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研究成果の概要（和文）：造血支持細胞は多数の種類が知られつつあるが、その分子基盤については不明な点が多い。
また、造血支持細胞の異常が造血不全疾患の病態の一部を形成している可能性もある。
Nestin発現造血支持細胞の分子基盤を解明する目的でNestin-CreERT2-RBP-Jκflox/flox (CKO)マウスを解析した。CKO
マウスは脾腫と貧血を呈していた。CKOマウスでは骨髄中の成熟赤芽球が減少し、未熟なCD71+Ter119-赤芽球が増加し
ていた。これらの結果から、骨髄中のNestin陽性造血支持細胞でのNotchシグナルは赤血球造血に重要であることが示
唆された。

研究成果の概要（英文）：Bone marrow stromal cells that express nestin are proposed to play a fundamental 
role in hematopoiesis. However, the molecular mechanism operating in nestin-expressing cells to support 
hematopopoiesis remain to be clarified.To approach this issue, we established The 
nestin-CreERT2-RBP-Jκflox/flox (CKO) mice. The CKO mice showed mild anemia, and marked splenomegaly. 
Mature erythroblasts in the bone marrow of CKO mice decreased, but oppositely increased in the spleen 
compared to the wild type. Immature erythroid cells increased in bone marrow of CKO mice compared to the 
wild type. These results showed that if Notch signaling in nestin-expressing cells is knocked out, 
erythropoiesis in the bone marrow decreases, and be compensated by the spleen. Our results indicate that 
nestin-expressing hematopoietic-supporting cells are important to support erythropoiesis and select 
hematopoietic tissues. Furthermore, we think that Notch signaling is involved in regulating 
erythropoiesis.

研究分野：血液学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 骨髄異形成症候群（MDS）における正常
造血障害：MDS は異常造血細胞のクローン性
増殖性疾患であり汎血球減少を伴う。血球減
少は、正常造血が抑制される一方で、クロー
ン性造血細胞が無効造血を行うことによる。
正常造血抑制には、骨髄環境の異常が関与し
ていることが示唆されているが、その詳細は
不明であった。 
(2) 骨髄における神経外胚葉形細胞の役割
とその異常による造血障害の可能性：骨髄中
で、神経外胚葉関連と考えられるネスチン陽
性のストローマ細胞の存在が確認されてお
り、造血幹細胞ニッチを形成していることが
報告されている。一方、神経外胚葉形由来と
考えられるグリア細胞繊維性酸性タンパク
質（GFAP）陽性細胞が、造血幹細胞の細胞周
期を休止期にとどめる役割を果たすことも
報告されている。これらの細胞に焦点を当て
ることで、骨髄環境異常による造血障害の機
序を知る手がかりが得られるかもしれない、
と考えられた。 
 
２．研究の目的 
(1) MDS 患者骨髄におけるネスチン陽性ある
いは GFAP 陽性の神経外胚葉由来の造血支持
細胞（NGC）に異常が生じているか、生じて
いるとすればどのような異常が生じている
かを調べる。 
(2) もし NGCが障害を受けている証拠が得ら
れれば、MDS クローン細胞に由来する NGC 障
害因子を同定する。 
(3) ネスチン発現造血支持細胞において
Notch シグナル活性が低下するマウスを作製
し、このマウスにおける造血障害を観察する。 
 
３．研究の方法 
(1) MDS および骨髄浸潤陰性の悪性リンパ腫
（コントロール）骨髄生検検体を用いた、ネ
スチン陽性細胞の解剖学的解析：筑波大学附
属病院病理部で保存されている、MDS および
骨髄浸潤陰性であることが明確な悪性リン
パ腫の骨髄生検検体について、ネスチン、血
管内皮細胞マーカー等を中心とする免疫染
色を行った。抗体は、脳腫瘍などの病理診断
のために病理部で日常的に染色しているも
のを用いた。 
(2) ネスチンプロモーター下でCreを発現す
る Nestin-Cre マウス、及び タモキシフェン
誘導によりネスチンプロモーター下でCreを
発現する Nestin-CreERT2 マウス（京都大学・
影山博士より供与）を、Cre 作動下に GFP を
発現するトランスジェニックマウスと交配
した（それぞれ Nestin-CreGFP マウス、
Nestin-CreERT2GFP マウス）。Nestin-CreGFP
マウス骨髄の免疫染色を行い、ヒトにおける
ネスチン陽性細胞と、マウスにおける GFP 陽

性細胞との解剖学的解析結果を比較した。。 
(2) Nestin-CreERT2GFP マ ウ ス と
RBP-Jκflox/floxマウス（京都大学・本庶博士よ
り供与）を交配し、タモキシフェン誘導によ
りネスチンプロモーター下でRBP-Jκを欠損
す る マ ウ ス （ Nestin-CreERT2GFP ・
RBP-Jκflox/floxマウス）を作製した。これらの
マウスは、移植実験にも利用できるよう
C57Bl/6 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド に し た 。
Nestin-CreERT2GFP・RBP-Jκflox/floxマウスは
生後4-8週に達した時点でタモキシフェンを
投与し、経時的に造血能を観察した。タモキ
シフェンは 8週間週 5日腹腔内注射し、解析
を行った。 
 
４．研究成果 
(1) ヒトコントロール骨髄及びMDS患者由来
骨髄における、ネスチン陽性細胞の解剖学的
解析：コントロール骨髄では、少数の紡錘形
を呈する細胞がネスチン陽性細胞として同
定された。ネスチン陽性細胞は、血管壁を構
成細胞として描出されたが、CD34 あるいは
CD31 陽性の血管内皮細胞とは明確に異なり、
血管内皮細胞と隣接して血管壁を構成して
いる様子が観察された。一方、MDS 患者骨髄
では、血管壁構成とは関連しないネスチン陽
性細胞が多数観察された。ネスチン陽性細胞
を含む解剖学的組織構築が破壊されている
可能性が示唆された。以上の観察結果は、MDS
における造血支持細胞の異常を具体的に可
視化したという点で、極めて新規である。 
今後は、網羅的遺伝子解析を行い、分子基盤
について解析を行う予定である。 
(2) Nestin-CreERT2GFP・RBP-Jκflox/floxマウ
スの解析：タモキシフェンを 8週投与後に造
血能を解析した。CKO マウスは野生型と比較
し、軽度の貧血と脾腫をみとめた。白血球数
や血小板数については差を認めなかった。造
血細胞をフローサイトメトリーで解析する
と、CKO マウス骨髄では CD71-Ter119+成熟赤
芽球が減少し、CD71+Ter119-の比較的未熟な
赤芽球が増加していた。造血幹細胞数や割合
については野生型と比較し、差を認めなかっ
た。造血幹細胞を半固形培地で培養した結果、
コロニー形性能はコントロールマウスと差
がなく、障害を受けていないことが明らかに
なった。一方で脾臓では成熟赤芽球が増加し
ており、CKO マウスでは骨髄赤血球造血・分
化が障害され、脾臓で代償していることが示
唆された。純粋に骨髄造血を解析するために
マウスを生後 6週で脾摘し、タモキシフェン
を投与後に骨髄造血について解析した。予想
に反し、脾摘後のマウス骨髄では成熟赤芽
球・未分化赤芽球とも野生型と比較して差を
認めなかった。このことは、造血組織は造血
微小環境に応じて柔軟に造血組織を変化さ
せていることが考えられる。 
これらの結果から、骨髄中の Nestin 陽性造
血支持細胞でのNotchシグナルは赤血球造血
に重要であることが示唆された。また、



Nestin-CreERT2GFP・RBP-Jκflox/floxマウスは
造血組織の移動・髄外造血の病態解明に役立
つと考えられる。 
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