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緒緒  言言  

 
造血幹細胞（hematopoietic stem cell：HSC）が、生涯にわたり血液細胞を安定して供給するためには、分裂パター
ン（－対称性自己複製・非対称分裂・対称性分化－）のバランスを維持することが重要である。HSC の自己複製能と
分化能は加齢に伴って低下するが、これには、HSC の内在性因子の機能異常や周囲の微小環境（ニッチ）の老化によ
って引き起こされる分裂制御の異常が関係していると考えられる。HSC の分裂制御機構とその加齢変化を理解するこ
とができれば、自己複製と分化を制御するメカニズムの解明につながるだけでなく、さまざまな疾患の病因解明、さら

には高齢のHSCの機能回復への応用が期待できる。 
組織幹細胞はニッチと相互作用することにより未分化性を維持している。ニッチによる幹細胞の運命決定については、

例えば、生殖幹細胞や神経前駆細胞、表皮幹細胞では、ニッチとの相互作用が運命決定因子の不均一な分配を誘導する

ことで、分裂パターンに影響することが報告されている［1～3］。一方で、HSCの自己複製と分化は細胞内因子の働き
によってランダムに選択され、外因性のシグナルには依存しないという報告もあり［4］、分裂制御に対するニッチ分子
の機能については不明な点が多い。 
そこで本研究では、HSC の細胞分裂パターンの加齢変化、自己複製分裂の制御に関わるニッチ細胞・ニッチ分子の
同定、ニッチの老化がHSC分裂に及ぼす影響を明らかにすることを目的とした。 
 

方方  法法  

 
11．．細細胞胞分分裂裂アアッッセセイイ  
幼若（4週齢）、成体（8週齢）、老齢（18カ月齢）マウスのHSCと造血前駆細胞（hematopoietic progenitor cell, 

HPC）のシングルセル定量PCRアレイ（BioMark 96・96 Dynamic Array, Fluidigm）のデータを人工ニューラルネ
ットワーク（artificial neural network：ANN）に学習させ、この学習済ANNを用いて、HSCの分裂によって生まれ
る1組の娘細胞（paired daughter cell：PDC）のシングルセル定量PCRアレイデータを分析し、個々の娘細胞のアイ
デンティティーを識別した。さらに、各娘細胞のアイデンティティーをもとに、HSC の分裂パターンを以下の通りに
分類した。 
① 2個のHSCが生まれる対称性自己複製分裂（以下、S–S分裂とする） 
② HSCとHPCが1個ずつ生まれる非対称分裂（以下、S–P分裂とする） 
③ 2個のHPCが生まれる対称性分化分裂（以下、P–P分裂とする）  
本研究における細胞分裂アッセイでは、Evi1–GFP ノックインレポーターマウス［5］から純化した Lineage－     

Sca-1＋c-Kit＋CD41－CD48－CD150＋CD34－Evi1–GFP＋ HSC（Evi1＋ HSC）を親HSCとして用いた。Evi1＋ HSCを
無血清培地中で、stem cell factor（SCF）、thrombopoietin（TPO）の存在下、angiopoietin-1（Angpt1）の添加あり
／なしの条件で培養し、培養2日後の時点で2個に分裂していたPDCについて、娘細胞を1個ずつマイクロマニピュ
レーターで分取し、シングルセル定量PCRアレイ解析を行った。 
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22．．新新規規ニニッッチチ細細胞胞・・ニニッッチチ分分子子のの同同定定  
骨内膜領域のライニング細胞（bone lining cell：BLC）を対象として、間葉系幹細胞（mesenchymal stem cell：MSC）
マーカーおよび多能性幹細胞マーカーの発現をシングルセル定量 PCRアレイで解析し、未分化な新規MSC分画とそ
の特異的マーカーの同定を行った。骨髄ストローマ細胞（CD45－TER119－CD31－細胞）については、シングルセル
RNA-Seq解析を行い、ニッチ細胞の同定と新規ニッチ分子の探索を行った。 
33．．人人工工ニニッッチチをを用用いいたた分分裂裂様様式式のの解解析析  

Matthias P. Lutolf 博士（スイス連邦ローザンヌ工科大学）からの技術指導によって人工ニッチの作製を行った。  

人工ニッチの基材には、ポリエチレングリコール（polyethylene glycol, PEG）ハイドロゲルを用い、パターン転写   

技術によりフィブロネクチンをコートしたマイクロウェル（ウェル径：約100μm、ウェルの深さ：約50μm）を作製
した。 
 

結結  果果  

  

11．． 加加齢齢にに伴伴ううHHSSCCのの分分裂裂パパタターーンンのの変変化化（（図図11））  
成体マウス（8週齢）と老齢マウス（18カ月齢）から分離したEvi1＋ HSCの細胞分裂パターンを比較した。8週齢

HSCは、S–P分裂、P–P分裂が合わせて約 80％、残りの約 20％がS–S分裂を行っており、結果としてHSC数が減
少した。Angpt1を添加した培養では、S–S分裂が増加し、P–P分裂が減少したことで、HSC数が増加していた。一
方、18カ月齢HSCでは、ほぼ全てのHSCが P–P分裂を行ったことから、自己複製能が著しく低下していることが
分かった。また興味深いことに、18カ月齢HSCの分裂パターンは、8週齢HSCとは異なり、Angpt1刺激によって
変化しないことが分かった［6］。 

 

 
図1．8週齢および18カ月齢HSCの細胞分裂パターン 

a） 8週齢HSCのP–P、S–P、S–S分裂の頻度（p＝0.004、t-test）。 
b） 8 週齢 HSC の 1 回分裂後の幹細胞数の増減（Δ＝S–S 分裂 – P–P 分裂）    

（p＝0.019、t-test）。 
c） 18カ月齢HSCのP–P、S–P、S–S分裂の頻度。 
d） 18カ月HSCの1回分裂後の幹細胞数の増減（Δ＝S–S分裂 – P–P分裂）。 

 
22．．新新規規ニニッッチチ細細胞胞・・ニニッッチチ分分子子のの同同定定  
我々は、マウス骨髄の骨内膜領域で、主に骨芽細胞から構成され、HSC支持能の高いALCAM＋ BLCの一部に骨芽
細胞マーカーが陰性で、多能性幹細胞マーカーを発現する亜集団を見いだしていた［7］。この亜集団は、新規MSCと
想定されたことから、ALCAM＋ BLCを対象としたシングルセル定量PCRアレイ解析を行い、MSCと多能性幹細胞
に発現するマーカーについて解析した。その結果、ALCAM＋ BLCの中に、骨芽細胞マーカー陰性でPou5f1、Nanog
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を発現する分画が存在し、その細胞集団がα8-integrin（Itga8）を特異的に発現することを見いだした。そこで、 

ALCAM＋Itga8＋ BLCとALCAM＋Itga8－ BLCを分離し、分化能を比較したところ、ALCAM＋Itga8－ BLCは骨芽細

胞と軟骨細胞に分化し、脂肪には分化しなかったのに対し、ALCAM＋Itga8＋ BLCは骨・軟骨･脂肪への多分化能をも

つことが分かった（図 2b）。さらに、ALCAM＋Itga8＋ BLC は他のMSC 分画と比べて、HSC の骨髄再構築能を維持

する能力が高いことが分かった（図2c）。これらの結果から、ALCAM＋Itga8＋ BLCはニッチ細胞としての機能をもつ、

新規 MSC であると考えられた。次に、ALCAM＋Itga8＋ BLC、ALCAM＋Itga8－ BLC、ALCAM－Sca-1＋ MSC、  

CD51＋CD140a＋ MSC の RNA-Seq データを比較したところ、Scube2、Pla2g7、Bpifb1、Ptx4 などが ALCAM＋   

Itga8＋ BLCに特異的に発現することが分かった。 
さらに我々は、骨髄のストローマ細胞分画のシングルセルRNA-Seq解析を行い、レプチン受容体 （LepR）＋でCxcl12

を発現し、類洞血管周囲のMSC［8］に相当すると考えられる細胞集団を同定し［9］、この分画が Igfbp5、Adipoq、
Ibsp を高発現していることを見いだした。 

 

 
図2．ALCAM＋Itga8＋ BLCの多分化能と造血支持能 

a） ALCAM＋Itga8＋ BLCの分離と細胞数。 
b） ALCAM＋Itga8＋ BLC と ALCAM＋Itga8－ BLC の骨・軟骨・脂肪分化     

（スケールバー：250μm）。 
c） ALCAM＋Itga8＋ BLC、ALCAM＋Itga8－ BLC、ALCAM－Sca-1＋ MSC、  

CD51＋CD140a＋ MSC と 2 日間共培養した後の HSC の骨髄再構築能    

（*p＝0.0323、**p＝0.0007、Turkey’s multiple comparison test）。 
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33．．人人工工ニニッッチチをを用用いいたた分分裂裂様様式式のの解解析析  
本研究では、PEG ハイドロゲルを基材とし、パターン転写技術によりフィブロネクチンを導入したマイクロウェル 
（以下、PEG-MW）［10］を作製してEvi1＋HSCの培養に用いた（図3）。フィブロネクチンコートPEG-MWを用い
て HSCの分裂アッセイを行ったところ、Angpt1を添加しない条件でも、自己複製分裂を行う造血幹細胞の割合が増
加した［6］。現在、成体MSCと老化MSCにそれぞれ特徴的に発現するニッチ分子を導入し、HSC分裂パターンに対
する作用を検討している。 

 

 

図3．PEG-MWの作製と分裂アッセイ 
a） PEG-MWの作製。 
b） PEG-MWを用いた8週齢HSCの培養。 
c） 8週齢HSCのP–P、S–P、S–S分裂の頻度。 
d） 8週齢HSCの1回分裂後の幹細胞数の増減 （Δ＝S–S分裂 – P–P分裂）。 

 
考考  察察  

 
本研究では、高いニッチ細胞活性（造血支持能）をもつMSCとして、ALCAM＋Itga8＋ BLCを同定することができ
た。ALCAM＋Itga8＋ BLC 上で培養した HSC は非常に高い骨髄再構築能を示したことから、ALCAM＋Itga8＋ BLC
は自己複製分裂（S-S分裂と S-P分裂）を支持する働きをもつと考えられる。したがって、ALCAM＋Itga8＋ BLCで
発現するニッチ分子の同定は、HSCの体外培養に応用できると考えられる。その点において、ALCAM＋Itga8＋ BLC
で発現しているScube2、Pla2g7、Bpifb1、Ptx4などはニッチ分子の候補となるが、HSCに対する機能は不明である
ことから、それぞれを添加して HSC の分裂パターン解析を行い、HSC の自己複製分裂に対する作用を明らかにする
ことが必要である。また、骨髄中のLepR＋Cxcl12＋ MSCは、HSC維持に重要な働きをもつことが報告されているこ
とから［8］、この分画で発現する分子も HSC の体外培養に有用であると考えられる。ALCAM＋Itga8＋ BLC や  

LepR＋Cxcl12＋ MSC から産生されるニッチ分子について、HSC の分裂パターンに及ぼす作用を明らかにすることが
できれば、その成果は、HSCの自己複製分裂のメカニズムの理解につながると考えられる。 
一方、8週齢HSCと 18カ月齢HSCの分裂解析の比較から、8週齢HSCはAngpt1によって分裂パターンに変化
（S–S分裂の増加とP–P分裂の減少）が見られるのに対し、18カ月齢HSCの分裂パターンにAngpt1は効果を示さ
ないことが分かった。この結果から、①老化HSCが in vitroでの培養に対して脆弱であり、容易に自己複製分裂能を
失うこと、②老化HSCの分裂制御では、内在性因子の作用が支配的になっていることなどが考えられる。現在、老齢
マウスALCAM＋Itga8＋ BLC、および骨髄ストローマ細胞のシングルセルRNA-Seqを行い、加齢に伴う遺伝子発現プ
ロファイルの変化を解析している。老化ニッチ分子をPEG-MWに導入して若齢成体マウスHSCの分裂アッセイを行
い、分裂パターンに対する作用を明らかにすることにより、ニッチの老化がHSC分裂に及ぼす影響を解明したい。 

PEG-MWを用いたHSC培養では、HSCの自己複製分裂が亢進していたことから、PEG-MWはHSCの体外増幅
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に有用であると考えられる。今後、若齢成体の ALCAM＋Itga8＋ BLCで産生されるニッチ分子を導入した PEG-MW
での培養が、老化HSCの分裂パターンを修正し、自己複製分裂を誘導できるかを検討することは興味深いテーマであ
る。自己複製分裂を誘導するニッチ分子群を同定することができれば、HSC の体外増幅のみならず、機能の低下した
老化HSCの体外増幅や機能回復（若返り）に応用できると考えられる。 
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