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〈要 約〉
　造血幹細胞は骨髄に存在して，生涯にわたり自己と造血前駆細胞とに分裂することで血液細胞を供給している．しかしながら，幹細胞の分裂が頻繁にくり返されると細胞はつきてしまい，正常な血液細胞を供給するという役割をはたせなくなる可能性が考えられる．筆者らは，このようなことが起こらないよう生体において大多数の造血幹細胞は細胞分裂が休止した休眠状態にあることを報告している．また，休眠状態の造血幹細胞は骨髄の“微小環境”（ニッチ）において存在しつづけていると考えられており，骨髄から外にでた造血幹細胞はすぐに増殖因子のシグナルをうけ活性化する．これらのことから，骨髄ニッチが造血幹細胞の休眠状態の維持に関与しているものと考えられた．しかし，骨髄ニッチや造血幹細胞が骨髄環境のどこにあり，どのような分子機構により造血幹細胞を休眠状態に誘導しているのか，その詳細は不確定であった．筆者らは，造血幹細胞の休眠状態を維持するための機構を詳細に解析した結果，骨髄における神経系細胞の一種であるグリア細胞が潜在型TGFβを活性化する細胞であり，活性型TGFβを介したシグナルにより造血幹細胞が休眠状態に誘導されることを明らかにした．また，神経系細胞と造血系細胞とはそれぞれ独立して生体を維持しているものと考えられていたが，骨髄ニッチを介し互いの細胞の関係が強く結びついていることも明らかにした．
はじめに

　血液はヒトの体重の約8％をしめ，全身に酸素を運ぶ赤血球，感染防御にはたらく白血球など，さまざまな血液細胞が存在する．しかし，分化した血液細胞には寿命が短いものが存在するため，造血幹細胞は生涯にわたり血液細胞を供給しつづけている．臨床の現場で白血病の治療として行われる骨髄移植は，高い再生能力をもつ造血幹細胞の移植による造血系の再生医療である．また，造血幹細胞にも自らのゲノムが突然変異を起こさないため，また，細胞がつきないようなくふうのあるものと考えられている．以前に筆者らは，そのくふうのひとつが休眠状態の維持機構であり，造血幹細胞は骨髄ニッチとよばれる微小環境において休眠状態で存在しつづけていると報告した1)．また，造血幹細胞において細胞周期や老化を抑制する転写因子などの解析も報告されつつある2,3)．しかし，骨髄ニッチに造血幹細胞が存在しているのかどうか，また，骨髄ニッチがどのような分子機構により造血幹細胞を休眠状態にしているのか，その詳細は不明であった．この研究では，骨髄に存在する造血幹細胞の休眠状態の維持にかかわるシグナルを手がかりに，骨髄ニッチを構成する細胞を明らかにした．そして，そのニッチを構成する細胞のひとつとして，骨髄に存在する非ミエリンSchwann細胞を見い出した．
1．TGFβによる造血幹細胞の休眠状態の維持
　筆者らは，造血幹細胞の休眠状態に着目し，骨髄ニッチには造血幹細胞を休眠させるはたらきがあるという仮説をたてて，造血幹細胞の細胞分裂を抑制するタンパク質をスクリーニングした．その結果，TGFβ（transforming growth factor β）が造血幹細胞の細胞分裂を強力に抑制することが明らかになった．さらに，TGFβ型受容体2をノックアウトしたマウスにおいて造血幹細胞の機能を競合的な骨髄移植法により解析したところ，TGF受容体2ノックアウトマウスの造血幹細胞は野生型マウスと比較して細胞周期の亢進していることが明らかになった．また，移植ののちに生着する末梢の血液細胞も，時間を経過するほど著しく低下することが確認された．これらの実験により，生体の造血幹細胞におけるTGFβシグナルの機能が示された．
2．骨髄に存在するTGFβを活性化する細胞の同定

　生体に存在するほとんどのTGFβは不活性型TGFβ（潜在型TGFβ）として存在していることが明らかになっている4)．また，筆者らは，造血幹細胞はそれ自体では潜在型TGFβを活性化できないことを報告している5)．では，骨髄において潜在型TGFβが活性型に変換されるのはどのような場所（細胞）であるのかを，抗latency associated peptide（LAP）抗体と抗活性型TGFβ抗体を用いてマウスの骨髄切片を免疫染色することにより解析した．その結果，抗LAP抗体では巨核球を含めさまざまな細胞が染色された一方で，抗活性型TGFβ抗体で染色されたのは血管内皮細胞様の細長い細胞であった．さまざまな抗体を用いて染色してみたところ，活性型TGFβ陽性細胞は血管内皮細胞のマーカーであるVEカドヘリンに陽性の細胞とは異なる細胞であったが，その近傍に存在していることが確認された（図1a）．また，間葉系幹細胞のマーカーであるPDGF受容体に陽性の細胞6,7) とも異なる細胞であった．おもしろいことに，活性型TGFβ陽性細胞は神経系細胞の一種であるグリア細胞のマーカーであるGFAP（glial fibrillary acidic protein，グリア線維酸性タンパク質）やS100betaなどにより強く染色された．

3．骨髄に存在するGFAP陽性細胞は非ミエリンSchwann細胞である

　骨髄に存在する非常に細長いGFAP陽性細胞がチロシンヒドロキシラーゼ陽性細胞とほぼ同様に免疫染色されたことから，このGFAP陽性細胞は神経細胞をとりまくグリア細胞ではないかと考えた．そこで，より詳細にGFAP陽性細胞の形態を解析するため，輪切りにした骨髄切片を作製して免疫染色を行った．その結果，神経のマーカーをおおうようにGFAP陽性細胞の存在することが認められた．また，このGFPA陽性細胞は非常に細く，また，大きなミエリンが認められなかったため，組織学的に非ミエリンSchwann細胞であると示唆された．
4．造血幹細胞はGFAP陽性細胞の近傍に存在している

　骨髄に存在する造血幹細胞の非常に少ないこと（3万個に1個程度の頻度）が骨髄ニッチの研究を非常に困難にしている原因のひとつである8)．そこで，画像解析装置の一種であるArrayScanという機器を導入し造血幹細胞が骨髄のどの場所に存在するかを迅速かつ客観的に解析した．その結果，造血幹細胞のマーカーに陽性の細胞がGFAPを発現しているSchwann細胞の非常に近い場所に存在していることが確認できた（図1b）．
　骨髄に存在するGFAP陽性細胞が神経細胞を支持するSchwann細胞であることが示され，また，造血幹細胞がSchwann細胞の非常に近い場所に存在することが確認された．つぎに，神経を遮断してWaller変性を起こすことによりこのGFAP陽性細胞を死滅することができないだろうかどうかと考えた．まず，骨髄に入り込む自律神経を遮断した．神経遮断の数日後に骨髄の切片を作製し，遮断していない骨髄と遮断した骨髄におけるGFAP陽性細胞を定量した．その結果，神経を遮断した骨髄において有意にGFAP陽性細胞と活性型TGFβ陽性細胞の減少が確認された．
5．神経遮断による造血幹細胞の減少と細胞周期の亢進

　神経を遮断することにより，骨髄においてGFAP陽性細胞が減少すると同時に，活性型TGFβ陽性細胞も減少することが確認された．では，骨髄においてSchwann細胞が減少した場合，骨髄の造血幹細胞の数にはどのような変化があるのか，フローサイトメーターにより解析した．その結果，神経遮断を行った骨髄では行わなかった骨髄と比較して造血幹細胞の画分が顕著に減少していることが確認された．また，神経を遮断したのちBrdUを1週間あたえつづけ，造血幹細胞がどのくらいBrdUを取り込んでいるかどうかを解析した結果，神経遮断を行ったマウスの造血幹細胞は神経遮断を行っていないマウスに比べBrdUの取り込みが有意に亢進していた．また，神経遮断を行うと同時に活性型TGFβを投与し，さらに，BrdUを1週間あたえつづけた結果，やはり，活性型TGFβを投与したマウスでは投与していないマウスに比べ造血幹細胞におけるBrdUの取り込みが低下していることが示された．
　以上の結果から，骨髄において非ミエリンSchwann細胞は，潜在型TGFβを活性型TGFβへと変換することにより造血幹細胞の休眠状態を誘導する骨髄ニッチ細胞として存在することが明らかになった（図2）．
おわりに
　造血幹細胞ニッチにはさまざまな報告と多くの見解が存在する．骨芽細胞ニッチの報告をスタートに9,10)，ここ数年，骨髄における微小環境の研究が急進展している．また，血液においてだけでなく“ニッチ”という場所の重要性が考えられている．近年，白血病幹細胞などのがん幹細胞もニッチにおいて休眠状態にあることが放射線治療や化学療法に対する抵抗性との関係から指摘されており，これが白血病の再発の原因である可能性が高いものと考えられている．このように，造血幹細胞ニッチに関する研究は，造血のしくみを理解するうえのみならず，医学的にもきわめて重要な研究課題といえる．
　今回の研究から，骨髄ニッチに神経細胞の関与していることがはじめて明らかになり，将来，白血病の再発を抑えるまったく新しい治療法のみつかる可能性が考えられる．また，生体には造血幹細胞のほかにもさまざまな幹細胞が存在する．今回，発見された神経系細胞による幹細胞の制御機構はほかの幹細胞にもあてはまる可能性があり，今後の展開が期待される．さらに，神経系細胞が造血を制御することの生理的な意味や，疾患との関連性を明らかにすることもこれからの課題である．
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〈図説明〉

図1　骨髄における活性型TGFβ陽性細胞およびGFAP陽性細胞の局在
（a）活性型TGFβ陽性細胞は，血管内皮細胞のマーカーであるVEカドヘリンに陽性の細胞とは異なる細胞であるが，これらは互いに近傍に存在していた．青色：DAPI染色，緑色：VEカドヘリン，赤色：活性型TGFβ．
（b）GFAP陽性細胞の近くに造血幹細胞が存在する．
図2　骨髄に存在するSchwann細胞は潜在型TGFβを活性化する能力をもち造血幹細胞の休眠状態を誘導する
