニー形成性前駆細胞（CFU- 
S13）の BrdUrd持続投与による細胞動態解析
（黒：野生型、赤：Cx32-KOマウス）：Cx32-KO
マウスでは、BrdUrdの取り込み速度の遅延と、持
続的な細胞回転分画の拡大が観察された。 
 
(2) 生体異物の曝露による酸化的障害誘発条
件下での造血幹前駆細胞やその支持組織に
対する細胞生物学的・分子生物学的解析： 
① 2Gyのガンマ線の単回全身照射後、経時
的に造血幹・前駆細胞数や、造血幹・前駆細
胞における DCFH-DAの蛍光強度を指標とし
た活性酸素種（ROS）量、細胞動態の解析の
為の BrdUrdの取り込み分画、などの計測、
及び、遺伝子発現解析を行った。分化型の血
球数は照射直後に減少するものの、1～1.5ヶ
月程度で回復した。一方、造血幹・前駆細胞
分画ではその分化階層の未熟な分画ほど回
復の遅延が見られ、より未分化な造血幹細胞
の LKS分画では、その回復は非照射群の 40%
に留まった。この時、LKS分画では ROS量
を反映する蛍光強度の有意な増強が観察さ

れた。また、コロニー形成性の造血前駆細胞
の BrdUの取り込み分画は、照射 4週間後に
は有意な減少を示す。こうした未分化分画に
おける数的回復の遅延の分子背景を検討す
る目的で、照射 4週後ないしは加齢マウスの
骨髄細胞における網羅的遺伝子発現解析で
注目された細胞増殖やアポトーシスの関連
遺伝子について、骨髄細胞及び LKS分画にお
ける遺伝子発現の定量 PCR法による解析を
進めた。照射 4週後の骨髄細胞ではこれまで
の結果がよく再現され、ATM/CHEK2/Trp53 
pathwayの活性化やAKT/PI3K pathwayの抑制
に符合する一連の遺伝子の発現変動が見ら
れた。さらに、LKS分画でも同様の変化が観
察され、骨髄細胞一般でも LKS分画でもアポ
トーシスの進行が示唆された。 
② ベンゼンの影響についても、ベンゼン曝
露によって変動する遺伝子発現を制御する
因子のマウスの系統毎の特徴を明らかにす
べく、C57BL/6と C3H/Heとでそれぞれ個体
別の遺伝子発現を電算的に解析した。特に個
体毎に異なる発現を示す stochasticな発現遺
伝子にも注目し、発現が変動した遺伝子の発
現制御因子の解析を行った。その結果、
C57BL/6マウスでは、細胞増殖に対する促進
性の因子も抑制性の因子も、個体毎に、亢進
と抑制のバランスが取れていると解釈され
る結果を得たのに対して、C3H/Heマウスで
は、増殖性のシグナルは抑制され、抑制性の
シグナルが亢進しており、専ら抑制性のシグ
ナルが亢進した状態にある様子が伺われた
（図２）。 
 

 
図２：C57BL/6マウスと C3H/Heマウスのベンゼ
ン誘発発現遺伝子の発現制御の系統差 
 
 尚、こうした系統差との関係は不明ながら、
C3H/Heマウスにおいては、LKS分画とは別
に、分化抗原陰性、Sca1陽性の細胞の中に存
在する亜分画を発見した。このものを用いた
骨髄再建実験では、白血球のむしろ過剰な回
復性増生を支持する予備検討結果を得たが、
詳細の同定には至らなかった。 
 (3) 各条件下での加齢に伴う影響： 
①加齢に伴う造血系の変化として、無処置対
照群の観察結果は以下の通りであった。まず
LKS分画において、細胞内酸化的ストレス指
標としての DCFH-DAの蛍光強度は、2ヶ月
齢、6ヶ月齢、21ヶ月齢と増加した（図３）。
また、末梢の造血細胞や体重あたりの骨髄細



胞数、コロニー形成性造血幹・前駆細胞の骨
髄細胞に占める比率などは、2ヶ月齢以降
21ヶ月齢迄有意差無く一定に保たれるが、
LKS分画は、加齢に伴い、実数はもちろん、
骨髄中の比率も漸増した。骨髄細胞において
は、2ヶ月齢に比べて 21ヶ月齢で、-catenin、
Ccnd1、PiK3r1はいずれもその発現が抑制さ
れているが、LKS分画では、逆に 21ヶ月齢
で有意に発現が亢進しており、未分化分画に
おいて、加齢に伴う無効造血の亢進が示唆さ
れる。 
 

図３：LKS分画における細胞内酸化的ストレス指
標の加齢に伴う増加（*: p<0.05） 
 
更に BrdUrdを 2ないし 6週間飲水投与し
て LKS分画の細胞動態を解析したところ、
BrdUrdの標識率は、2ヶ月齢以降 21ヶ月齢
までの計測した全ての時点において 2週間投
与群より 6週間投与群で高値であった。また、
いずれの投与期間でも、2ヶ月齢より、7ヶ
月齢以降 18ヶ月齢迄は 2ヶ月齢よりも有意
に標識率が高く、経時的に増加傾向が認めら
れたが、これらの群間には有意差を認めない。
更に、21ヶ月齢になると低値となった。コロ
ニー形成性の造血幹・前駆細胞に観察された
BrdUrdを長期にわたって取り込まない静止
期（dormantな）分画は、LKS 分画にあって
は、7ヶ月齢前後以降に出現することが想定
されるが、その比率はごく僅かにとどまるも
のと考えられる。尚、2週間投与群と、6週
間投与群の標識率の増加の程度は、LKS分画
内の増殖効率（倍加時間）を反映するものと
考えられるが、この値は加齢に伴い低下して
ゆく傾向を示した。 
② Cx32-KOマウスの加齢マウス（30ヶ月齢）
では、野生型マウスに比べて、造血前駆細胞
数が有意に増加した。若齢マウスでは、逆に
有意に低値であり、加齢に伴い逆転すること
が分かった。また、造血幹前駆細胞の骨髄再
建能について検討したところ、移植 2ヶ月後
の一次移植群では有意差は認められないも
のの、これら一次再建群から donor細胞由来

の LKS分画を採取して、二次移植をすると、
Cx32KOマウス由来のLKS分画における再建
能が著しく低下していることがわかった（移
植 4ヶ月後の donor由来の細胞の存在比は以
下の通り：13週齢の場合、野生型 80.0% 
vs.Cx32-KO群 33.3%、P=0.062：42週齢の場
合、野生型 46.1% vs.Cx32-KO群 8.3%、
P=0.038）。これらのことから、定常状態での
造血にあっては、Cx32が欠失していても、末
梢造血の維持という点では、機能不全が顕在
化する可能性は乏しいものの、今回の連続骨
髄移植能の欠失や、既報の 5FU投与後の回復
遅延、MNUに対する発がん高感受性などの
結果を併せて鑑みると、障害に対する防御機
構として Cx32は極めて重要な位置を占めて
いるものと考えられ、引き続きその分子機構
の解明を進めてゆきたい。 
③ 2Gyのガンマ線の単回全身照射後、21ヶ
月齢まで経時的に、(2)の①に引き続いて、造
血幹・前駆細胞数、造血幹・前駆細胞におけ
る活性酸素種量や細胞動態の計測、及び遺伝
子発現解析を行った。造血幹・前駆細胞分画
に観察された、分化階層が低いほど回復が遅
延する現象は、特に LKS分画で顕著であり、
21ヶ月齢（照射後 19.5ヶ月）になってよう
やく、数的な回復がみられた。一方、この時
点でも、DCFH-DAの蛍光強度は、照射群に
有意に高く、細胞周期関連遺伝子である
Ccnd1、Fyn及び PiK3r1の過剰発現が LKS分
画でのみ認められるなど、若齢期にうけた単
回全身照射の影響の遺残が認められた。更に
BrdUrdを 2ないし 6週間飲水投与して LKS
分画の細胞動態を解析したところ、BrdUrdの
標識率は、照射 4週目以降 21ヶ月齢までの
計測した全ての時点において照射群で高値
だった。一方、倍加時間を反映すると考えら
れる 2週間の標識率に対する 6週間の標識率
の増加率は、照射群で低値を示した。この値
は非照射群の 21ヶ月齢の値に相当し、観察
期間中、一定の値で推移した。 
照射による遷延効果は加齢変化を促進す
ることが示唆されており、ここで得られた結
果もこれに符合するものと考えられた。更に、
遷延効果の実態として無効造血の亢進が想
定され、これがいわゆる白血病発症の母地を
形成しているものと解釈される。尚、このよ
うな状況を作り出す背景として想定される
所謂ニッチの関与については、経過中に明ら
かとなった Cx32の重要性や、新たな亜分画
の発見などがあったものの、いずれも予備的
な検討に留まり、結論を得るには至らなかっ
た。 
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