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研究成果の概要（和文）：本課題においては、細胞内シグナル応答性プローブを幹細胞に応用する新しい試みとして研
究を行った。対象をキナーゼ応答性プローブと造血幹細胞の組み合わせとし、特定のシグナルに応答してリン酸化され
ることで蛍光を発する（あるいは変化する）プローブを細胞内に導入し、異なる反応性を示す細胞集団を生きたまま分
取する技術を用いて、既存の方法では検出し得なかった新たな造血幹細胞の亜分画の同定を目指した。種々の技術的困
難に対して改良を重ね、研究期間において次なる成果へとつなげるための研究基盤を確立することが可能であった。

研究成果の概要（英文）：In this project we have aimed at the development of a new method to isolate previo
usly unidentified subfractions in hematopoietic stem cells (HSC) by utilizing their varying responsiveness
 to a certain cytokine signal.  Intracellular markers have been developed as the fluorescent nanoparticles
 containing peptide substrates for certain kinases.  After screening candidate peptide substrates, the syn
thesized marker will be introduced into HSC to detect and/or subfractionate them for characterization.  
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１．研究開始当初の背景 
幹細胞研究の進歩は目覚しく、特に造血幹
細胞はその純化、臨床応用が最も進んでいる
体性幹細胞である。最先端の幹細胞研究では
１個１個の細胞の機能・特性を比較する手法
が求められる(single-cell biology)。造血
幹細胞においては主に細胞表面マーカーの
発現様式に基づくフローサイトメトリー法
による純化技術に革新的進歩がみられ、ただ
１個の細胞の移植によっても全系譜にわた
って造血系を再構築しうる高度な純化が可
能となっている。しかしながら、近年これら
の細胞集団中にも機能・特性上の不均一性が
見出されており、既存の技術による純化法の
限界も指摘されている。一方で申請者は、造
血サイトカイン刺激後の純化造血幹細胞集
団中に、シグナル分子のリン酸化様式におけ
る明らかな不均一性をみる例をいくつか経
験している。このことは、ある刺激に対する
特定のシグナル応答性の違いを指標として
造血幹細胞をさらに細分画できる可能性を
示唆するが、従来、シグナル分子のリン酸化
解析は細胞の固定を必要とするため、解析後
に生細胞を回収し機能・特性を比較すること
は不可能と考えられてきた。そこで申請者は、
特定のシグナル経路におけるリン酸化状態
を蛍光強度により生細胞中でモニタリング
し、ソーティングとその後の機能・特性解析
とを同時に可能とする新たな方法を発想す
るに至った。 
 
２．研究の目的 
本研究では、特定のリン酸化シグナルを蛍
光によって生細胞中で可視化する革新的技
術「細胞内シグナル応答性プローブ」を造血
幹細胞研究に応用し、従来の方法ではさらな
る分画が困難であった細胞集団を特定の刺
激に対するシグナル応答性により分画し、生
細胞として回収することで機能・特性評価ま
でを可能にする新たな細胞分画法を確立す
ることを目的とする。提案する技術の原理証
明が主題であるが、造血幹細胞をシグナル応
答性により分画し、特性評価までを行なって
新たな亜分画の存在を証明することが究極
の目的である。 
 
３．研究の方法 
はじめに造血幹細胞において、提唱する分
画法の実現に最も適したサイトカインと標
的シグナルの絞り込みを行う。シグナル反応
性の異なる細胞株を混合し、「モデル細胞」
として、1)リン酸化応答性プローブの細胞内
導入、2)サイトカイン刺激、3)フローサイト
メトリー解析・ソーティングという一連の流
れが可能か、系の妥当性を検証する。造血幹
細胞へのプローブ導入法の至適化を終了し
たのち、実際にシグナル応答性プローブを導
入して、サイトカイン刺激後のリン酸化シグ
ナル強度を指標としたソーティングを試み

る。分画、分取した細胞に関して特性・機能
解析を行なって、特定のリン酸化応答性にお
ける差異が、質的に異なる造血幹細胞分画を
規定しうることを実証する。 

(1) サイトカインと標的シグナルの絞り込
み: 研究の対象となる造血幹細胞集団にお
いて、サイトカイン刺激後の各分子のリン酸
化 kinetics を通常の細胞内染色フローサイ
トメトリー法でスクリーニングし、候補刺激
-候補シグナルの絞り込みを行う。サイトカ
イン側は申請者らの研究室で既に造血幹細
胞活性への影響が明らかな造血サイトカイ
ンで、また、シグナル分子側は研究分担者の
片山が既に有している基質ペプチドを中心
に試み、特に二極性の応答パターンを示すも
のに着目し結果の再現性等から決定する。 

(2) モデル細胞株を用いた実証実験: 初代
細胞での試行前に、シグナル応答性の明らか
な細胞株を用いて研究計画の妥当性の検討
を行う。はじめに複数の細胞株をサイトカイ
ン刺激したときに反応性において明らかな
差異のみられる基質ペプチドを選択する。片
山は恒常的に蛍光を発する色素＃１とリン
酸化に反応して発光する色素＃２の二種類
を組み込んだナノ粒子の作製を担当する。リ
ン酸化不応性株とリン酸化反応性株との混
合培養にプローブを導入し、サイトカイン刺
激後にフローサイトメトリー解析を行い、プ
ローブ陽性細胞の中に、基質のリン酸化され
た集団と非リン酸化細胞を同定できるよう、
条件設定を行う。さらに細胞株の混合比率を
変えて感度・特異性の検討を行い、最終的に
はソーティングによる生細胞の分取が可能
となるよう至適化を進める。 

(3) プローブの初代細胞への導入: 並行し
て、既に確立ずみのナノ粒子を用いてマウス
骨髄細胞へのプローブ導入法の至適化を進
める。ナノ粒子単独での導入と電気穿孔法と
の併用法とを試み、高効率、低毒性を実現す
る条件を決定する。細胞表面マーカーの染色
とプローブ導入を組み合わせ、対象とする造
血幹細胞分画への導入が可能となるようさ
らに条件設定を試みる。ヒト造血幹・前駆細
胞分画での検討も同時に進める。 

(4) プローブ導入造血幹細胞の活性評価:  
前年度よりのプローブ導入法の至適化をさ
らに進める。特に毒性の評価を厳密に行うた
め、移植によって造血再構築能をプローブ非
導入細胞との比較において検討する。ヒト造
血幹・前駆細胞としては、CD34 陽性 CD38 陰
性細胞集団を用いて、移植は NOG マウスをレ
シピエントとして評価する。マウス造血幹細
胞では、幹細胞活性の評価の標準法である
Ly5.1/Ly5.2 congenicマウスシステムを用い
て、プローブ導入後にも未処理造血幹細胞に
遜色ない活性が保たれるような条件を確立
する。 

 



(5) 造血幹細胞の分画: プローブの導入法
に目処が付いた時点より、実際の造血幹細胞
を用いてプローブ導入、サイトカイン刺激、
フローサイトメトリー解析およびソーティ
ングの至適化を開始する。細胞株を用いた前
年度の検討を参考に、プローブ導入後の刺激
開始のタイミング、解析・ソーティングの開
始時期、サイトカイン濃度等をヒト造血幹・
前駆細胞とマウス造血幹細胞とでそれぞれ
至適化する。 

(6) 分画造血幹細胞の特性・機能評価: リン
酸化の有無、強度を指標に分画した細胞をソ
ーティングし、遺伝子発現プロファイル、in 
vitro colony assay、移植による特性および
機能の評価を行い、分画に用いたシグナル応
答性の差異が特性においてもまた機能の上
でも造血幹細胞を異なる画分に分別しうる
かの検証を行う。 

(7) リン酸化シグナルと特性・機能との関連
づけ: 計画どおりに新たな造血幹細胞の亜
分画が同定されれば、分画の基となったシグ
ナル応答性の差異が何故観察される造血幹
細胞活性の差異へと結びつくのかの検討を
行う 

 
４．研究成果 

初年度は特にモデル細胞におけるシグナ
ル応答性の評価系の整備を行った。被験シグ
ナルとして SDF-1 刺激による CXCR4 シグナル
を選択肢、至適化をすすめた。シグナル強度
を人為的に変化させることでシグナル応答
性プローブの反応性を validate できると考
え、レトロウイルスベクターシステムを構築
し 、 野 生 型 レ セ プ タ ー お よ び
gain-of-function 型レセプターを被験細胞
に過剰発現する系を確立した。C57BL/6J マウ
ス骨髄から造血幹・前駆細胞を分取し、ベク
ターで遺伝子導入、蛍光マーカーを指標に遺
伝子陽性細胞をソートにより得ることがで
きた。SDF-1 刺激後に細胞を固定後、シグナ
ル分子のモデルとしてリン酸化Erkを特異的
抗体で染色しフローサイトメトリーにて解
析した。結果、gain-of-function を裏付ける
シグナル強度の変化が観察され、本研究課題
の目的に適うモデル細胞、モデルシグナルの
構築を確認した。 

平成 25 年度は標的細胞へのプローブ導入
に備え、造血幹細胞におけるシグナル伝達様
式の解析、細胞表面マーカーによる分画およ
び、幹細胞機能評価法の至適化を行った。特
に IL-1/IL-1R、SDF-1/Cxcr4 シグナルに着目
し、後者においてはレセプター改変後の細胞
におけるシグナル分子のリン酸化を網羅的
に評価した。その結果、本研究課題が究極に
目指す高品質の造血幹細胞分取に向けて、従
来考えられてきた Akt ではなく、Erk のリン
酸化がより幹細胞機能と相関する可能性が
示された。片山は研究期間を通じて高分子イ

オン錯体型の蛍光プローブの開発を検討し
た。内部標準として Cy5 を濃度消光が起きな
い程度、カチオン性基質ペプチドを側鎖に有
するデキストランに導入し、一方、キナーゼ
応答型の蛍光を与えるためのTAMRAをポリア
スパラギン酸に導入したポリマーも合成し
て両者を混合し、ポリイオン錯体型ナノ粒子
を調製した。得られたナノ粒子は Cy5 の蛍光
はナノ粒子形成によっても不変であったが、
TAMRA の蛍光は大きく消光した。一方、標的
キナーゼでデキストラン側鎖の基質ペプチ
ドをリン酸化するとTAMRAの蛍光は大きく回
復し、Cy5 の蛍光は変化しなかった。そこで、
両者の蛍光強度比を取ることで、正確にキナ
ーゼ活性が評価できた。蛍光強度比を用いて
キナーゼ阻害剤の阻害定数を評価すること
も可能であった。本プローブは、キナーゼ蛍
光プローブとして、特に濃度や組織・細胞の
厚みの影響を受けずに in vivo や培養細胞で
正確に活性を評価できる可能性がある。本課
題研究期間内には結論には至らなかったも
のの、継続研究の中での目的達成のための準
備を研究代表者と研究分担者の協力によっ
て整えることに成功した。 
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