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	概要　ＥＡ　(600字～800字程度にまとめてください。)

成体の造血幹細胞は骨髄内の骨芽細胞性あるいは血管性ニッチと相互作用することにより、静止状態および未分化性を維持している。特に、静止状態の維持は造血幹細胞維持に不可欠であるが、造血幹細胞の細胞周期は成長に伴い、活性化状態から静止状態に移行する。これは、胎仔型から成体型への造血幹細胞の性質変化であり、造血幹細胞自律的な変化に加え、ニッチ制御の変化にも依存していると考えられた。

そこで本研究では、まず骨芽細胞性ニッチを構成する細胞を分離し、内骨膜領域の細胞が間葉系前駆細胞、未分化および成熟骨芽細胞の3分画に分かれることを同定した。次に、各細胞集団における遺伝子発現を解析したところ、成熟骨芽細胞がN-カドヘリン (N-cad)などの接着分子を発現し、間葉系前駆細胞がサイトカインを多く発現している傾向が示された。これらの結果から、骨芽細胞性ニッチでは多様な細胞が複合体を形成して幹細胞制御に関わると考えられた。さらに、造血幹細胞・成熟骨芽細胞におけるN-cadの発現が骨髄造血の成熟に伴い増加することが分かり、N-cadを介した造血幹細胞と骨芽細胞の接着がニッチ制御の確立に関わると考えられた。

次に、骨芽細胞から産生されるニッチ分子の1つとしてトロンボポエチン (THPO) の造血幹細胞の静止状態の制御における機能を解析した。まず、THPOの受容体であるMplの発現と造血幹細胞の細胞周期の関係について解析したところ、Mplは静止期にある造血幹細胞に発現し、細胞周期の活性化に伴いその発現が低下することが分かった。そこで、THPO/Mplシグナルの機能を解析するため、THPO/Mplシグナルの抑制 (Mpl中和抗体の投与) および増強 (THPO投与) した際の造血幹細胞の細胞周期の変化、および細胞周期制御因子の発現を検討した。マウスにMpl中和抗体を投与すると、造血幹細胞の静止状態が失われ、逆にThpoの投与で静止期造血幹細胞が一過性に増加することが分かった。さらに、Mpl中和抗体を投与することにより、放射線照射を用いることなく長期の骨髄移植が成立した。これは、ニッチ分子の機能抑制により、造血幹細胞とニッチの相互作用が抑制され、「空きニッチ」が形成されたことを示唆する結果であると考えられた。これらの結果から、Thpo/Mplシグナルは、定常状態では造血幹細胞の静止状態の維持に重要な機能を果たしていることが明らかとなった。
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	欧文概要　ＥＺ

During postnatal life, the bone marrow (BM) supports both self-renewal and differentiation of hematopoietic stem cells (HSCs) in specialized niches. Currently, the niche for long-term (LT)-HSCs is thought to consist conceptually of two parts: the endosteal surface (the osteoblastic niche) and a sinusoidal endothelium (the vascular niche).

In this study, we characterized the cell fraction in the osteoblastic niche. We found that cells isolated from endosteum were subdivided into the three populations; mesenchymal progenitor cells (MPCs), immature and mature osteoblasts. Gene expression assay revealed that MPCs tend to highly express cytokines that affected both HSC proliferation and quiescence. In contrast, mature osteoblastic cells express multiple cell adhesion molecules such as N-cadherin, OB-cadherin and ALCAM. From these data, we hypothesize that multiple mesenchymal, osteoblastic populations form a “niche complex” to support HSCs in the osteoblastic niche. In addition, we found that the expressions of N-cadherin in both LT-HSCs and mature osteoblastic cells increased with the postnatal development of BM. These data rise the possibility that the up-regulation of N-cad in both HSCs and osteoblastic cells may be critical to the establishment of the adult osteoblastic niche.
We also investigated the function of cytokines produced by the osteoblastic niche in the regulation of quiescence of HSCs. In this study we analyzed the function of thrombopoietin (THPO) in the regulation of quiescent HSCs. We identified that the LT-HSCs expressing THPO receptor, Mpl, are quiescent population in adult BM, which interact with the THPO-producing bone lining cells.  Inhibition and stimulation of Thpo/Mpl pathway showed the reciprocal regulation in the quiescence of LT-HSCs. Anti-Mpl neutralizing antibody, AMM2, suppressed the quiescence of LT-HSCs and enabled HSC engraftment without irradiation, whereas exogenous THPO transiently increased the quiescent HSC population. These observations indicate that THPO/Mpl signaling is a novel niche component that plays a critical role in the maintenance of the quiescence of LT-HSC in osteoblastic niche.
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