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研究成果の概要： 
 造血幹細胞由来である単球のランゲルハンス細胞への運命決定における組織環境の重要性に
ついて研究を進めている過程において、造血幹細胞の生着、生存、分化、増殖には組織環境だ
けでなく、造血幹細胞そのものの変化も大きく関わっていること、造血幹細胞は肝では非造血
細胞と認識されている肝星細胞へも分化していること、末梢性 T 細胞リンパ腫は発生組織によ
り特徴的な遺伝子プロファイリングを示すことを見出した。これらのことは造血系の正常細胞
および腫瘍細胞と組織環境の密接な関連性を示すものである。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 2,000,000 600,000 2,600,000 

2008 年度 1,500,000 450,000 1,950,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：内科系臨床医学・血液内科学 
キーワード：組織環境、造血幹細胞、Notch リガンド Delta-1、体外増幅、骨髄内移植、肝星

細胞、末梢性 T 細胞リンパ腫、遺伝子プロファイリング 
 
１．研究開始当初の背景 
 ヒトのランゲルハンス (Langerhans)細胞
は抗原提示細胞の一亜型であり、生体の異物
侵入部位の中心である皮膚に主に存在し、局
所から開始される免疫応答において重要な
役割を果たしている。骨髄移植症例における
観察から、ヒトの Langerhans 細胞は骨髄の
造血幹細胞に由来することが明らかにされ
ているが、造血幹細胞から皮膚の上皮におけ
る Langerhans 細胞への分化経路については
その前駆細胞を含め十分に解明されていな
かった。我々は Notch リガンドの 1 つである

Delta-1、GM-CSF、TGF-β1を用いて、ヒト
末梢血単球から形態学的、表面形質的、機能
的にも典型的な Langerhans 細胞の誘導に成
功した。Notch リガンド Delta-1 は表皮の角
化細胞 (keratinocyte)に取り囲まれた上皮幹
細胞 (epidermal stem cell)に発現されてい
ること、GM-CSF と TGF-β1は keratinocyte
から分泌されることから、ヒト Langerhans
細胞の発生・分化と皮膚で産生されるサイト
カインを含めた組織環境が密接に関連して
いることが示唆されていた。 
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２．研究の目的 
 本研究の目的は、皮膚環境で産生される因
子である Notch リガンド Delta-1、GM-CSF、
TGF-β1 に よ る ヒ ト 末 梢 血 単 球 の
Langerhans 細胞への分化をさらに詳細に解
明するために、Notch リガンド Delta-1 によ
る単球の Langerhans細胞への運命決定の制
御機構、単球と GM-CSF および TGF-β1を
分泌する keratinocyte ならびに Notch リガ
ンド Delta-1 を発現している epidermal 
stem cell との細胞間の遭遇のメカニズム、
GM-CSF によるシグナルの特異性を中心に
解析し、末梢組織におけるヒト血液細胞の分
化と細胞外環境との関連性について検討し
ていくことにあった。 
 研究はヒト単球の Langerhans細胞への運
命決定における皮膚組織環境の重要性を目
的に開始されたが、単球を Langerhans 細胞
へ誘導する実験系が継続困難となったため、
本研究は以下の研究プロジェクトを中心と
して研究を遂行することにした。 
(1) Notch リガンド Delta-1 のヒト造血前駆
細胞に対する作用の多面性 
(2) ヒト造血幹細胞の体外増幅における培養
系の影響 
(3) 造血幹細胞の肝星細胞への分化 
(4) 末梢性 T 細胞リンパ腫の遺伝子発現プロ
ファイリングの解析 
 
３．研究の方法 
(1) NotchリガンドDelta-1のヒト造血前駆
細胞に対する作用の多面性 
 ヒト臍帯血からまず CD34+細胞を磁気ビ
ーズにて分離し、FITC 結合抗 CD38 抗体と
PE 結合抗 CD34 抗体で二重染色し、
FACSVantage あるいは FACSAria を用いて
CD34+CD38-細胞を純化した。これらの
CD34+CD38-細胞を SCF + Flt-3L + TPO + 
IL-3 [4GF]、4GF + Delta-1、4GF + IL-6、
4GF + Delta-1 + IL-6、4GF + FP6 (可溶性
IL-6 受容体α鎖と IL-6 の複合体であり、IL-6
受容体α鎖陰性の細胞にも IL-6のシグナルを
伝達することができる )、4GF + FP6 + 
Delta-1 の存在下で 18 – 21 日間無血清培養
し、顆粒球系細胞、単球・マクロファージ系
細胞、樹状細胞、赤芽球系細胞の産生度を細
胞数の算定と細胞表面形質の解析により検
討した。 
(2) ヒト造血幹細胞の体外増幅における培
養系の影響 
 ヒト臍帯血から CD133+細胞を磁気ビー
ズにて分離した。CD133+細胞を SCF + 
Flt-3L + TPOで5日間培養してから放射線
照射した免疫不全 (NOD/SCID)マウスに
経静脈的にあるいは左脛骨骨髄内へ移植し、
移植後 6 週にヒト血液細胞の生着率をフロ
ーサイトメーターを用いてヒト CD45+細

胞を算定することにより解析した。このよ
うな方法を用いることで、ヒト造血幹細胞
の体外増幅における培養系の影響が検討で
きる。ヒト臍帯血由来 CD34+細胞でも同様
の実験を施行した。 
(3) 造血幹細胞の肝星細胞への分化 
 造血幹細胞の可塑性を立証するために 1
個の造血幹細胞の運命を追跡した。EGFP
発現マウス (Ly5.2)から造血幹細胞として
Lineage 陰性 Kit 陽性 Sca-1 陽性 CD34 陰
性 (CD34 陰性 KSL)細胞をフローサイト
メーターで純化した。1 個の CD34 陰性
KSL 細胞を IL-11 + SCF 存在下に 7 日間
培養の後、9.5 Gy 照射した Ly5.1 マウスに
移植した。移植 2 ヶ月後にすべての細胞系
列において造血の再構築を認めたマウスに
四塩化炭素を投与し肝傷害を誘導した。こ
れらのマウスにおいて造血幹細胞の肝臓内
非造血細胞への分化能を検討した。 
(4) 末梢性 T 細胞リンパ腫の遺伝子発現プ
ロファイリングの解析 
 γδ型の T 細胞受容体を発現するγδT 細胞の
形質を示す腫瘍であるγδ型 T 細胞リンパ腫 
(γδTCL)とαβ型の T 細胞受容体を発現する
αβT 細胞の形質を示す腫瘍であるαβ型 T 細
胞リンパ腫 (αβTCL)を含めた末梢性 T 細胞
リンパ腫 (PTCL)の遺伝子発現プロファイリ
ングを解析した。対象はγδTCL が 7 例 (肝脾
γδTCL, 4例; 皮膚γδTCL, 1例; 小腸γδTCL, 1
例; 甲状腺γδTCL, 1 例)、αβTCL が 27 例 
(PTCL-unspecified, 11 例 ; 
angioimmunoblastic TCL, 15 例 ; 肝 脾
αβTCL, 1 例)である。凍結組織から total 
RNA を抽出し、Agilent oligo microarray 
44K を用い、二色法にて遺伝子の発現を解析
し、ゲノム網羅的な分析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) NotchリガンドDelta-1のヒト造血前駆
細胞に対する作用の多面性 
 4GF に IL-6 を添加すると、顆粒球系細胞
と単球系細胞の増加と樹状細胞の減少がみ
られた。Delta-1 は 4GF 存在下では顆粒球系
細胞と単球系細胞の産生を抑制し、樹状細胞
の産生を促進した。4GF の存在下で IL-6 と
Delta-1 を同時に加えると、両者は互いに拮
抗的に作用した。4GF に FP を加えると、顆
粒球系細胞と単球系細胞の増加とともに赤
芽球系細胞の著名な増加も認められた。
Delta-1は 4GF存在下では赤芽球系細胞の産
生には影響を与えなかったが、FP が存在す
ると赤芽球系細胞の産生をさらに促進した。
Delta-1によるNotchシグナルと IL-6による
IL-6 受容体β鎖である gp130 を介したシグナ
ルは、IL-6 受容体α鎖陽性造血前駆細胞には
拮抗的に作用し、IL-6 受容体α鎖陰性赤芽球
系前駆細胞には協調的に作用すると考えら



れ、Notch シグナルと gp130 を介したシグナ
ルの相互作用の細胞系列特異性が示された。
造血前駆細胞のシグナル伝達における興味
深い知見である。 
(2) ヒト造血幹細胞の体外増幅における培
養系の影響 
 左脛骨に骨髄内移植を行った実験系では、
CD133+細胞を移植したときと CD133+細
胞を SCF + Flt-3L + TPO 存在下で 5 日間
培養後に移植したときでは移植後 6 週の左
脛骨内におけるヒト血液細胞の生着率に差
が見られなかった。CD133+細胞を左脛骨
内へ移植したマウスでは右脛骨骨髄におい
てヒト血液細胞の生着率が見られたが、培
養した CD133+細胞を左脛骨内へ移植した
マウスでは右脛骨骨髄内のヒト血液細胞は
極度に減少していた。同様の現象はヒト
CD34+細胞でも観察された。左脛骨骨髄内
へ移植された培養細胞の右脛骨骨髄内への
遊走能の低下は造血因子 G-CSF の投与と
右脛骨骨髄の吸引により回復した。培養し
た CD133+細胞では造血幹細胞の骨髄への
ホーミングと骨髄から末梢血への動員に深
く関わっているケモカイン SDF-1 の受容
体である CXCR4 の発現が低下しており、
骨髄内移植した培養細胞の遊走能の低下の
原因の１つに CXCR4 の発現の低下が関与
している可能性が考えられる。これらの結
果は体外増幅した造血幹細胞の質的変化を
示しており、造血幹細胞の体内動態を考え
るうえで興味深い知見であり、骨髄内移植
の臨床応用に関して示唆を与えるものであ
る。 
(3) 造血幹細胞の肝星細胞への分化 
 1 個の造血幹細胞により造血系が再構築
されたマウスに肝傷害を与えたところ肝臓
組織には EGFP 陽性のドナー由来細胞が
多数存在したが、EGFP 陽性細胞は肝細胞
ではなかった。EGFP 陽性細胞がどの系列
の細胞なのかを免疫組織学的手法で検討し
た。Leukocyte common antigen (CD45)に
対する抗体で染色したところ、EGFP 陽性
細胞の約 50%は CD45 陰性細胞であった。
EGFP 陽性 CD45 陰性細胞は肝類洞壁に認
めたため、肝線維化に深く関与するとして
注目されている肝星細胞ではないかと考え
た。間葉系細胞マーカーである vimentin
と CD45 の二重染色により、CD45 陰性細
胞はほぼ vimentin 陽性であることが判明
した。肝星細胞は細胞質内脂肪滴の存在が
特徴であるため、脂肪を染色する oil red O
で染色したところ、EGFP 陽性 CD45 陰性
oil red O 陽性の細胞を認めた。この EGFP
陽性 oil red O 陽性細胞について、肝星細胞
のマーカーである glial fibrillary acidic 
protein (GFAP)、肝星細胞が産生する
ADAMTS13 および vimentin に対する抗

体を用いて組織染色を行ったところ、
EGFP陽性oil red O陽性細胞中にはGFAP、
ADAMTS13、vimentin が陽性となる細胞
が認められた。また、肝傷害後の肝臓を摘
出し、比重遠沈法にて肝星細胞を多く含む
分画を分離後培養したところ、培養細胞は
肝星細胞の機能分子である collagen I と
ADAMTS13 を発現していた。次に、肝傷
害マウスの肝臓に認められたドナー由来の
肝星細胞がドナー由来の血液細胞とレシピ
エントの肝星細胞との融合細胞である可能
性を除外するために、Y 染色体 FISH を行
い、融合細胞でないことを支持する結果を
得た。以上のことから、造血幹細胞は肝星
細胞への分化能を保持していることが示さ
れた。 
(4) 末梢性 T 細胞リンパ腫の遺伝子発現プ
ロファイリングの解析 
 Unsupervised microarray 解析では全て
の肝脾γδTCL が単独のクラスターに分別
されたが、他のγδTCL はαβTCL の分布の
中に分散された。γδTCL とαβTCL を明確
に識別できる遺伝子セットが同定できた。
Supervised microarray 解析での遺伝子発
現に基づく識別はγδTCL を正確に同定で
きた。1 例の肝脾αβTCL はγδTCL のグルー
プ内に配置された。γδTCL 遺伝子セットに
は killer cell immunoglobulin-like 
receptor と killer cell lectin-like receptor
をコードする遺伝子が含まれていた。これ
らの結果はγδTCLがPTCLのなかでは独立
した疾患単位を形成していることと非肝脾
γδTCL は遺伝子発現のプロファイリング
の解析では多彩な疾患であることを示して
いる。 
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