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研究成果の概要（和文）：妊娠は骨髄におけるBリンパ球の分化の早期の段階を抑制し、同様の現象をエストロゲンの
投与で誘導することが出来た。エストロゲンによって間質細胞で誘導される蛋白としてSFRP5を同定した。SFRP5を過剰
発現するマウスを作製し解析を行ったところ、Bリンパ球造血が顕著に抑制され、特に骨髄中のリンパ球系共通前駆細
胞の段階で分化障害を引き起こした。そのメカニズムとして、SFRP5は多くの遺伝子発現に影響を与え、特にNotchシグ
ナル系の活性化が造血幹細胞・リンパ球系前駆細胞の分化に影響を与えている可能性が示唆された。さらにSFRP5欠損
マウスでは、妊娠やエストロゲンが誘導するBリンパ球抑制に変化を生じた。

研究成果の概要（英文）：Mammals have evolved to protect their offspring during early fetal development. 
Although fetuses represent mismatched allografts because of paternal genes, they develop with remarkable 
speed by obtaining optimal nutrition through the placenta. Thus, elaborate mechanisms induce tolerance of 
maternal immune system. We found that estrogen-induced Frizzled-related proteins (sFRPs), particularly 
sFRP5, suppress B-lymphopoiesis in vivo. Mice overexpressing sFRP5 had fewer B-lymphocytes in the 
peripheral blood and spleen. High levels of sFRP5 inhibited early B-cell differentiation in the bone 
marrow (BM), resulting in the accumulation of cells with a common lymphoid progenitor (CLP) phenotype. 
Conversely, sFRP5 deficiency reduced the number of hematopoietic stem cells and primitive lymphoid 
progenitors in the BM, particularly when estrogen was administered. Furthermore, a significant reduction 
in CLPs and B-lineage-committed progenitors was observed in the BM of sfrp5-null pregnant females.

研究分野： 血液内科学

キーワード： 免疫寛容　リンパ球造血
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１．研究開始当初の背景 
 
 申請者の研究室と共同研究グループは、約
20 年間にわたり、リンパ球分化の制御機構に
関する研究に取り組んできた。本研究計画に
繋がる学術的背景として、 
(1) 妊娠期の母体において、顆粒球・赤血球
の産生は保たれるが、T 細胞・B 細胞ともに
リンパ球産生が著明に抑制されることを見
出した。さらにこの現象には、妊娠期に高濃
度になる女性ホルモンが関与しており、特に
エストロゲンが濃度依存的に骨髄でのリン
パ球産生を抑制することを明らかにした。 
(2) エストロゲンが、リンパ球前駆細胞への
直接作用のみならず、造血環境を構築する骨
髄間質細胞への作用を介して、B リンパ球産
生を抑制することを示した。また、骨髄内に
おけるリンパ球分化の極めて初期段階が抑
制されることを見出した。 
(3) エストロゲンの骨髄間質細胞を介した作
用に着目し、リンパ球造血に影響を与える分
泌蛋白としてどのようなものが誘導される
のか探索した。その結果、Wnt シグナルの調
節分子 Sfrp が、エストロゲン刺激後の骨髄
間質細胞において高発現することを見出し
た。さらにSfrp-humanFc融合蛋白を作製し、
リンパ球前駆細胞への in vitro での直接作用
を検討したところ、造血幹細胞分画からの B
リンパ球産生を顕著に抑制することを見出
した。 
 
２．研究の目的 
 
 哺乳動物にとって妊娠は、非自己の組織が
体内に長期間存在する異常な状態である。そ
の維持のために母体は自らの免疫系を大き
く変容させる。これまでの研究で私達は、女
性ホルモンによって誘導される Soluble 
frizzled-related proteins (Sfrp)が、免疫系で
中心的な役割を担うリンパ球の分化・増殖を、
in vitro において抑制することを見出した。
Sfrp は抗炎症作用を持つ分泌蛋白として注
目されているが、生体の免疫系における機能
の詳細は不明である。そこで本研究では、過
剰発現マウスと欠損マウスを用いて、生体に
おける Sfrp の機能解析を行い、母体胎児間
免疫寛容への関与と作用機序を明らかにす
る。さらにその知見に基づいて、免疫機能を
調節する新たな手法の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
 
 (1)Sfrp 過剰発現マウスの作製と解析   
高濃度の Sfrp が長期間にわたって生体内で
発現する実験系が必要と考えられたため、次
の方法で生体での過剰発現系を作製し、造
血・免疫組織を中心に解析する。 
  ① Igκ promoter 制御下で目的遺伝子が
誘導される vector に Sfrp cDNA をサブクロ
ーニングする。 

② 作製したvectorを電気閃光法にてマウス
ES 細胞株に導入する。 
③ 遺伝子導入した ES細胞株を Bリンパ球欠
損マウス受精卵に注入し、キメラ個体を作製
する。 
④ キメラ率の高いマウスを純系野生型マウ
スと交配し、改変遺伝子を生殖細胞系列に導
入する。 
 このシステムで作製されたノックイン過
剰発現マウスでは、液性免疫系の成熟に伴っ
て目的蛋白が過剰分泌されるため、胎生期の
器官発生には影響を与えず、生後３週目以降
に安定した高発現状態になる。 
 
(2) Sfrp ノックアウトマウスの解析 
 Sfrp ノックアウトマウスは Sfrp1・Sfrp5
ともに理化学研究所で作製されている。これ
らのマウスを入手し、骨髄および胸腺を解析
し、Sfrp が定常状態でどの程度リンパ球造血
に影響を与えているかを明らかにする。さら
に妊娠期や女性ホルモン投与時のリンパ球
造血の変動を解析し、母体胎児間の免疫寛容
における Sfrp の役割を明らかにする。 
 
４．研究成果 
 
 SFRP1 と SFRP5 の２種類の過剰発現マウス
を作製して解析したところ、どちらのマウス
も野生型と比較してBリンパ球が有意に減少
したが、特に SFRP5 過剰発現の方が SFRP1 よ
りも顕著なBリンパ球減少と脾臓の縮小をき
たした（図 1）。 
 

 
図 1  Sfrp5 過剰発現マウスの解析結果 
（A. 末梢血 B.末梢血の flow cytometry C. 
脾臓） 
 
 この現象の分子メカニズムを明らかにす
る目的で、SFRP5 過剰発現マウスの骨髄から
リンパ系共通幹細胞を高純度で分離し、それ
らの遺伝子発現の特徴を野生型マウスと比
較検討した。その結果、SFRP5 過剰発現マウ
スのリンパ系共通幹細胞ではNotchシグナル
が活性化していることが分かった。 
 
 さらにその知見の裏付けを得るため、
SFRP5 ノックアウトマウスを用いた検討を行
った。興味深いことに SFRP5 ノックアウトマ
ウスの骨髄中に含まれる造血幹細胞やリン
パ系共通幹細胞は、エストロゲンに対する感



受性が野生型よりも高かった。また、エスト
ロゲン刺激後の遺伝子発現を検討した結果、
Notch シグナルの下流に存在する遺伝子の発
現に変化が認められた。しかし、SFRP5 ノッ
クアウトマウスを妊娠させて骨髄での造血
機能を評価した結果では、野生型の妊娠マウ
スと比較して優位な変化を認めなかった。そ
の原因として、妊娠期の SFRP5 ノックアウト
マウスの骨髄における他の SFRP ファミリー
の変化を調べたところ、SFRP1-4 のすべてに
おいて発現の上昇が認められた。このことか
ら SFRP5 ノックアウトマウスでは、他の SFRP
分子による代替機能が働いていると考えら
れた。 
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