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序論 
 

造血幹細胞はその固有の性質である多分化能と自己複製能を個体の生涯にわたって

維持することにより、赤血球・白血球等の分化した血液細胞を産生し続けるが、Tie-2

（Angiopoietin 受容体）、c-Kit（Stem Cell Factor 受容体）、MPL（Thrombopoietin 受容体）

などの細胞表面蛋白質は造血幹細胞に発現し、その性質の維持に重要な役割を果たし

ていることが知られている[1-7]。また、実験手法の観点からも、Tie-2、c-Kit、MPL 等

の細胞表面蛋白質は造血幹細胞の陽性マーカーとして有用であり、それらの蛋白質を

標識可能なモノクローナル抗体を用いることにより、造血幹細胞の濃縮・純化が可能

となっている[6-8]。さらに、そのような陽性マーカーに加え、分化抗原（Lin）等の陰

性マーカーも組み合わせた一細胞レベルでの細胞分取・移植実験により、造血幹細胞

の存在を証明することも可能となっており、例えば、マウスにおいては c-Kit、Sca-1、

CD34 等の陽性・陰性マーカーが、ヒトにおいては CD34、CD38、CD90、CD45RA、

CD49f 等の陽性・陰性マーカーが、分化抗原（Lin）に加えて用いられている[9, 10]。

これら陽性・陰性マーカーとなる細胞表面蛋白質やそれらを標識可能なモノクローナ

ル抗体は、造血幹細胞のみならず、造血前駆細胞の純化にも用いられており、マウス

やヒトにおける造血システムの階層性の研究進展に大きく寄与している[10, 11]。 

GPR56 は G 蛋白質共役型受容体（GPCR）の一つであり、当初はリガンド不明のオ

ーファン受容体としてヒトの癌細胞株や正常組織で同定されたが[12, 13]、その後に実

施されたマウス遺伝子発現解析の結果から、造血幹細胞が濃縮された画分にその

mRNA が発現していることが報告された[14, 15]。GPR56 は Adhesion GPCR と呼ばれ

る GPCR のサブグループに属しており、接着分子モチーフを伴う長い細胞外 N 末端領

域を有するという特徴を持っている（図 1）[16]。ヒト GPR56 は Transglutaminase 2 や
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Collagen IIIといった細胞外マトリクスに結合することが知られており[17, 18]、さらに、

悪性黒色腫細胞株に加えて、甲状腺や脳、心臓といった正常組織にも発現しているこ

とが知られていることから[12, 13]、これらの細胞や組織において細胞接着に関与して

いることが考えられる。 

その一方、マウス GRP56 について、その mRNA が造血幹細胞が濃縮された画分に

発現していることは遺伝子発現解析によって示されていたが[14, 15]、その蛋白質が実

際に造血幹細胞の表面に発現していることは、それを示すために必要となるフローサ

イトメトリー解析や細胞分取に適した抗マウス GPR56 モノクローナル抗体が確立さ

れていなかったため、これまで確認できていなかった。そこで、本研究において、フ

ローサイトメトリー解析や細胞分取に適した抗マウス GPR56 モノクローナル抗体

57R2A を新規に確立した上で、マウス骨髄単核細胞の造血幹細胞が濃縮された画分に

おける GPR56 蛋白質の発現を確認した。さらに、GPR56 蛋白質を発現したマウス骨髄

単核細胞を分取し、造血幹細胞としての性質を有するか否かについて解析を行った。 
 

                                
 
図 1.  GPR56 蛋白質の模式図 
 
GPR56 蛋白質は、接着分子モチーフを伴う長い細胞外 N 末端領域を有する特徴的な G
蛋白質共役型受容体（GPCR）である。 

接着分子モチーフ 

細胞膜 

細胞外 N 末端領域 

細胞内 C 末端領域 

7 回膜貫通領域 
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材料および方法 

 

【GPR56 cDNA のクローニング】 

マウス GPR56 cDNA は、マウス腎臓 cDNA（Clontech 社）から PCR（Polymerase Chain 

Reaction）を用いて増幅することにより入手し、当該  cDNA の配列は、GenBank 

Accession 番号 NM_001198894 のマウス GPR56 cDNA 配列と同一であることを確認し

た。 

さらに、上記マウス GPR56 cDNA 配列を pEGFP-N1 ベクター（Clontech 社）に組み

込み、マウス GPR56 蛋白質の細胞内 C 末端領域に EGFP（緑色蛍光蛋白質）を融合さ

せることによって、マウス GPR56 蛋白質を EGFP で標識しつつも、発現細胞の表面に

は EGFP は発現せず、マウス GPR56 蛋白質のみが発現するようにした。そして、上記

過程において作製されたマウス GPR56-EGFP 融合遺伝子を pcDNA6/Myc-His A ベクタ

ー（Invitrogen 社）に組み込むことにより、pcDNA6-GPR56-EGFP を構築し、マウス

GPR56-EGFP 融合蛋白質の安定発現細胞株を Blasticidin で選抜できるようにした。こ

の pcDNA6-GPR56-EGFP において、pcDNA6/Myc-His A ベクターに含まれていた Myc

と His のタグは、それに先行する EGFP cDNA のストップコドンによって発現しないよ

うにした（図 2）。 

なお、対照実験に用いるため、上記と同様の方法により、ヒト腎臓 cDNA（Clontech

社）から PCR を用いて増幅したヒト GPR56 cDNA 配列を pEGFP-N1 ベクターに組み

込み、さらにヒト GPR56-EGFP 融合遺伝子を pcDNA6/Myc-His A ベクターに組み込む

ことにより、pcDNA6-hGPR56-EGFP を構築し、ヒト GPR56-EGFP 融合蛋白質の安定発

現細胞株を Blasticidin で選抜できるようにした。この pcDNA6-hGPR56-EGFP において

も、pcDNA6/Myc-His A ベクターに含まれていた Myc と His のタグは、それに先行す
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る EGFP cDNA のストップコドンによって発現しないようにした。 

 

【GPR56 蛋白質安定発現細胞株の確立】 

まずは、ラット繊維芽細胞株である 3Y1-B 細胞（理研 BRC 細胞バンク）[19]とヒト

胎児腎細胞株である HEK293 細胞（American Type Culture Collection 番号 CRL1573）の

それぞれに、pcDNA6-GPR56-EGFP を導入した。その後、Blasticidin（5μg/mL）を添加

して培養しつつ、EGFP 陽性細胞を FACS Aria（BD Biosciences 社）で分取することで、

マウス GPR56-EGFP 融合蛋白質の安定発現細胞株を選抜した。このようにして選抜し

たマウス GPR56-EGFP 融合蛋白質安定発現 3Y1-B 細胞の代表クローン、マウス

GPR56-EGFP 融合蛋白質安定発現 HEK293 細胞の代表クローンを、それぞれ

3Y1-GPR56-EGFP 細胞、HEK293-GPR56-EGFP 細胞とした（図 3）。 

なお、対照実験に用いるため、上記と同様の方法により、pcDNA6-hGPR56-EGFP を

HEK293 細胞に導入し、選抜したヒト GPR56-EGFP 融合蛋白質安定発現 HEK293 細胞

の代表クローンを HEK293-hGPR56-EGFP 細胞とした。 

 

【GPR56 蛋白質に対するモノクローナル抗体の確立】 

以下、本章に記載する本研究の動物実験の手法の全ては、研究施設において定めた

動物実験規程に沿ったものであり、かつ、研究施設の動物実験委員会で承認されたも

のである。 

まず、3Y1-GPR56-EGFP 細胞を 8 週齢の雌 F344 ラット（日本エスエルシー社）の腹

腔内に 2 週間ごとに合計 3 回免疫した。当該ラットの血清におけるマウス GPR56 蛋白

質に対する抗体価上昇は、HEK293-GPR56-EGFP 細胞と Phycoerythrin（PE）標識抗ラ

ット IgG 2 次抗体（OBMSTAR73、コスモバイオ社）、FACS Calibur（BD Biosciences 社）

を用いたフローサイトメトリー解析により検出した。マウス GPR56 蛋白質に対する高
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い抗体価が得られたラット個体から脾臓細胞を採取し、SP2/0-Ag14 細胞（American 

Type Culture Collection 番号 CRL1581）と融合させた。そこから得られたハイブリドー

マの培養上清のマウス GPR56 蛋白質に対する反応性を、HEK293-GPR56-EGFP 細胞と

PE 標識抗ラット IgG 2 次抗体、FACS Calibur を用いて、血清中の抗体価上昇を検出す

る場合と同様のフローサイトメトリー解析により検出することにより、ハイブリドー

マのクローンを選抜した（図 4）。 

当該選抜クローンからモノクローナル抗体を精製し、Alexa Fluor® 647 Protein 

Labeling Kit（Molecular Probe 社）を用いて直接蛍光標識した。 

 

【マウス骨髄単核細胞の調製】 

8～10 週齢の雄 C57BL/6-Ly5.1 マウス[20]（中内啓光博士から供与された後、外部施

設に委託して飼育）の大腿骨と脛骨から骨髄細胞を採取し、Phosphate-Buffered Saline

（PBS）に懸濁した。懸濁した骨髄細胞を Histopaque-1083（シグマアルドリッチ社）

の液面上に積層し、300 x g で 15 分間、遠心分離機で処理した。その処理によって形

成された骨髄単核細胞からなる中間層のみを採取し、Staining Medium（PBS に 2% FBS、

1mmol/L EDTA、0.05% Sodium Azide を添加）に懸濁した上で、遠心分離機による処理

と Staining Medium による懸濁を 2 回繰り返して、骨髄単核細胞を洗浄した。 

 

【フローサイトメトリー解析または細胞分取のための骨髄単核細胞の標識抗体による

染色】 

少量の Staining Medium に懸濁した骨髄単核細胞に Fc Blocking 抗体（2.4G2、BD 

Biosciences 社）を添加し、4°C で 15 分間静置した。 

その後、それぞれビオチンで標識された抗 CD4 抗体（H129.19、BD Biosciences 社）、

抗 CD8a 抗体（53-6.7、BD Biosciences 社）、抗 B220 抗体（RA3-6B2、BD Biosciences
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社）、抗 Gr-1 抗体（RB6-8C5、BD Biosciences 社）、抗 Mac-1 抗体（M1/70、BD Biosciences

社）、抗 TER-119 抗体（TER-119、BD Biosciences 社）を混合した分化抗原（Lin）に対

するモノクローナル抗体を骨髄単核細胞に添加し、4°C で 30 分間静置した。 

その後、Staining Medium による懸濁と遠心分離機による処理によって洗浄した上で、

少量の Staining Medium に懸濁した骨髄単核細胞に、FITC で標識された抗 CD34 抗体

（RAM34、BD Biosciences 社）、PE で標識された抗 Sca-1 抗体（E13-161.7、BD Biosciences

社）、PE-Cy7 で標識された抗 c-Kit 抗体（2B8、BD Biosciences 社）、Alexa Fluor® 647

で標識された抗GPR56抗体（57R2A）またはAlexa Fluor® 647で標識されたラット IgG2a

アイソタイプコントロール抗体（R35-95、BD Biosciences 社）、Allophycocyanin（APC）

-Cy7 で標識されたストレプトアビジン（BD Biosciences 社）を添加し、4°C で 30 分間

静置した。 

なお、骨髄単核細胞を抗 MPL 抗体（AMM2）によって標識する場合には、まず骨髄

単核細胞に Fc Blocking 抗体を添加して 4°C で 15 分間静置した後、Alexa Fluor® 647 で

標識された抗 GPR56 抗体（57R2A）、ビオチン化された抗 MPL 抗体（AMM2）[6]を添

加し、4°C で 30 分間静置した。その後、Staining Medium による懸濁と遠心分離機によ

る処理によって洗浄した上で、少量の Staining Medium に懸濁した骨髄単核細胞に PE

で標識されたストレプトアビジン（BD Biosciences 社）を添加し、4°C で 30 分間静置

した。 

抗体等の添加が全て終わった後、Staining Medium による懸濁と遠心分離機による処

理によって骨髄単核細胞を洗浄した上で、適量の Staining Medium に懸濁し、さらにヨ

ウ化プロピジウムを 1μg/mL となるように添加した上で、FACS Aria（BD Biosciences

社）を用いたフローサイトメトリー解析または細胞分取に使用した。 
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【競合的長期骨髄再構築アッセイ】 

分取した骨髄単核細胞の中に 12 週間以上の長期にわたって造血を維持する長期造

血幹細胞が含まれていること、すなわち、分取した骨髄単核細胞が長期骨髄再構築能

を有していることの確認は、既存の文献[20]に記載されている方法（競合的長期骨髄再

構築アッセイ）によって実施したが、簡潔に記載すると以下の通りとなる。 

まず、レシピエントマウスとして 8 週齢の雄 C57BL/6-Ly5.2 マウス（日本チャール

ス・リバー社）に致死量（8.5Gy）の X 線を移植前に照射しておく。さらに、別の 8

週齢の雄 C57BL/6-Ly5.2 マウス骨髄から、実験に使用するレシピエントマウス 1 匹あ

たり 2.0x105個の骨髄細胞（競合細胞）を調製しておく。そして、FACS Aria で分取し

た C57BL/6-Ly5.1 マウス（ドナーマウス）の骨髄単核細胞（ドナー細胞）を、予め調

製しておいた競合細胞と混合した上で、静脈投与によりレシピエントマウスに移植し

た（図 5）。 

移植されたドナー細胞が長期骨髄再構築能を有しているか否かについて、移植 12 週

間後のレシピエントマウスから採取した末梢血に、PE で標識された抗 Gr-1 抗体

（RB6-8C5、BD Biosciences 社）、PE で標識された抗 Mac-1 抗体（M1/70、BD Biosciences

社）、APC で標識された抗 B220 抗体（RA3-6B2、BD Biosciences 社）、APC で標識され

た抗 Thy1.2 抗体（53-2.1、BD Biosciences 社）、FITC で標識された抗 Ly5.1 抗体（A20、

BD Biosciences 社）をそれぞれ添加して実施したフローサイトメトリー解析の結果によ

り判定した。その判定基準は、あるレシピエントマウス個体の骨髄球系（Mac-1+また

は Gr-1+）の細胞とリンパ球系（B220+または Thy1.2+）の細胞の両方において、ドナー

由来細胞（Ly5.1+細胞）の割合が 1%より大きい場合に、当該マウスに移植されたドナ

ー細胞に 12 週間以上の長期にわたって造血を維持する長期造血幹細胞が含まれてい

た、すなわち、当該マウスに移植されたドナー細胞が長期骨髄再構築能を有していた

と判定するという基準であった（図 6）。  
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図 2.  GPR56-EGFP 融合蛋白質の発現ベクターの構築 
 
GPR56 cDNA を pEGFP-N1 ベクターに組み込むことにより、GPR56-EGFP 融合遺伝子

（GPR56 cDNA の 3’末端側に EGFP cDNA を融合）を構築し、そこから切り出した

GPR56-EGFP融合遺伝子をBlasticidin耐性遺伝子を含む pcDNA6/Myc-His Aベクターに

組み込むことにより、GPR56-EGFP 融合蛋白質の発現ベクターpcDNA6-GPR56-EGFP
を構築した。なお、pcDNA6/Myc-His A ベクターに含まれていた Myc と His のタグは、

それに先行する EGFP cDNA のストップコドンによって発現しない。  
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図 3.  GPR56 蛋白質安定発現細胞株の確立 
 
3Y1-B 細胞株と HEK293 細胞株それぞれに、pcDNA6-GPR56-EGFP を導入した。

Blasticidin（5μg/mL）を添加して培養することにより、導入遺伝子の発現細胞を選抜し

つつ、EGFP の蛍光強度を指標として導入遺伝子の高発現細胞を FACS で選抜した。得

られた GPR56 蛋白質安定発現細胞株を、それぞれ 3Y1-GPR56-EGFP 細胞、

HEK293-GPR56-EGFP 細胞とした。なお、EGFP は GPR56 蛋白質の細胞内 C 末端に融

合していることから、細胞内でのみ発現する。  
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図 4.  GPR56 蛋白質に対するモノクローナル抗体の確立 
 
3Y1-GPR56-EGFP 細胞を F344 ラットの腹腔内に免疫し、その後、HEK293-GPR56-EGFP
細胞とPE標識2次抗体を用いたフローサイトメトリー解析において血清抗体価の上昇

が見られた個体から脾臓細胞を採取し、SP2/0-Ag14 細胞と融合させた。そこから得ら

れ た ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 の GPR56 蛋 白 質 に 対 す る 反 応 性 を 、

HEK293-GPR56-EGFP細胞と PE標識 2次抗体を用いたフローサイトメトリー解析にお

いて検出することにより、ハイブリドーマのクローンを選抜した。  
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図 5.  競合的長期骨髄再構築アッセイ（その 1：レシピエントマウスへの移植） 
 
レシピエントマウスとして Ly5.2 マウスに致死量の X 線を移植前に照射しておく。さ

らに、別の Ly5.2 マウスの骨髄から競合細胞を調製しておく。そして、Ly5.1 マウス（ド

ナーマウス）から骨髄単核細胞（ドナー細胞）を採取し、FACS で分取した後、予め調

製しておいた競合細胞と混合した上で、静脈投与によりレシピエントマウスに移植す

る（移植 12 週間後に末梢血を採取・解析）。  
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図 6.  競合的長期骨髄再構築アッセイ（その 2：レシピエントマウスの解析） 
 
(A) 移植 12 週間後のレシピエントマウスから採取した末梢血白血球のフローサイト

メトリー解析において、Ly5.1 骨髄球系白血球には抗 Ly5.1 抗体と抗骨髄球系抗体

（抗 Mac-1 抗体または抗 Gr-1 抗体）が、Ly5.1 リンパ球系白血球には抗 Ly5.1 抗

体と抗リンパ球系抗体（抗 B220 抗体または抗 Thy1.2 抗体）が結合する。その一

方で、Ly5.2 骨髄球系白血球には抗骨髄球系抗体のみが、Ly5.2 リンパ球系白血球

には抗リンパ球系抗体のみが結合する。 
(B) フローサイトメトリー解析によって、Ly5.2 骨髄球系白血球数、Ly5.1 骨髄球系白

血球数、Ly5.2 リンパ球系白血球数、Ly5.1 リンパ球系白血球数をそれぞれ測定し、

骨髄球系とリンパ球系それぞれで、Ly5.1÷(Ly5.1+Ly5.2)×100 (%)を計算する。骨髄

球系とリンパ球系の両方で 1%より多い場合、当該レシピエントマウスに移植され

たドナー細胞に長期造血幹細胞が含まれていたと判断する。 

骨髄球系とリンパ球系それぞれで 
Ly5.1 細胞数÷（Ly5.1 細胞数+Ly5.2 細胞数）×100 (%) を計算 

B 

A 
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結果 

 

【新規抗マウス GPR56 モノクローナル抗体 57R2A の確立】 

マウス造血幹細胞における GPR56 蛋白質の発現を確認するため、以下の通り、フロ

ーサイトメトリー解析に適用可能な抗マウス GPR56 モノクローナル抗体を確立した。 

まず、3Y1-GPR56-EGFP 細胞をラットに免疫し、マウス GPR56 蛋白質に対して高い

抗体価を示した個体から脾臓細胞を採取し、ハイブリドーマを作製した。そして、

HEK293-GPR56-EGFP 細胞を用いたフローサイトメトリー解析により、抗マウス

GPR56 モノクローナル抗体を産生するハイブリドーマを選抜し、合計 6 クローンのハ

イブリドーマを確立した。確立した各ハイブリドーマから精製したモノクローナル抗

体の HEK293-GPR56-EGFP 細胞に対する結合性をフローサイトメトリー解析における

蛍光強度により評価した。結合性の差異が最も検出されやすい濃度（0.2μg/mL）で各

モノクローナル抗体を HEK293-GPR56-EGFP 細胞に添加した場合で比較した結果、最

も高い結合性を示した 57R2A（ラット IgG2a）を抗マウス GPR56 モノクローナル抗体

の代表クローンとして選定した（図 7）。以降の実験には、Alexa Fluor® 647 で標識した

57R2A を使用した。 

引き続いて、マウス GPR56 蛋白質に対する 57R2A の結合特異性を調べるため、

HEK293-GPR56-EGFP 細胞と 57R2A を用いてフローサイトメトリー解析を実施した結

果、図 8A に示すように、マウス GPR56-EGFP 融合蛋白質（細胞表面にはマウス GPR56

蛋白質のみが発現するように発現ベクターを設計）の発現強度に応じて、57R2A が 

HEK293-GPR56-EGFP 細胞に結合した。その一方、HEK293-GPR56-EGFP 細胞とアイ

ソタイプコントロール抗体（Alexa Fluor® 647 標識ラット IgG2a）を用いてフローサイ

トメトリー解析を実施した結果、図 8B に示すように、マウス GPR56-EGFP 融合蛋白
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質の発現強度に関わらず、アイソタイプコントロール抗体は HEK293-GPR56-EGFP 細

胞に結合しなかった。さらに、HEK293-hGPR56-EGFP 細胞と 57R2A を用いてフロー

サイトメトリー解析を実施した結果、図 8C に示すように、ヒト GPR56-EGFP 融合蛋

白質（細胞表面にはヒト GPR56 蛋白質のみが発現するように発現ベクターを設計）の

発現強度に関わらず、57R2A は HEK293-hGPR56-EGFP 細胞には結合しなかった。 

以上の結果から、57R2A は宿主細胞（HEK293）に対する非特異的な結合性やヒト

GPR56 蛋白質に対する交差結合性は有しない一方で、マウス GPR56 蛋白質に対して、

その発現強度に応じた特異的な結合性を有することが明らかになった。  
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図 7.  抗マウス GPR56 モノクローナル抗体の代表クローンの選定 
 
(A) 確立した合計 6 クローンのハイブリドーマから精製したモノクローナル抗体につ

いて、HEK293-GPR56-EGFP 細胞に対する結合性の差異が最も検出されやすい濃

度（0.2μg/mL）でフローサイトメトリー解析を実施した。 
(B) 各モノクローナル抗体のアイソタイプを示すとともに、HEK293-GPR56-EGFP 細

胞への結合性をフローサイトメトリー解析により算出した平均蛍光強度（Mean 
Fluorescence Intensity：MFI）で示した。  

B 

A 
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図 8.  マウス GPR56-EGFP 融合蛋白質またはヒト GPR56-EGFP 融合蛋白質を発現し

た HEK293 細胞のフローサイトメトリー解析 
 
(A) Alexa Fluor® 647 で標識した 57R2A を用いた HEK293-GPR56-EGFP 細胞のフローサ

イトメトリー解析。 
(B) Alexa Fluor® 647 で標識したラット IgG2a（アイソタイプコントロール抗体）を用い

た HEK293-GPR56-EGFP 細胞のフローサイトメトリー解析。 
(C) Alexa Fluor® 647 で標識した 57R2A を用いた HEK293-hGPR56-EGFP 細胞のフロー

サイトメトリー解析。 
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【マウス造血幹/前駆細胞画分における GPR56 蛋白質のフローサイトメトリー解析】 

マウス骨髄単核細胞中の造血幹/前駆細胞表面における GPR56 蛋白質の発現を確認

するため、抗分化抗原（Lin）抗体、抗 c-Kit 抗体、抗 Sca-1 抗体、抗 CD34 抗体、抗

GPR56 抗体（57R2A）をマウス骨髄単核細胞に添加して、フローサイトメトリー解析

を実施した。 

まず、分化抗原陰性（Lin−）画分を c-Kit と Sca-1 からなる 2 次元で展開し、その結

果生じた 3 つの画分を、図 9A に示すように、Lin− Sca-1− c-Kit− 画分（I）、Lin− Sca-1− 

c-Kit+ 画分（II）、Lin− Sca-1+ c-Kit+ (KSL) 画分（III）と命名した。さらに KSL 画分（III）

について、CD34 の発現に基づき、CD34+ KSL 画分（IV）と CD34− KSL 画分（V）に

2 分割した（図 9B）。そして、I～V の各画分におけるマウス GPR56 蛋白質の発現量を、

Alexa Fluor® 647 で標識した 57R2A の結合量を反映する平均蛍光強度（Mean 

Fluorescence Intensity：MFI）によって示した（図 9C）。 

その結果、分化抗原陰性（Lin−）の 3 種類の画分（I、II、III）のうち、長期造血幹

細胞を含む KSL 画分（III）においてマウス GPR56 蛋白質の発現量が最も高くなるこ

と、KSL 画分（III）を 2 分割して生じた画分（IV、V）のうち、長期造血幹細胞を含

む CD34− KSL 画分（V）[9]においてマウス GPR56 蛋白質の発現量が高くなることが

明らかになった（図 9C）。  
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図 9.  57R2A を用いたマウス造血幹/前駆細胞画分における GPR56 蛋白質の発現解析 
 
(A) マウス骨髄単核細胞の分化抗原陰性（Lin−）画分における、c-Kit と Sca-1 の発現

を解析し、Lin− Sca-1− c-Kit− 画分（I）、Lin− Sca-1− c-Kit+ 画分（II）、Lin− Sca-1+ c-Kit+ 
(KSL) 画分（III）を設定した。 

(B) KSL 画分（III）を CD34 の発現によってさらに解析し、CD34+ KSL 画分（IV）と

CD34− KSL 画分（V）に 2 分割した。 
(C) I～V の各画分における GPR56 蛋白質の発現量を、Alexa Fluor® 647 で標識した

57R2A の結合量を反映する平均蛍光強度（Mean Fluorescence Intensity：MFI）によ

って示した。  
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【GPR56 蛋白質を発現したマウス骨髄単核細胞を用いた競合的長期骨髄再構築アッセ

イ】 

GPR56 蛋白質を発現したマウス骨髄単核細胞の長期骨髄再構築能を解析するため、

図 10A に示すように、Alexa Fluor® 647 で標識した 57R2A の結合強度によって示され

る GPR56 蛋白質の発現強度のみに基づいて、マウス骨髄単核細胞を GPR56−、GPR56Low、

GPR56High の 3 画分に分画した。なお、図 10A のヒストグラムにおける GPR56High と

GPR56Low の境界について、分化抗原（Lin）、Sca-1、c-Kit を指標とするフローサイト

メトリー解析も併用することにより（図 10B）、GPR56High画分に Lin− Sca-1+ c-Kit+ (KSL) 

画分のほとんどが含まれるように設定した。そのようにして設定した GPR56−、

GPR56Low、GPR56Highの 3 画分のマウス骨髄単核細胞中の存在割合は、それぞれ 85%、

12%、1.5%となった。そして、GPR56 蛋白質の発現強度のみに基づいて、長期骨髄再

構築能を有するマウス骨髄単核細胞を濃縮できるか否かを確認するために、上記の 3

画分（GPR56−、GPR56Low、GPR56High）と未分画のマウス骨髄単核細胞（存在割合 100%、

陽性対照）の合計 4 画分をドナー細胞として分取した上で、それぞれの画分のマウス

骨髄単核細胞中の存在割合に基づいた細胞数を各レシピエントマウスに移植する、競

合的長期骨髄再構築アッセイを実施した（図 10A）。 

その結果は図 11A～C に示すように、GPR56High画分（1 匹あたり 1,500 細胞）がド

ナー細胞として移植されたレシピエントマウスにおける、移植 12 週間後の骨髄球系

（Mac-1+または Gr-1+）とリンパ球系（B220+または Thy1.2+）の両方の細胞において、

5 匹中 5 匹でドナー由来細胞の割合が 1%より大きくなっていたことから、5 匹中 5 匹

において、移植されたドナー細胞が長期骨髄再構築能を有していたと判定した。この

結果は、未分画のマウス骨髄単核細胞（1 匹あたり 100,000 細胞）がドナー細胞として

移植された場合（陽性対照）と同様であった。その一方、GPR56Low 画分（1 匹あたり

12,000 細胞）がドナー細胞として移植されたレシピエントマウスの 5 匹中 1 匹のみに
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おいて、移植されたドナー細胞が長期骨髄再構築能を有していたと判定され（ドナー

由来細胞の割合が 1%より大きくなった個体は、骨髄球系について 5 匹中 1 匹、リンパ

球系について 5 匹中 5 匹）、さらに、GPR56− 画分（1 匹あたり 85,000 細胞）がドナー

細胞として移植されたレシピエントマウスのすべてにおいて、移植されたドナー細胞

は長期骨髄再構築能を有していなかったと判定された（ドナー由来細胞の割合が 1%よ

り大きくなった個体は、骨髄球系について 4 匹中 0 匹、リンパ球系について 4 匹中 0

匹）。なお、再現性の確認のため、本実験をもう 1 回繰り返しても、上と同様の結果が

得られた（図 12、図 13）。 

以上の結果から、マウス骨髄単核細胞において、GPR56High 画分と GPR56Low 画分を

合わせた GPR56 陽性（GPR56+）画分（存在割合≤15%）に含まれる細胞のみが長期骨

髄再構築能を有すること、すなわち、GPR56+ 画分のみに 12 週間以上の長期にわたっ

て造血を維持する長期造血幹細胞が含まれていることが明らかになったことから、長

期造血幹細胞はその表面上に 57R2A によって認識される GPR56 蛋白質を発現してい

ることが示された。  
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図 10.  GPR56 蛋白質の発現によって分画したマウス骨髄単核細胞による競合的長期

骨髄再構築アッセイ（その 1） 
 
(A) 57R2A を用いてマウス骨髄単核細胞を GPR56−（85%）、GPR56Low（12%）、GPR56High

（1.5%）の 3 画分に分画した（カッコ内は骨髄単核細胞中の存在割合）。GPR56−、
GPR56Low、GPR56High の 3 画分と、未分画の骨髄単核細胞（100%、陽性対照）を

ドナー細胞として分取し、それらの存在割合に基づいて、致死量放射線を照射し

たレシピエントマウスに、それぞれ 85,000 細胞/匹、12,000 細胞/匹、1,500 細胞/
匹、100,000 細胞/匹ずつ、静脈投与により移植した。 

(B) マウス骨髄単核細胞中の GPR56− Lin− 画分、GPR56Low Lin− 画分、GPR56High Lin− 
画分それぞれの中に存在する Lin− Sca-1+ c-Kit+ (KSL) 画分の割合をフローサイト

メトリー解析（等高線表示）の図中に表示した。  
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図 11.  GPR56 蛋白質の発現によって分画したマウス骨髄単核細胞による競合的長期

骨髄再構築アッセイ（その 2） 
 
(A, B) フローサイトメトリー解析により、移植 12 週間後のレシピエントマウス末梢血

の骨髄球系（Mac-1+/Gr-1+
）の細胞におけるドナー由来細胞の存在割合（A）

とリンパ球系（B220+/Thy1.2+
）の細胞におけるドナー由来細胞の存在割合（B）

を測定した。丸印は各レシピエントマウス末梢血の骨髄球系またはリンパ球系

の細胞におけるドナー由来細胞の存在割合を示すが、0.1%を最小値とする対数

目盛による表示のため、0.1%を下回る場合でも 0.1%の位置に表示した。 
(C) ドナー細胞として各細胞画分を移植されたレシピエントマウスの末梢血の、骨

髄球系（Mac-1+/Gr-1+
）とリンパ球系（B220+/Thy1.2+

）の細胞それぞれにおい

てドナー由来細胞の存在割合が 1%を上回るマウスの匹数、さらに、骨髄球系と

リンパ球系の両方の細胞においてドナー由来細胞の存在割合が 1%を上回るマ

ウスの匹数、すなわち、移植されたドナー細胞が長期骨髄再構築能を有してい

たレシピエントマウス（Repopulated）の匹数を、解析したレシピエントマウス

の総匹数を分母とする分数で表示した。  

B A 

C 
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図 12.  GPR56 蛋白質の発現によって分画したマウス骨髄単核細胞による競合的長期

骨髄再構築アッセイ（再現性の確認：その 1） 
 
57R2A を用いてマウス骨髄単核細胞を GPR56−（86%）、GPR56Low（12%）、GPR56High

（1.5%）の 3 画分に分画した（カッコ内は骨髄単核細胞中の存在割合）。GPR56−、
GPR56Low、GPR56High の 3 画分と、未分画の骨髄単核細胞（100%、陽性対照）をドナ

ー細胞として分取し、それらの存在割合に基づいて、致死量放射線を照射したレシピ

エントマウスに、それぞれ 85,510 細胞/匹、12,320 細胞/匹、1,500 細胞/匹、100,000 細

胞/匹ずつ、静脈投与により移植した。  
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図 13.  GPR56 蛋白質の発現によって分画したマウス骨髄単核細胞による競合的長期

骨髄再構築アッセイ（再現性の確認：その 2） 
 
(A, B) フローサイトメトリー解析により、移植 12 週間後のレシピエントマウス末梢血

の骨髄球系（Mac-1+/Gr-1+
）の細胞におけるドナー由来細胞の存在割合（A）

とリンパ球系（B220+/Thy1.2+
）の細胞におけるドナー由来細胞の存在割合（B）

を測定した。丸印は各レシピエントマウス末梢血の骨髄球系またはリンパ球系

の細胞におけるドナー由来細胞の存在割合を示すが、0.1%を最小値とする対数

目盛による表示のため、0.1%を下回る場合でも 0.1%の位置に表示した。 
(C) ドナー細胞として各細胞画分を移植されたレシピエントマウスの末梢血の、骨

髄球系（Mac-1+/Gr-1+
）とリンパ球系（B220+/Thy1.2+

）の細胞それぞれにおい

てドナー由来細胞の存在割合が 1%を上回るマウスの匹数、さらに、骨髄球系と

リンパ球系の両方の細胞においてドナー由来細胞の存在割合が 1%を上回るマ

ウスの匹数、すなわち、移植されたドナー細胞が長期骨髄再構築能を有してい

たレシピエントマウス（Repopulated）の匹数を、解析したレシピエントマウス

の総匹数を分母とする分数で表示した。  

B A 

C 
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【GPR56 蛋白質に加えて、MPL 蛋白質も陽性マーカーとして用いた場合の長期造血幹

細胞の濃縮】 

長期造血幹細胞はその表面上に GPR56 蛋白質を発現していることが示されたこと

から、長期造血幹細胞の陽性マーカーとしての GPR56 蛋白質の性状をさらに解析する

ため、長期造血幹細胞を濃縮可能な陽性マーカーとして既に知られている MPL 蛋白質

（Thrombopoietin 受容体）[6]も GPR56 蛋白質と共に陽性マーカーとして用いて、マウ

ス骨髄単核細胞の分画を試みた。まず、マウス骨髄単核細胞を 57R2A と AMM2（抗

MPL モノクローナル抗体）[6]で染色し、フローサイトメトリー解析を実施した。その

結果、図 14A に示すように、マウス骨髄単核細胞中の存在割合は 0.8%ではあるが、

GPR56/MPL 共陽性画分（GPR56+ MPL+ 画分）が、いずれかの単陽性画分（GPR56+ MPL− 

画分、GPR56− MPLLow 画分）から明確に分離されて存在することが明らかになった。

そこで、GPR56+ MPL+ 画分に長期造血幹細胞が濃縮されているか否かを確認するため、

GPR56+ MPL+ 画分（存在割合 0.8%）と GPR56+ MPL+ 以外の画分（存在割合 99.2%）、

未分画のマウス骨髄単核細胞（存在割合 100%、陽性対照）の合計 3 画分をドナー細胞

として分取した上で、それぞれの画分のマウス骨髄単核細胞中の存在割合に基づいた

細胞数を各レシピエントマウスに移植する、競合的長期骨髄再構築アッセイを実施し

た（図 14A、B）。 

その結果は図 15A～C に示すように、GPR56+ MPL+ 画分（1 匹あたり 807 細胞）が

ドナー細胞として移植されたレシピエントマウスにおける、移植 12 週間後の骨髄球系

（Mac-1+または Gr-1+）とリンパ球系（B220+または Thy1.2+）の両方の細胞において、

5 匹中 5 匹でドナー由来細胞の割合が 1%より大きくなっていたことから、5 匹中 5 匹

において移植されたドナー細胞が長期骨髄再構築能を有していたと判定した。この結

果は、未分画のマウス骨髄単核細胞（1 匹あたり 100,000 細胞）がドナー細胞として移

植された場合（陽性対照）と同様であった。驚くべきことに、GPR56+ MPL+ 以外の画
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分（1 匹あたり 99,194 細胞）がドナー細胞として移植されたレシピエントマウスのす

べてにおいて、移植されたドナー細胞は長期骨髄再構築能を有していなかったと判定

された（ドナー由来細胞の割合が 1%より大きくなった個体は、骨髄球系について 5

匹中 0 匹、リンパ球系について 5 匹中 4 匹）。なお、再現性の確認のため、本実験をも

う 1 回繰り返しても、上と同様の結果が得られた（図 16、図 17）。 

以上の結果から、マウス骨髄単核細胞において、GPR56+ MPL+ 画分（存在割合0.8%）

に含まれる細胞のみが長期骨髄再構築能を有すること、すなわち、GPR56+ MPL+ 画分

のみに 12 週間以上の長期にわたって造血を維持する長期造血幹細胞が含まれている

ことが明らかになったことから、長期造血幹細胞はその表面上に GPR56 と MPL の両

蛋白質を発現し、57R2A と AMM2 の両抗体によって他のマウス骨髄単核細胞から明確

に分離されることが示された。  
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図 14.  GPR56 蛋白質と MPL 蛋白質の発現のみによって分画したマウス骨髄単核細

胞による競合的長期骨髄再構築アッセイ（その 1） 
 
(A) 57R2AとAMM2のみを用いて、マウス骨髄単核細胞をGRP56+ MPL+ 画分（0.8%）

とそれ以外の画分（99.2%）に分画した（カッコ内は骨髄単核細胞中の存在割合）。

GRP56+ MPL+ 画分、それ以外の画分、未分画の骨髄単核細胞（100%、陽性対照）

を分取し、それらの存在割合に基づいて、致死量放射線を照射したマウスに、そ

れぞれ 807 細胞/匹、99,194 細胞/匹、100,000 細胞/匹ずつ、静脈投与により移植し

た。 
(B) 分取し移植した画分をそのマウス骨髄単核細胞中の存在割合とともに模式図で示

した。  
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図 15.  GPR56 蛋白質と MPL 蛋白質の発現のみによって分画したマウス骨髄単核細

胞による競合的長期骨髄再構築アッセイ（その 2） 
 
(A, B) フローサイトメトリー解析により、移植 12 週間後のレシピエントマウス末梢血

の骨髄球系（Mac-1+/Gr-1+
）の細胞におけるドナー由来細胞の存在割合（A）

とリンパ球系（B220+/Thy1.2+
）の細胞におけるドナー由来細胞の存在割合（B）

を測定した。丸印は各レシピエントマウス末梢血の骨髄球系またはリンパ球系

の細胞におけるドナー由来細胞の存在割合を示す。 
(C) ドナー細胞として各細胞画分を移植されたレシピエントマウスの末梢血の、骨

髄球系（Mac-1+/Gr-1+
）とリンパ球系（B220+/Thy1.2+

）の細胞それぞれにおい

てドナー由来細胞の存在割合が 1%を上回るマウスの匹数、さらに、骨髄球系と

リンパ球系の両方の細胞においてドナー由来細胞の存在割合が 1%を上回るマ

ウスの匹数、すなわち、移植されたドナー細胞が長期骨髄再構築能を有してい

たレシピエントマウス（Repopulated）の匹数を、解析したレシピエントマウス

の総匹数を分母とする分数で表示した。  

A B 

C 
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図 16.  GPR56 蛋白質と MPL 蛋白質の発現のみによって分画したマウス骨髄単核細

胞による競合的長期骨髄再構築アッセイ（再現性の確認：その 1） 
 
(A) 57R2AとAMM2のみを用いて、マウス骨髄単核細胞をGRP56+ MPL+ 画分（0.8%）

とそれ以外の画分（99.2%）に分画した（カッコ内は骨髄単核細胞中の存在割合）。

GRP56+ MPL+ 画分、それ以外の画分、未分画の骨髄単核細胞（100%、陽性対照）

を分取し、それらの存在割合に基づいて、致死量放射線を照射したマウスに、そ

れぞれ 804 細胞/匹、99,197 細胞/匹、100,000 細胞/匹ずつ、静脈投与により移植し

た。 
(B) 分取し移植した画分をそのマウス骨髄単核細胞中の存在割合とともに模式図で示

した。  
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図 17.  GPR56 蛋白質と MPL 蛋白質の発現のみによって分画したマウス骨髄単核細

胞による競合的長期骨髄再構築アッセイ（再現性の確認：その 2） 
 
(A, B) フローサイトメトリー解析により、移植 12 週間後のレシピエントマウス末梢血

の骨髄球系（Mac-1+/Gr-1+
）の細胞におけるドナー由来細胞の存在割合（A）

とリンパ球系（B220+/Thy1.2+
）の細胞におけるドナー由来細胞の存在割合（B）

を測定した。丸印は各レシピエントマウス末梢血の骨髄球系またはリンパ球系

の細胞におけるドナー由来細胞の存在割合を示すが、0.1%を最小値とする対数

目盛による表示のため、0.1%を下回る場合でも 0.1%の位置に表示した。 
(C) ドナー細胞として各細胞画分を移植されたレシピエントマウスの末梢血の、骨

髄球系（Mac-1+/Gr-1+
）とリンパ球系（B220+/Thy1.2+

）の細胞それぞれにおい

てドナー由来細胞の存在割合が 1%を上回るマウスの匹数、さらに、骨髄球系と

リンパ球系の両方の細胞においてドナー由来細胞の存在割合が 1%を上回るマ

ウスの匹数、すなわち、移植されたドナー細胞が長期骨髄再構築能を有してい

たレシピエントマウス（Repopulated）の匹数を、解析したレシピエントマウス

の総匹数を分母とする分数で表示した。  

B A 

C 
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【GRP56+ MPL+ 画分における GPR56/MPL 両蛋白質の発現強度と長期造血幹細胞の濃

縮レベルとの関連】 

長期造血幹細胞は GRP56+ MPL+ 画分のみに含まれることが示されたが、57R2A と

AMM2 を用いたマウス骨髄単核細胞のフローサイトメトリー解析において、GRP56+ 

MPL+ 画分中の GPR56 蛋白質と MPL 蛋白質の発現強度には一定の関連が見られたこ

とから（図 14A、図 16A）、GRP56+ MPL+ 画分中の GPR56/MPL 両蛋白質の発現強度

と長期造血幹細胞の濃縮レベルに関連があるか否か、さらに確認を試みた。まず、マ

ウス骨髄単核細胞中の GRP56+ MPL+ 画分（存在割合 0.8%）を GPR56/MPL 両蛋白質

の発現強度に基づいて、さらに Segment#1（存在割合 0.27%）、Segment#2（存在割合

0.27%）、Segment#3（存在割合 0.27%）の 3 画分に分割し、それら 3 画分と GRP56+ MPL+ 

以外の画分（存在割合 99.2%）、未分画のマウス骨髄単核細胞（存在割合 100%、陽性

対照）の合計 5 画分をドナー細胞として分取した上で、それぞれの画分のマウス骨髄

単核細胞中の存在割合に基づいた細胞数を各レシピエントマウスに移植する、競合的

長期骨髄再構築アッセイを実施した（図 18A、B）。 

その結果は図 19A～C に示すように、Segment#3（1 匹あたり 267 細胞）がドナー細

胞として移植されたレシピエントマウスにおける、移植 12 週間後の骨髄球系（Mac-1+

または Gr-1+）とリンパ球系（B220+または Thy1.2+）の両方の細胞において、10 匹中

10 匹でドナー由来細胞の割合が 1%より大きくなっていたことから、10 匹中 10 匹にお

いて移植されたドナー細胞が長期骨髄再構築能を有していたと判定した。この結果は、

未分画のマウス骨髄単核細胞（1 匹あたり 100,000 細胞）がドナー細胞として移植され

た場合（陽性対照）と同様であった。その一方、Segment#2（1 匹あたり 267 細胞）が

ドナー細胞として移植されたレシピエントマウスの 10 匹中 1 匹のみにおいて、移植さ

れたドナー細胞が長期骨髄再構築能を有していたと判定され（ドナー由来細胞の割合

が 1%より大きくなった個体は、骨髄球系について 10 匹中 1 匹、リンパ球系について
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10 匹中 8 匹）、さらに、Segment#1（1 匹あたり 267 細胞）がドナー細胞として移植さ

れたレシピエントマウスのすべてにおいて、移植されたドナー細胞は長期骨髄再構築

能を有していなかったと判定された（ドナー由来細胞の割合が 1%より大きくなった個

体は、骨髄球系では 9 匹中 0 匹、リンパ球系では 9 匹中 4 匹）。また、図 15 と図 17 に

示す結果から予期された通り、GRP56+ MPL+ 以外の画分（1 匹あたり 99,200 細胞）が

ドナー細胞として移植されたレシピエントマウスのすべてにおいて、移植されたドナ

ー細胞は長期骨髄再構築能を有していなかったと判定された（ドナー由来細胞の割合

が 1%より大きくなった個体は、骨髄球系では 7 匹中 0 匹、リンパ球系では 7 匹中 0

匹）。なお、再現性の確認のため、本実験をもう 1 回繰り返しても、上と同様の結果が

得られた（図 20、図 21）。 

以上の結果から、マウス骨髄単核細胞の GRP56+ MPL+ 画分において、GPR56/MPL

両蛋白質の発現量が高い画分ほど長期骨髄再構築能を有する頻度が高くなること、す

なわち、GPR56/MPL 両蛋白質の発現量が高い画分ほど長期造血幹細胞を含んでいる頻

度が高くなることが明らかになったことから、GRP56+ MPL+ 画分中の GPR56/MPL 両

蛋白質の発現強度と長期造血幹細胞の濃縮レベルは、密接に関連することが示された。  
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図 18.  GPR56/MPL 両蛋白質の発現強度に基づいてさらに分画したマウス骨髄単核

細胞による競合的長期骨髄再構築アッセイ（その 1） 
 
(A) 57R2AとAMM2のみを用いて、マウス骨髄単核細胞中のGRP56+ MPL+ 画分（0.8%）

を GPR56/MPL 両蛋白質の発現強度に基づいて、Segment#1（0.27%）、Segment#2
（0.27%）、Segment#3（0.27%）の 3 画分に分画した（カッコ内は骨髄単核細胞中

の存在割合）。それら 3 画分と GRP56+ MPL+ 以外の画分（99.2%）、分画しなかっ

たマウス骨髄単核細胞（100%、陽性対照）を分取し、それらの存在割合に基づい

て、致死量放射線を照射したマウスに、それぞれ 267 細胞/匹、267 細胞/匹、267
細胞/匹、99,200 細胞/匹、100,000 細胞/匹ずつ、静脈投与により移植した。 

(B) 分取し移植した画分をそのマウス骨髄単核細胞中の存在割合とともに模式図で示

した。 
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図 19.  GPR56/MPL 両蛋白質の発現強度に基づいてさらに分画したマウス骨髄単核

細胞による競合的長期骨髄再構築アッセイ（その 2） 
 
(A, B) フローサイトメトリー解析により、移植 12 週間後のレシピエントマウス末梢血

の骨髄球系（Mac-1+/Gr-1+
）の細胞におけるドナー由来細胞の存在割合（A）

とリンパ球系（B220+/Thy1.2+
）の細胞におけるドナー由来細胞の存在割合（B）

を測定した。丸印は各レシピエントマウス末梢血の骨髄球系またはリンパ球系

の細胞におけるドナー由来細胞の存在割合を示すが、0.1%を最小値とする対数

目盛による表示のため、0.1%を下回る場合でも 0.1%の位置に表示した。 
(C) ドナー細胞として各細胞画分を移植されたレシピエントマウスの末梢血の、骨

髄球系（Mac-1+/Gr-1+
）とリンパ球系（B220+/Thy1.2+

）の細胞それぞれにおい

てドナー由来細胞の存在割合が 1%を上回るマウスの匹数、さらに、骨髄球系と

リンパ球系の両方の細胞においてドナー由来細胞の存在割合が 1%を上回るマ

ウスの匹数、すなわち、移植されたドナー細胞が長期骨髄再構築能を有してい

たレシピエントマウス（Repopulated）の匹数を、解析したレシピエントマウス

の総匹数を分母とする分数で表示した。  

A B 

C 



35 

 

 
図 20.  GPR56/MPL 両蛋白質の発現強度に基づいてさらに分画したマウス骨髄単核

細胞による競合的長期骨髄再構築アッセイ（再現性の確認：その 1） 
 
(A) 57R2A と AMM2 のみを用いて、マウス骨髄単核細胞中の GRP56+ MPL+ 画分（0.8%）

を GPR56/MPL 両蛋白質の発現強度に基づいて、Segment#1（0.26%）、Segment#2
（0.26%）、Segment#3（0.26%）の 3 画分に分画した（カッコ内は骨髄単核細胞中

の存在割合）。それら 3 画分と GRP56+ MPL+ 以外の画分（99.2%）、分画しなかっ

たマウス骨髄単核細胞（100%、陽性対照）を分取し、それらの存在割合に基づい

て、致死量放射線を照射したマウスに、それぞれ 255 細胞/匹、255 細胞/匹、255
細胞/匹、99,235 細胞/匹、100,000 細胞/匹ずつ、静脈投与により移植した。 

(B) 分取し移植した画分をそのマウス骨髄単核細胞中の存在割合とともに模式図で示

した。  
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図 21.  GPR56/MPL 両蛋白質の発現強度に基づいてさらに分画したマウス骨髄単核

細胞による競合的長期骨髄再構築アッセイ（再現性の確認：その 2） 
 
(A, B) フローサイトメトリー解析により、移植 12 週間後のレシピエントマウス末梢血

の骨髄球系（Mac-1+/Gr-1+
）の細胞におけるドナー由来細胞の存在割合（A）

とリンパ球系（B220+/Thy1.2+
）の細胞におけるドナー由来細胞の存在割合（B）

を測定した。丸印は各レシピエントマウス末梢血の骨髄球系またはリンパ球系

の細胞におけるドナー由来細胞の存在割合を示すが、0.1%を最小値とする対数

目盛による表示のため、0.1%を下回る場合でも 0.1%の位置に表示した。 
(C) ドナー細胞として各細胞画分を移植されたレシピエントマウスの末梢血の、骨

髄球系（Mac-1+/Gr-1+
）とリンパ球系（B220+/Thy1.2+

）の細胞それぞれにおい

てドナー由来細胞の存在割合が 1%を上回るマウスの匹数、さらに、骨髄球系と

リンパ球系の両方の細胞においてドナー由来細胞の存在割合が 1%を上回るマ

ウスの匹数、すなわち、移植されたドナー細胞が長期骨髄再構築能を有してい

たレシピエントマウス（Repopulated）の匹数を、解析したレシピエントマウス

の総匹数を分母とする分数で表示した。 

B A 

C 
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考察 

 

GPR56蛋白質は細胞内G蛋白質を通じて細胞に機能的なシグナルを伝達することが

可能な G 蛋白質共役型受容体（GPCR）の一つである[16]。さらに、マウス造血幹細胞

が濃縮された細胞画分を用いた遺伝子発現解析において、GPR56 mRNA の発現が検出

されていたため、GRP56 蛋白質はマウス造血幹細胞の陽性マーカーとなる可能性が高

いことが示されていた[14, 15]。以上を合わせて考えると、G 蛋白質共役型受容体であ

る GPR56 蛋白質が自己複製能や多分化能といった造血幹細胞の重要な機能に関与す

るシグナルを伝達する可能性に加えて、GPR56 蛋白質のリガンドも、そのようなシグ

ナル伝達に関与する可能性が考えられた。そこで、造血幹細胞の重要な機能に関与す

る可能性がある GPR56 蛋白質の生理的機能を解明するに際して、まずは GPR56 蛋白

質がマウス造血幹細胞の表面に実際に発現していることを確認する必要があると考え

た。筆者らは、GPR56 蛋白質を陽性マーカーとしてマウス造血幹細胞を選抜すること

ができれば、GPR56 蛋白質がマウス造血幹細胞の表面に実際に発現していることを示

すことができると考え、フローサイトメトリー解析と細胞分取に適用可能な新規抗マ

ウス GPR56 モノクローナル抗体の確立に取り組んだ。まずは、マウス造血幹細胞の選

抜のために十分な特異性と反応性を持ったモノクローナル抗体を得ることを意図して、

免疫原として、さらにはハイブリドーマ選抜の手段として、マウス GPR56 蛋白質の安

定発現細胞株を用いることにより、本研究の目的に適合する抗マウス GPR56 モノクロ

ーナル抗体のクローン 57R2A を新たに確立することができた。なお、マウス血液細胞

表面上の GPR56 蛋白質に結合する抗体は他にも知られており、その一つは、マウス

GPR56蛋白質への交差結合性を有する抗ヒトGPR56モノクローナル抗体CG4であり、

ヒト GPR56 とマウス Fc との融合蛋白質を免疫原に用いることにより取得された[21, 
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22]。もう一つは抗マウス GPR56 ポリクローナル抗体で、ウサギへの免疫原にマウス

GRP56 蛋白質細胞外領域を用いつつ、さらにはウサギ抗血清のアフィニティー精製に

もマウス GRP56 蛋白質細胞外領域を用いることにより取得された[23, 24]。マウス造血

幹細胞が濃縮された画分中のいずれかの細胞に GPR56 蛋白質が発現していることは、

これら既存の抗体を用いたフローサイトメトリー解析によって既に示されてはいたも

のの、ここで特筆すべきことは、57R2A により GPR56 蛋白質を陽性マーカーとしてマ

ウス造血幹細胞を分取できたこと、つまり、GPR56 蛋白質がマウス造血幹細胞の表面

に実際に発現していることが本研究によって初めて示されたことである。なお、本研

究が公表される前に、ノックアウトマウスにおける GPR56 蛋白質の機能欠損により、

骨髄単核細胞中における造血幹細胞が濃縮された画分である Lin− Sca-1+ c-Kit+ (KSL) 

画分の存在割合が低下し、さらに、それら骨髄単核細胞や KSL 画分の長期骨髄再構築

能も野生型マウスと比較して低下していることが報告されていた[24]。そのような知見

の一方、筆者らは、マウス骨髄単核細胞において、57R2A によって分画される GPR56

陽性（GPR56+）画分（存在割合≤15%）に含まれる細胞のみが長期骨髄再構築能を有す

ること（図 10～図 13）、すなわち、すべての長期造血幹細胞はその表面上に 57R2A に

よって認識される GPR56 蛋白質を発現していることを、初めてかつ直接的に示した。

GPR56 ノックアウトマウスによって得られた知見と 57R2A によって得られた知見は、

異なった手法により得られたにも関わらず、お互いを矛盾なく説明することができる。 

さらに、マウス造血幹/前駆細胞として既に確立されている細胞画分における GPR56 

mRNA の発現は、BloodSpot という血液細胞における遺伝子発現解析の公開データベー

ス（www.bloodspot.eu）[25]においても確認することができた。BloodSpot を用いた解析

の結果（図 22）、造血前駆細胞画分（LT-HSC と ST-HSC 以外）よりも未分化な造血幹

細胞画分（LT-HSC と ST-HSC）における GPR56 mRNA の発現強度の方が高かったこ

とから、未分化な状態になるほど GPR56 mRNA の発現強度が高くなることが示唆され



39 

た。また、BloodSpot を用いた別の解析の結果（図 23）、ヒト GPR56 mRNA が Lin− CD34+ 

CD38− CD90+ 等で定義されるヒト造血幹細胞画分[26]において発現していることも確

認されたことから、マウス GPR56 蛋白質と同じく、ヒト GPR56 蛋白質も造血幹細胞

において発現していることが示唆された。このように、GPR56 mRNA はマウスとヒト

の造血幹細胞画分において共通して発現していることから、GPR56 蛋白質もマウスと

ヒトの造血幹細胞において共通して発現し、共通した機能を担っている可能性が考え

られた。 

筆者らは、抗マウス GPR56 モノクローナル抗体である 57R2A と抗マウス MPL モノ

クローナル抗体である AMM2 のみを組み合わせることにより、骨髄単核細胞中の長期

造血幹細胞のすべてが濃縮されている、わずか 0.8%しか存在しない GRP56+ MPL+ 画

分を明確に分離することができた（図 14～図 17）。さらに、GRP56+ MPL+ 画分の中で

も、GPR56/MPL 両蛋白質の発現量が最も高い画分において、長期造血幹細胞が最も濃

縮されていることも明らかにした（図 18～図 21）。これらの結果から、すべての長期

造血幹細胞は GPR56/MPL 両蛋白質をその表面に発現し、両蛋白質の発現強度と長期

造血幹細胞の濃縮レベルは密接に関連することから、GPR56 蛋白質は、MPL 蛋白質と

同様に、多分化能や自己増幅能といった長期造血幹細胞の機能の維持に重要な役割を

果たしていることが示唆された。 

結論として、本研究における 57R2A を用いた実験結果から、マウス骨髄単核細胞に

おけるすべての長期造血幹細胞は GPR56 蛋白質をその表面に発現していることが明

らかとなり、GPR56 蛋白質はマウス長期造血幹細胞の陽性マーカーとなることが示さ

れた。今後は、c-Kit[2-5, 8]、Sca-1 [27]、CD150 [28]といった既知の造血幹細胞の陽性

マーカーに対するモノクローナル抗体と 57R2Aを組み合わせた検討を重ねることによ

り、造血幹細胞をさらに効率的に選抜する方法を見出すことができれば、造血幹細胞

を用いたあらゆる研究の進展に寄与することができると考えられる。例えば、マウス
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胎仔の造血性内皮細胞（Hemogenic Endothelial Cells）から造血幹細胞が発生する過程

において、GPR56 mRNA の発現レベルが上昇するという興味深い報告が近年なされて

いるが[29]、このような胎仔マウスの場合においても、成体マウスと同様に、GPR56

蛋白質を陽性マーカーとして造血幹細胞を標識・選抜できる可能性があり、57R2A は

そのための有用な手段となり得る。また、57R2A に GPR56 蛋白質のリガンドへの結合

を阻害する活性がある場合には、その阻害活性を用いた候補リガンドの活性評価、さ

らには、57R2A を用いたプルダウンアッセイによる GPR56 蛋白質と相互作用する蛋白

質の同定、といった GPR56 蛋白質の機能解析においても、57R2A は有用な手段となり

得る。 

以上から、本研究において新規に確立した抗マウス GPR56 モノクローナル抗体

57R2A は、造血幹細胞の研究進展に寄与するのみならず、GPR56 蛋白質の機能解析に

も寄与することができると考える。  
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図 22.  BloodSpot によるマウス造血幹/前駆細胞における GPR56 mRNA の発現解析 
 
(A) 既知のマウス骨髄造血幹/前駆細胞画分におけるGPR56 mRNAの発現をBloodSpot 

(www.bloodspot.eu)のデータセット“Mouse immgen Stem and progenitor cells”を用い

て解析した。 
(B) (A)の解析に用いたマウス造血幹/前駆細胞画分の注釈と表現型を記載した。  

8

9

10

11

12

13
 L

T-
H

SC
 (C

D
15

0+
)

 S
T-

H
S

C
 (C

D
15

0−
) 

 L
T-

H
S

C
 (C

D
34

− 
Fl

k2
−)

 

 S
T-

H
S

C
 (C

D
34

+ 
Fl

k2
−)

 

 M
P

P 
(C

D
34

+ 
Fl

k2
+)

 C
M

P

 G
M

P

 M
D

P

 C
D

P

 M
E

P

 M
LP

 p
ro

B.
C

LP

 p
ro

B.
Fr

A

Lo
g2

 e
xp

re
ss

io
n 

A 

B 



42 

 

 
 
 

 
 
 
図 23.  BloodSpot によるヒト血液細胞における GPR56 mRNA の発現解析 
 
(A) 既知 のヒト血 液細胞画 分における GPR56 mRNA の発現を BloodSpot 

(www.bloodspot.eu)のデータセット“HemaExplorer”を用いて解析した。 
(B) (A)の解析に用いたヒト血液細胞画分の注釈と表現型を記載した。 
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