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研究成果の概要（和文）：脾臓の器官形成に必須の転写因子であるTlx1の発現を指標にして脾臓間葉系細胞について解
析した結果、Tlx1発現細胞は脾臓の中心動脈周囲の血管周皮細胞ならびに濾胞周囲の赤脾髄領域に局在し、線維性細網
細胞、濾胞樹状細胞、辺縁帯細網細胞などの成熟間葉系細胞とは異なり、CD140αやCD105などの骨髄間葉系幹細胞と類
似した表現型を示すことを明らかにした。さらに、本細胞は、in vitroの培養系で脂肪細胞、骨芽細胞ならびに軟骨細
胞へ分化するだけでなく、生体において脾臓を構成する殆どの成熟間葉系細胞に分化する能力を有することから、脾臓
独自の間葉系前駆細胞であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Tlx1 is a transcription factor essential for spleen organogenesis, and is 
preferentially expressed in cultured mesenchymal stem cells derived from postnatal spleen. To 
characterize mesenchymal stemr cells in the spleen, we generated a reporter mouse line in which the 
CreER-Venus cassette was knocked into the Tlx1 gene locus, with the ROSA26-tdTomato allele, which enables 
both visualization of Tlx1+ cells by Venus and their lineage-tracing by tdTomato. A majority of Tlx1+ 
cells was localized in the red pulp, and these cells did not express mature stromal cell markers, but 
express mesenchymal stem markers. Tlx1+ cells have an ability to differentiate into adipocytes, 
osteoblasts and chondrocytes in vitro, and are capable to differentiate nearly all of the mesenchymal 
cell components of the spleen. Thus, these findings indicate that the Tlx1+ cells function as a 
spleen-selective mesenchymal stem/progenitor cells, participating in the homeostatic maintenance of the 
adult spleen.

研究分野： 統合動物科学
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1. 研究開始当初の背景 
間葉系幹細胞は３つの主要な間葉系細胞系列
（脂肪細胞、骨細胞、軟骨細胞）に分化できる細
胞集団であり、再生医療への幅広い応用が期
待されている。脾臓は、老化した赤血球の排除
や髄外造血の場である赤脾髄、リンパ濾胞、
T 細胞領域からなる白脾髄、その間に存在す
る辺縁帯ならび脾膜•脾柱という形態学的に
も機能的にも異なる領域から構成されるが、
脾臓に間葉系幹細胞が存在することを明確に
示した報告は現在まで存在しない。ただ、１）脾
臓初期発生に重要なホメオドメイン転写因子で
ある Tlx1 を発現し、３種の間葉系細胞系列に分
化できる細胞集団が存在すること、２）Ⅰ型糖尿
病を発症した NOD マウスに脾臓間葉系細胞
を移植すると血糖値が有意に減少すること、
などが報告されており、脾臓にも間葉系幹細
胞が存在することが示唆されている。また、
近年、新生仔脾臓の被膜のみを腎被膜下に移
植することにより、白脾髄、赤脾髄からなる
機能的な脾臓を再生できることが報告され、
脾臓被膜下に間葉系幹細胞が存在する可能
性が指摘されている。 
 
２．研究の目的 
間葉系幹細胞は、ES 細胞や iPS 細胞などの胚
性幹細胞と同様、近年、再生医療への応用が期
待されている多能性幹細胞である。しかしながら、
様々な組織由来の間葉系幹細胞の性状解析は
培養系を用いて行われているのみであり、その
生体組織における局在や生理学的機能につい
ては殆ど未解明のままである。本研究では、
脾臓器官形成におけるマスター制御因子で
ある Tlx1発現細胞の分化•機能を追跡できる
新規レポーターマウスを用いて、Tlx1発現細
胞の分化能、組織移行ならびに疾患組織修復
能の観点から生体レベルで解析を行い、成体
脾臓における間葉系幹細胞の同定・単離法を
開発し、再生医療への応用基盤の確立を目指
す。 
 
３．研究の方法 
Tlx1遺伝子発現下で薬剤誘導的に Cre組換
え酵素が活性化し、かつ蛍光蛋白 Venusで
発現細胞をモニターできる新規レポーター
マウスを、Cre-loxP システムによる生体レ
ベルでの細胞系譜追跡、特異的細胞除去な
らびに遺伝子欠損に応用することで、Tlx1
を発現する脾臓間葉系細胞の幹細胞として
の特性・機能を、移植組織への移行・定着、
組織における局在•分化ならびに疾患モデ
ルの組織修復能の観点から解析する。また、
培養系を用いた脾臓間葉系細胞の分化能・
性状解析を生体レベルの解析に組み合わせ
ることで、脾臓間葉幹細胞の性状や機能を
より詳細に解析する。 
	 
４．研究成果	 
(1) Tlx1発現細胞はCD45/Ter119/CD31陰性の
間葉系細胞であり、骨髄、リンパ節には認め

られず、脾臓にのみ存在する細胞であり、加
齢に伴って発現強度ならびに細胞数とも減
少する傾向を示した。 
 
(2) 脾臓における Tlx1発現細胞は、線維性細
網 細 胞 (gp38 陽 性 ) 、 瀘 胞 樹 状 細 胞
(FDC-M1,CD35 陽性)、赤脾髄線維芽細胞
(ER-TR7 陽性)などの成熟ストローマ細胞マ
ーカーを発現せず、一部が辺縁帯細網細胞
(MAdCAM-1陽性)であるが、大部分は LTβR, 
PDGFRα/β, CD105陽性,Sca-1弱陽性の間葉系
細胞であった。また、中心動脈周囲の血管周
囲細胞も Tlx1陽性であることから、未熟な間
葉系細胞と考えられた。 
 
(3) Tlx1-CreER-Venus;Rosa-tdTomatoマウスを
用いて、胎仔期ならびに新生仔脾臓に存在す
る Tlx1 発現細胞の細胞系譜追跡を行った結
果、胎仔期(E12.5)ならびに新生仔(D5)脾臓の
Tlx1発現細胞は、成体において線維性細網細
胞、瀘胞樹状細胞、辺縁帯細網細胞ならびに
赤脾髄線維芽細胞に分化することが明らか
になった。 
 
(4) 脾臓被膜の腎臓被膜下への移植による脾
臓再生系において、Tlx1発現細胞は線維性細
網細胞、瀘胞樹状細胞、辺縁帯細網細胞なら
びに赤脾髄線維芽細胞へ分化することから、
発生過程と同様、再生過程においても脾臓の
様々なストローマ細胞へ分化する能力を有
していることが明らかになった。 
 
(5) Tlx1-CreER-Venus;Rosa-DTRマウスを用い
て、ジフテリア毒素誘導的に成体脾臓から
Tlx1発現細胞を除去した結果、赤脾髄領域の
減少ならびに CD71/Ter119陽性の赤芽球の減
少が認められたことから、Tlx1発現細胞は成
体赤脾髄における erythropoiesisに関与するこ
とが示唆された。 
 
(6) Tlx1-CreER-Venus;Rosa-tdTomato アレルを
有する妊娠マウスにタモキシフェンを投与し、
E12.5 の脾臓原基の細胞運命を追跡した結果、
Tlx1 欠損マウスでは本来脾臓を形成するべ
き細胞が膵臓に局在した。これらの細胞はア
ミラーゼ、インスリン、上皮細胞マーカーを
発現せず、Vimentin, Desmin を発現する膵臓
間葉系細胞であることが判明した。 
 
(7) 新生仔脾臓の Tlx1 発現細胞は in vitro で
脂肪細胞、骨芽細胞、軟骨細胞へ分化するこ
とが明らかになり、間葉系幹細胞としての特
性を有することが明らかになった。 
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