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造血幹細胞に関する研究は組織幹細胞の中で最も
進んでいる領域の一つである．特に注目されている
造血幹細胞と骨髄微小環境（いわゆるニッチ）との
関連は，幹細胞としての自己複製能や多分化能維持
に極めて重要であり，造血幹細胞が骨髄から末梢血
中へ「動員」させる際に，この両者間でダイナミッ
クな変化が生じている事が明らかにされている．骨
髄から動員された末梢血幹細胞は自家移植や同種移
植の重要な細胞源として認識され，この幹細胞動
員・採取は顆粒球コロニー刺激因子（G-CSF）製剤
を使用し，世界中の施設で行われている．しかしな
がら動員メカニズムには未解明の部分が多く，臨床
的に改善の余地が残されている．さらに効率的で安
全な末梢血幹細胞動員・採取法の開発につながるこ
とを目的として，我々はG-CSF製剤投与による末梢
血幹細胞動員時に生じる様々な生体内変化について
臨床検体を用いて検討してきた．同種末梢血幹細胞
移植のためにG-CSF製剤を投与した健常人ドナーに
ついて骨代謝，脂肪組織，交感神経等に焦点を当て
解析を行った．さらに自家末梢血幹細胞採取のタイ
ミングをはかるために，より簡便なCD34+細胞の
代替マーカーの検討を行った．

は じ め に

造血幹細胞や前駆細胞は恒常的に骨髄から末梢血
中に少数流出している．この過程はストレス刺激

（たとえば感染症，骨髄破壊的薬剤，サイトカイン
など）によって一過性に増加し，生体の恒常性維持
のために機能していると考えられている１）．長年の
研究により組織幹細胞の一つである造血幹細胞は骨
髄から末梢血中へ「動員」させることが可能である．
この末梢血幹細胞は自家移植や同種移植の重要な細
胞源である．自家移植の場合，患者に対し化学療法
後に顆粒球コロニー刺激因子（G-CSF）製剤を投与
し採取する．一方，同種移植の場合は，健常人ドナ
ーに対して大量のG-CSF製剤を投与して採取を行
う．このようにG-CSF製剤は好中球減少症に対する
治療だけでなく，末梢血幹細胞動員薬剤として重要
な役割を担っている．全身麻酔下で採取する骨髄採
取に比べ，覚醒下で末梢血から造血幹細胞を採取で
きることや，移植後の血球回復が末梢血幹細胞は骨
髄幹細胞に比べ速やかであること等から，移植細胞
源は末梢血幹細胞が主流になりつつある．しかしな
がら自家移植の場合，度重なる化学療法によって自
己造血幹細胞採取が不十分になることや，同種移植
の場合では，健常人ドナーに大量のG-CSF製剤を投
与することによる副作用や合併症も懸念されてい
る．G-CSFによる造血幹細胞動員機構を解明するこ
とは，生体維持機構の一つを明らかにすることだけ
でなく，より効率的で安全な幹細胞採取法の開発に
つながる．さらには組織幹細胞源として組織修復・
再生医療の発展に寄与する可能性も有している．造
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血幹細胞に関する研究は組織幹細胞の中で最も進ん
でいる領域である．特に注目されている造血幹細胞
と骨髄微小環境（いわゆるニッチ）との関連は，幹
細胞としての自己複製能や多分化能維持に極めて重
要であり，動員時にダイナミックな変化が生じてい
る事が多くの研究により明らかにされている．これ
らの知見を基にして，我々はG-CSF投与による末梢
血幹細胞動員時に生じる種々の生体内変化について
臨床検体を用いて検証してきた．自家移植ドナーで
は罹患している血液疾患やこれまでの治療歴など背
景が多様であるため，同種末梢血幹細胞の健常人ド
ナーを対象として解析してきた．

骨　代　謝

骨髄微小環境は前述の通り，造血幹細胞の維持に
重要な役割を担っている．解剖学的にも骨内膜には
造血幹細胞が存在する事が証明されている．さらに
骨芽細胞は“骨内膜ニッチ”の重要な構成因子の一
つであることが証明されており，造血幹細胞の挙動
に重要な役割を担っているケモカインCXCL12の産
生細胞として機能している．またG-CSF投与時での
骨芽細胞の数的，機能的抑制は幹細胞動員に重要な
役割を果たしている２）．さらに破骨細胞もこの課程
に重要であることが報告されている３）．このように
骨芽細胞・破骨細胞のバランスは，直接または間接
的に造血幹細胞動員に影響を与えている．そこで
我々は骨代謝マーカーの幹細胞動員時の変化につい
て 検 討 し た ． Wntシ グ ナ ル の 調 節 因 子 で あ る

Dickkopf-1（DKK1）は骨代謝のみならず，脂肪組
織，造血細胞など様々な機能に関与していることが
報告されている．DKK1に加え，破骨細胞分化に関
与するsoluble receptor activator of nuclear factor-
κB ligand（sRANKL），破骨細胞抑制因子の
osteoprotegerin（OPG）の血中濃度を健常人ドナ
ー20名の４日間G-CSF投与前後で比較検討したとこ
ろDKK1は有意な低下を示し，sRANKLは有意な増
加を示した（図１）．OPGは有意な変動は認められ
なかった４）．このように骨内膜ニッチを構成してい
る骨芽細胞や破骨細胞はG-CSF投与によりダイナミ
ックな変化をきたし，造血幹細胞の動員に関与して
いることが示唆された．

脂 肪 組 織

骨髄内は造血細胞以外にも多くの細胞が存在して
おり，脂肪細胞もその一つである．近年，脂肪組織
は内分泌臓器の一つとして認識されており，エネル
ギー調節，炎症，免疫反応に関与することが明らか
になっている．アディポカインはその脂肪細胞から
分泌される生理活性物質の総称である５）．脂肪細胞
が造血幹細胞動員に与える影響を検討するため，G-
CSF投与による末梢血幹細胞動員時の血中アディポ
カイン（visfatin，resistin，adiponectin，leptin）
の変動を比較検討した．前述の健常人ドナー20名の
G-CSF投与前後の検討では，visfatinとresistinが有
意な増加を示したが，adiponectinやleptinは有意な
変動を示さなかった（図２）．さらに我々は培養脂
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図１　骨代謝マーカーの変動
（A）血清DKK1，（B）血漿osteoprotegerin，（C）血漿sRANKLのG-CSF投与前（Before）と投与後４日目幹細胞採取前（After）
の測定値を示した．* P値<0.05



肪細胞を用い，G-CSF受容体の発現を確認し，G-
CSF添加によって細胞内シグナル伝達経路が活性化
することを見いだした．さらに，この培養脂肪細胞
の系ではG-CSF添加によってvisfatinは培養上清中
に有意な増加を示した６）．SkokowaらはG-CSF投与
により健常人の血中visfatin増加に加え，visfatinは
CD34+細胞の増加と顆粒球分化を促すことを報告
している７）．このように造血支持組織の一つとして
脂肪細胞から分泌されるvisfatinのようなアディポ
カインが造血幹細胞動員に関与していることを示唆
するものと考えられる．

交 感 神 経

骨髄微小環境は神経支配されていること，カテコ
ラミン作動物質が免疫反応に影響を与えていること
は多くの研究から明らかにされている．Katayama
らはG-CSF投与による幹細胞動員に交感神経系を介
した骨髄微小環境の調節が必要であることをマウス
モデルによって明らかにした８）．またヒトCD34+細
胞にはβ2アドレナリン受容体やドーパミン受容体
が発現し，G-CSFによって発現上昇が認められ，交
感神経作動物質は造血幹細胞の直接的な走化性物質

であることが報告された９）．さらに最近，定常状態
において造血幹細胞の動員は日内変動を来している
ことが報告され，交感神経系の支配を受けているこ
とがマウスモデルにおいて証明された10）．そこで
我々は末梢血幹細胞動員時の血中カテコラミン（ド
ーパミン，ノルアドレナリン，アドレナリン）の変
動を検討した．G-CSF投与前後ではドーパミンの有
意な変動は認めらなかったが，ノルアドレナリン，
アドレナリンは有意に低下していた11）（図３）．こ
のような血中カテコラミンの変化がG-CSF投与後に
認められたことは，ヒトにおいても造血幹細胞動員
に交感神経系を介する経路が存在する事を示唆して
いるものと思われる．またこのような結果はG-CSF
が神経内分泌系に与える影響や神経細胞の保護効
果，再生作用の観点からも興味深いものと思われる．
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図３　血中カテコラミンの変動
（A）血漿Epinephrine，（B）血漿Norepinephrine，（C）
血漿DopamineのG-CSF投与前（Before）と投与後４日目
幹細胞採取前（After）の測定値を示した．* P値<0.05

図２　アディポカインの変動
（A）血清Visfatin，（B）血清Resistin，（C）血清Adiponectin，
（D）血清LeptinのG-CSF投与前（Before）と投与後４日目
幹細胞採取前（After）の測定値を示した．* P値<0.05



High mobility group box 1（HMGB1）

HMGB1は非ヒストン核内蛋白として様々な細胞
に発現している．この蛋白は核内の転写調節機構に
影響を与えるだけでなく，マクロファージ/単球か
ら細胞外に能動的に分泌されたり，死細胞や障害さ
れた細胞からも放出される．この蛋白は細胞外では
炎 症 誘 導 物 質 と し て receptor for advanced
glycation end products（ RAGE） や toll-like
receptor 4（TLR4）を介して周囲の免疫細胞や血管
内皮細胞の炎症性サイトカイン，ケモカイン，接着
因子の分泌を促進させることが報告されている12）．
さらに血管前駆細胞の走化性や増殖を促進すること
や心筋組織の再生に関与していることが報告されて
いる13）．そこで我々はG-CSF投与による末梢血幹細
胞動員時の血中HMGB1の変動について検討した．
G-CSF投与後には有意な血中HMGB1増加を示し，
造血幹細胞動員にもHMGB1が関与していることが
示唆された14）（図４）．HMGB1は免疫，炎症，再生，
腫瘍等の領域においても興味深い多面的作用を有し
ており，幹細胞動員機構以外の作用についても研究
を進めているところである15）．

末梢血幹細胞採取の効率化

末梢血幹細胞は末梢血中CD34+細胞数によって
採取のタイミングをはかることが可能である．しか
しながらこのフローサイトメトリーを用いる方法で
は時間とコストがかかり頻回にモニタリングはでき

ないことが問題である．代わりに簡便かつ低コスト
の検査によって末梢血幹細胞採取のタイミングをは
かることができればドナーの負担軽減につながるこ
とが予想される．我々は，臨床検査部との共同研究
として自動血球分析装置XE-2100（シスメックス社）
を用いた幼弱な骨髄球系細胞分画Hematopoietic
progenitor cell（ HPC） と 幼 弱 な 血 小 板 分 画
Immature platelet fraction（IPF）を測定し，これ
らがCD34+細胞の代替マーカーになり得るかどう
か検討した．これらの細胞分画は通常の末梢血細胞
数カウントの際に同時に自動測定することが可能で
ある．第３内科に入院した自家末梢血幹細胞移植予
定の血液悪性疾患患者20名を対象とした臨床研究を
行い，HPCはCD34+細胞の有力な代替マーカーと
なり得るが，一方IPFはそうではないことを報告し
た16）．今後，HPCを末梢血幹細胞採取時にモニタリ
ングし採取時期の最適化をはかる検討を行っていく
予定である．また同種末梢血幹細胞ドナー（健常人）
に対してもこのモニタリングを行い，過不足のない
G-CSF投与量を設定できるような研究を開始する予
定である．

ま　と　め

造血幹細胞は幹細胞の中で最も古くから研究さ
れ，移植源として多くの難治性血液疾患患者の治療
に役立っている．また幹細胞とその周囲にある骨髄
微小環境に関する研究は現在も世界中で精力的に行
われている領域である．骨髄から末梢血中に幹細胞
が動員され，逆に幹細胞が骨髄微小環境に生着する
機序を解明することは生物学的にも興味深いテーマ
であるが，臨床医学的にも極めて重要な課題の一つ
である．末梢血幹細胞動員をいかに効率的にかつ安
全に行うかは，患者やドナーの安全や経済的負担を
考慮すれば明らかである．また移植後のドナー細胞
の生着不全回避や早期生着を促すことは，患者の生
命に関わる重要な問題である．末梢血幹細胞動員は
造血幹細胞が骨髄微小環境から離れて末梢血液中に
流出する現象であるとすれば，幹細胞といわゆるニ
ッチとの関係をいかに動員方向にシフトさせるかが
肝要である．G-CSFは動員薬剤として広く臨床応用
されているが，その投与量を減らし効率的に幹細胞
を動員させるためには，新たな添加薬剤が必要にな
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図４　血中HMGB1の変動
血清HMGB1のG-CSF投与前（Before）と投与後４日目幹
細胞採取前（After）の測定値を示した．* P値<0.05



ると思われる．我々の臨床研究はG-CSF投与下での
血中変化のみを検討したものであるが，マウス個体
レベルの研究がヒトにおいても同様な結果を示すか
不明であり，その検証の一つとして，さらには今後
の併用薬剤開発のきっかけとして意義あるものと考
えている．骨代謝，脂質代謝，交感神経系に作用す
る薬剤は現時点においても多数上市されている．こ
れらの薬剤を動員時の併用薬剤として使用すること
により新規導入薬剤に比べ安全性も高く，より効率
的な動員が行える可能性があると思われる．さらに
効率的な幹細胞採取の開発は採取方法にも改善する
余地が残されており，現在我々はこの前臨床研究を
進めているところである．
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The bone marrow microenvironment plays a
critical role in regulating the proliferation and
differentiation of hematopoietic stem cells.
Granulocyte colony-stimulating factor（G-CSF）-
mobilized peripheral blood stem cells（PBSCs）
are widely used to reconstitute hematopoiesis ;
however, preclinical and clinical studies show
that improvements to this mobilization can be
achieved. To investigate the mechanisms
involved in the stem cell mobilization, we
examined several marker levels of bone
metabolism, adipose tissue, and sympathetic
nervous system in the blood samples from G-CSF-
treated healthy human donors. Furthermore, in
order to develop a simple, rapid, and reliable
method of assessing the harvest quality of PBSCs,
we conducted a prospective study comparing the
use of CD34+ cell count with some surrogate
decision markers for patients requiring
autologous PBSC mobilization. Further studies
will be required to fully develop a safe and
efficient mobilization and harvesting of PBSCs.
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