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研究成果の概要（和文）：　本研究では、致死量のX線照射後に造血幹細胞移植を行うと骨量が減少するマウス
と増加するマウスの２つの異なる系統のマウスを用いて、骨量の維持や造血能力は、骨髄内の脂肪細胞の分化の
程度に影響されることを明らかにした。骨量の減少するRelA欠損型マウスでは、骨髄内に多くの脂肪細胞が分化
すると共に造血能が低下し末梢に多くの造血細胞が流出する。反対に骨量が増加するSpred1/Spred2欠損型マウ
スは、分化した脂肪細胞が速やかに除去され、造血能力がよくなる。脂肪細胞が増えるRelA欠損型マウスでは炎
症を引き起こすマクロファージが多く存在していることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Lethal X-ray radiation before HSC transplantation often induce the bone loss
 in the patients. We found a correlation between bone loss and the impairment of hematopoietic 
environment induced by hyper-differentiation of adipocytes, by using two different strains of mice, 
one is RelA-deficient mouse suffering from severe bone loss and the other is Spred1/Spred2 double 
knockout mouse which increases its bone mass after HSC transplantation. The adipocytes 
differentiated in the bone morrow after X-ray radiation were rapidly deprived in the Spred DKO mice 
and in these mice hematopoietic ability was enhanced compared with wild type mice. In contrast, the 
number of adipocytes markedly increased and hematopoietic ability was impaired in RelA-deficient 
mice. Inflammatory macrophages are highly differentiated in RelA-deficient mice, it may cause the 
over-differentiation of adipocytes. 

研究分野：造血幹細胞移植

キーワード： 骨代謝　脂肪細胞　造血幹細胞ニッチ　マクロファージ

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
造血幹細胞移植は、白血病や再生不良性貧血などで病気からの治癒を目指すことのできる唯一の治療法である。
造血幹細胞移植を行う前には、患者自身の造血細胞を死滅させるために致死量のX線照射や抗がん剤投与などが
行われるが、X線照射を受けた患者のなかには、骨量が減少し治療後のQOLが著しく低下するケースがある。本研
究成果によってX線照射は脂肪細胞の分化を引き起こし、その分化が強いと骨形成や造血が低下し、その反対に
脂肪細胞が少ないと骨形成や造血が亢進することを明らかにした。本研究成果は、造血幹細胞移植後の患者の
QOLの向上に一助を与えるものと考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
造血幹細胞移植は、白血病や再生不良性貧血からの治癒を目指すのに重要な治療方法である。
造血幹細胞移植を行った患者では、骨量が著しく低下し、骨組織の脆弱化による骨折などの危
険があり患者の QOL に大きく影響する。この骨の脆弱さをもたらすひとつの要因に移植前に
行われる全身的な放射線照射が考えられる。我々は、免疫反応や細胞の生存に不可欠な転写因
子 NF-B のひとつの RelA の胎児肝臓細胞を造血幹細胞のソースとして骨髄移植を行った
RelA 欠損型移植マウスでは、骨量が著しく減少することを明らかにした。このマウスでは、
ミエロイド系の細胞の分化が亢進している。RelA 欠損型マウスのほかに、多くのシグナル伝
達の関わるMAPKの１つである ERKの細胞内阻害分子である Spred1と Spred2を造血系の
細胞で欠損した(Tie2Cre Spred1/2欠損マウス、以下 Spred DKOマウスでもミエロイド系の細
胞の分化が亢進している。 
本研究では、2 つのミエロイド系の細胞が亢進したマウスを用いて、骨量の変化と造血のた
めの骨髄内環境の変化との因果関係を明らかにし、造血幹細胞移植後に良好な予後をもたらす
因子を明らかにする。 
 
２．研究の目的 
骨量が減少する RelA 欠損型移植マウスにおける造血能と造血環境、特に移植後の脂肪細胞
の分化の程度について調べ、因果関係を明らかにする。また、ミエロイド系の細胞の分化が亢
進しているが、造血幹細胞の造血能も亢進しているといわれている Spred DKO マウスにお
いても、骨量の変化と造血能の相関、脂肪細胞の分化の程度を明らかにする。これら 2つの系
統のマウスの結果から、脂肪細胞による、骨組織や造血環境への影響を明らかにする。また、
同時に脂肪細胞の分化や消失に与えるマクロファージの役割を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 造血幹細胞移植 
 Ly5.1を発現している C57BL6のコンジェニックマウスを造血幹細胞移植の宿主として用い
る。 
このマウスに致死量に当たる９Gyの X線を照射する。24時間以内に、造血幹細胞のソースと
なる RelA欠損型(野生型)の胎児肝臓細胞か、Spred欠損型(野生型)骨髄細胞を移植する。 
(2) 骨組織の解析 
 8週齢あるいは造血幹細胞移植後のマウスの脛骨、大腿骨を 4%PFAで固定後、PBSで PFA
を除いた後に、マイクロ CT解析による画像解析、DEXA（骨密度測定検査）法及び pQCT法
（定量的 CT法）による骨量測定を行った。 
(3) 造血能力の検定 
 造血細胞の競合試験は、対象となる胎児肝臓細胞や骨髄細胞を野生型骨髄細胞とを 1：1 に
混合し移植する。造血細胞の頻度の測定は、骨髄細胞、脾臓細胞、末梢血細胞を用いて、
CFC-U(Colony-forming cell unit)アッセイにより行った。 
(4) 脂肪細胞の観察 
 固定した大腿骨を用いて、凍結切片を作成し、オイルレッド染色により組織中の脂肪粒を検
出した。カウンターステインとして、トルイジンブルー染色を施した。 
(5) 骨髄内マクロファージの同定 
 骨髄細胞をマクロファージのマーカーである抗 F4/80モノクローナル抗体で染色し、セルソ
ーターによって細胞を単離する。RNA を抽出し、RT、qPCR により炎症性マクロファージや
組織修復性マクロファージのマーカー遺伝子の発現量を野生型のものと比較し、マクロファー
ジの性質を特定する。 
 
４．研究成果 

(1)転写因子 NF-Bの RelA欠損型マウスでの解析 
① RelA欠損型移植マウスの骨量の変化 
 RelA欠損型移植マウスの骨組織をμCT解析および

DEXA法によって解析した。RelA欠損型移植マウスでは、
海綿骨、皮質骨共に骨量が減少していた(図 1)。骨形態計
測によって、破骨細胞と骨形成の動態を調べたところ、
骨量の減少にも関わらず破骨細胞の分化の程度は野生型
のものと変わりなかったが、骨芽細胞による骨形成が著
しく減少していた。これが、骨量の原因であると思われ
るが、移植マウスの骨芽細胞は宿主由来であるため、野
生型である。そのため、RelA欠損型移植マウスの骨形成
異常は、骨芽細胞そのものによるのではなく、移植され
た造血細胞によって作り出された環境によるものと思わ
れる。 



② RelA 欠損型移植マウスの骨髄
内環境 

RelA 欠損型移植マウスでは、ミエ
ロイド系の細胞が多く分化し、リンパ
球の分化が抑制されている。RelA 欠
損型の骨髄細胞を野生型の骨髄細胞
と等量混ぜて、造血幹細胞移植を行っ
たところ、野生型のものと同程度分化
してきた。このことは RelA欠損型の
造血細胞そのものの造血能には問題

がないことがわかる。しかし、繰り返しの移植後には徐々
に造血能が低下してくる上、RelA欠損型移植マウスでは、
脾臓や末梢血などに多くの造血細胞が流出してきており
(図 2)、このことは骨髄内の造血環境が悪化していること
を表している。 

X 線照射し造血幹細胞移植を行ったマウスの骨髄内に
は一過性に脂肪細胞が分化する。そのピークは移植後 5
日目で、その後徐々に減少し 12日後にはほぼ正常の状態
に戻る。RelA欠損型移植マウスでは、野生型移植マウス
に比べて、12日後になっても未だ骨髄内には多くの脂肪
細胞が存在していた (図 3)。これも骨髄内環境の悪化に
なんらか関係しているものと思われる。 

 (2) Spred DKOマウスでの解析 
①Spred DKOマウスの骨組織の解析 

Spred DKO マウスは、野生型のものと
比べ、皮質骨は減少するが、海綿骨は増加
していることを明らかにした(図 4)。海綿
骨表面は造血幹細胞ニッチの場となるた
めに、造血環境において特に重要である。
Spred DKO マウスは、破骨細胞が増加し
ているため、それが皮質骨の骨量を減少さ
せている要因と考えられる。 
② Spred DKOマウスの骨髄内環境 

Spred DKO マウスの造血幹細胞の造血能を調べるた
めに、Spred DKOマウスの骨髄細胞と野生型の骨髄細胞
との競合試験を行ったこところ、Spred DKOマウスの造
血幹細胞のほうが造血能が高いことが明らかになった。
また、骨髄内の脂肪細胞の状態を調べたところ、Spred 
DKO 移植マウスの骨髄では、野生型移植マウスに比べ、
極端に脂肪細胞が少なかった（図 5）。少ない原因を探る
ために、Spred DKOマウスの骨髄細胞をドナーとして造
血幹細胞移植を行ったところ、移植直後の 5 日目には野
生型と同様に脂肪細胞が分化してくるが、その後速やか
に除去されることがわかった。脂肪細胞を処理するため
のマクロファージの能力が高いものと考えられる。 

(3)骨髄内マクロファージと造血環境との因果関係 
 造血環境が悪化し、脂肪細胞が多く分化する RelA欠損型移植マウスの骨髄では、TNFや

NOSを多く産生する炎症性マクロファージが多く存在していることが分かった。この炎症性マ
クロファージが骨髄内の脂肪細胞を増やし、造血環境を悪化すると考えられる。このマウスに
野生型のマクロファージを移植すると、造血環境が正常に戻ることを明らかにした。Spred 
DKO マウスはマクロファージを含むミエロイド系の細胞の亢進が見られるが、炎症性ではな
く組織修復性のマクロファージが多く存在し、それが増えすぎた脂肪細胞を除去してくれるこ
とによって造血環境が良好になると考えられる。 
これらの研究成果から、X線照射後の造血幹細胞移植においては、骨髄内に分化するマクロ
ファージの性質によってその後の造血環境を改善できることを明らかにした。 
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