


はしがき

筋ジストロフィー症に対する根本的治療法は存在せず、その転帰は不幸な経過をた

どる。ジストロフィン遺伝子を導入する遺伝子治療の試みがなされているが、全身

の筋細胞に効率よく遺伝子を恒常的に発現させるには大きな困難を伴う。近年、白

血病、原発性免疫不全症などの難治製疾患に対して、造血幹細胞移植が根本的治療

法として確立された。移植をうけた患者を詳細に検討すると、 ドナー由来の細胞が

造血細胞ばかりでなく、血管内皮細胞や肝細胞として生着していることが確認され

た。従来より、骨髄中には造血幹細胞のみでなく、筋細胞、骨細胞、軟骨細胞、脂

肪細胞等に分化し得る間葉系幹細胞が存在することが知られている。マウスにおい

ては造血幹細胞移植により、筋ジストロフィー症モデルマウスにおいて筋細胞に分

化するとの報告がなされている。そのため、骨髄には生体内の多くの組織を形成す

る基となる組織幹細胞が存在すると考えられるようになり、血液疾患ばかりでなく、

筋疾患に対しでも根本的治療法となるのではないかと期待が持たれている。しかし、

このような多様な分化パターンに対して各々対応する幹細胞が存在するのか、ある

いは造血幹細胞が転換分イじするのか明らかではない。また、筋ジストロフィー症モ

デルマウスの移植においては、筋組織の再生のためには、放射線照射、薬物投与な

どによる筋障害の発症を誘導することが必要である。さらに、筋細胞分化における

キメラ率も低い。このため、骨髄細胞を筋疾患に対する治療に応用するためには、

筋細胞に特異的に分イじする幹細胞の同定、全身の筋組織への特異的生着、組織障害

を伴わない効率よい筋細胞への分化、の過程を明らかにする必要がある。本研究に

おいては、マウス骨髄細胞、ヒト踏帯血を用い、様々な分画の細胞郡を用いて、 invitro， 

in vivoの系において筋細胞ヘ特異的に分化する細胞の同定を試みることを目的とし

た。
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研究成果の概要

近年、造血幹細胞移植を受けた個体において、骨格筋を含む様々な組織に、 ドナー

由来の細胞が分化することが示された。この現象は、骨髄組織において、 1)造血

組織の枠を超えて様々な組織に分化し得る幹細胞が存在する、 2)造血幹細胞が造

血組織の枠を超えて分佑し得る可塑性を有する、という 2つの可能性を示唆する。

一方、組織の枠を超えた分化は、レシピエントの組織細胞とドナーの造血細胞との

融合により生じるとの報告もある o 骨格筋再生の機構において、上記の 3種類の機

構のうち、どの機構が主となる再生機構を担うのか明らかではない。今回我々は、 GFP

トランスジェニックマウスに由来する造血幹細胞分画を用いて、放射線照射マウス

や、 c必 t遺伝子の変異を有し幹細胞が減少する W/Wマウスに移植し、骨格筋再生過

程における役割について検討した。さらに、骨髄に存在する非血球綿胞より、骨格

筋細胞に分化する細胞の同定を試みた。

1.骨髄造血幹細胞から筋肉分化に関する検討



方法

【細胞】 GFP トランスジェニック (Tg)マウス (C57BL/6)の骨髄細胞を膝骨、排骨

から採取。ビオチン化一次抗体 (CD3，CD45RIB220、Mac-1、Gr帽 1、Terl19、全て

Phar Mingen (PM)社)を反応させ、加toMACS (Militenyi Biotec社)にて lineage陰性

(Linう細胞を採取。次に Lin圃細胞を Sca1-PE抗体とやkit岨 APC抗体(共に PM社)に

反応させ、 FACSVantage (Becton Dickinson (BD)社)にてひkit陽性 Sca1陽性 Lin陰

性 (KSL)細胞を採取。

【移植]GFP Tgマウス由来の 1-5x103 KSL細胞を WT(C57BL/6)由来の 2x105骨髄

細胞と共に、 9.0Gy全身照射した WT或いは mdx(C57BL/10)成人マウスの尾静脈よ

り静脈注射。日齢 0-3の W/Wvマウス (C57BL/6)の場合は非照射で前顔面静脈より

注射。

免疫染色、 Singlecell culture (単繊維培養)を用いて解析した。

結果

【WT】GFPTgマウス由来 KSL細胞 (CD45陽性を確認)を致死量照射した WTマ

ウスに移植し、蛍光顕微鏡及び免疫染色にて GFP陽性細胞を観察した。移植後 3日

目には GFP陽性筋繊維は検出されなかった。移植後 10日目と 20日目では肋間筋、

大腿四頭筋、腹壁筋、外眼筋等の全身筋組織にて GFP陽性筋繊維が観察された(図

1陣 A)。横断面では様々な大きさの筋繊維が存在し、その中心に核が局在していた。

それら筋繊維はクラスターを形成する傾向にあった。筋組織内の総核数に対する GFP

陽性細胞の比率はこれまでの報告より多くJ帽 20%であった。移植後初日以降はGFP

陽性筋繊維は観察されなかったが、いくつかの GFP陽性単核球がラミニン直下に検

出された。 W/Wvマウスへの移植群ではどの時期においても GFP陽性筋繊維は全

く検出されなかったが、移植後 30日目にいくつかの GFP陽性単核球がラミニン直

下に存在していた。 WT及び W/Wvマウスとも移植後 6ヶ月の単繊維培養では筋繊

維の増殖を認め、 ALPで染色される GFP陽性筋繊維が存在した。更に nestedPCR 

により GFPDNAを検出した。移植後 30日以内の早期では単繊維培養からの筋繊

維の増殖は認めなかった。

[mdx] GFP Tgマウス由来 KSL細胞を致死量照射した mdxマウスに移植し蛍光

顕微鏡及び免疫染色にて GFP陽性細胞を観察した。移植後3ヶ月と 6ヶ月の両方に

おいて、 GFP陽性筋繊維が全身の筋組織において観察された。これらは ALP染色

により GFP陽性である事を確認した。ラミニン陽性の筋繊維も一部に検出された。

2.骨髄間質細胞からの筋肉分化に関する検討



方法

4週齢の C3H/He雌マウスの骨髄細胞から lineage(CD4， CD8a、Macl、B220、Gr-l、

Ter119、全て PM社)陰性細胞を採取し、 20%FCS/IMDM(Sigma社)にて培養し、

sub圃cont1uentになった時点で継代。これを繰り返しある程度均一な細胞が得られた時

点で直接分化群と浮遊培養群に分けた。直接分化群は conf1uentになった時点で子

azacytidine (5田辺a、Sigma社)5μM/2%FCS/IMDMに変更。 24時間後に 2%FCS/

IMDMに変更し 2週間培養した。浮遊細胞群は低接着性条件にて浮遊培養させ sphere

を形成(図 2-B)した後再び平面培養に戻し、 cont1uentになった時点で 5・azaで同様

に筋肉分化を誘導した。その後ミオシン(巧rmed社)、デスミン (sigma社)、ミオ

ジェニン (DAKO社)を一次抗体とし免疫染色 (Cy3、JIR社)を行った。又、 sphere

形成後の細胞の表面抗原を FACSCaliber (BD社)で解析した。

結果

直接分化群では一度も筋管細胞を得る事はなかった。浮遊細胞群では筋管細胞様に

変化する細胞を得た。これらはミオシン、デスミン、ミオジェニンが陽性であった。

sphereを形成した細胞は CD45、CD34陰性で、 Scal、CDI05、slインテグリン、

CD44、VEカドヘリン(全て PM社)が陽性であった。

骨髄組織は、造血細胞の基となる造血幹細胞と、造血幹細胞の生存、増幅、分化を

支持する微少環境を形成するストローマ細胞から成る。さらに、ストローマ細胞に

は、脂肪細胞、軟骨細胞、筋肉細胞などの分化し得る間葉系幹細胞が含まれること

が近年の研究で明らかとなった。この分類に従うと、骨格筋は間葉系幹細胞より増

殖分化する。しかし、間葉系幹細胞よりの骨格筋への分化効率は低く、造血細胞移

植による骨格筋再生への寄与度については検討の余地を残している。今回我々は、

まず従来造血幹細胞と分類されている lin圃細胞分画を移植することにより、筋肉再生

機構について解析した。レシピエントマウスとして放射線照射を行った正常マウス、

C輔副遺伝子に変異を有し造血幹細胞の数的減少をきたす W/Wマウスを用いて検討し

たところ、移植後早期において、 GFP陽性の骨格筋が多数観察され、移植造血幹細

胞の骨格筋への分化が示唆された。 GFP陽性筋肉は長期の観察では認められなくな

るが、 singlefiber cultureにおいて GFP陽性の筋芽細胞が同定され、骨格筋幹細胞に

分佑し得ることも観察された。この結果は、従来造血幹細胞として捉えられていた lirト

細胞分画には、造血幹細胞活性とともに、骨格筋へと分イじし得る細胞分画を含むこ

とを意味する。今後、この分画が、造血細胞、骨格筋細胞に分化し得るより未熟な



幹細胞に相当するのか、造血幹細胞としての可塑性あるいは transdifferentiationとし

て捕らえるのか、さらなる検討が必要である。さらに、 mdxマウスにおいて同様の

移植を行ったところ、移植後早期、後期にわたって GFP陽性骨格筋が多数観察され

た。生体において組織への幹細胞生着には、標的とする組織の障害の存在が必要と

されている。 Mdxマウスにおいて観察された現象は、障害、再生を繰り返している

mdxマウスの骨格筋においては、移植造血幹細胞の生着、骨格筋への分化を促進す

る分子学的機構が存在することが考えられ、この観点よりの検索も必要と考えられ

る。一方、近年、骨髄より血球系マーカーを有しない多分化幹細胞 (MAPC)の同

定が報告された。我々も同様の多能を有する細胞の同定を試み、様々な体性幹細胞

の作成に用いられている sphere法を応用することにより、骨格筋への分化能を有す

る細胞の同定を行った。現在、この細胞の生体内における幹細胞活性を検討中であ

る。我々の結果は、造血組織の中のどの細胞郡が主として骨格筋再生に主として寄

与するかという問題に、結論をもたらしていない。今後、 mdxマウス等を用いて、

筋ジストロフィー症の治療には有効な細胞郡の同定、および生着部位である障害骨

格筋の分子学的機構について、検討を進めていく必要がある。


