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1 はじめに

造血システムは、自己複製能力と多分化能力を有する造血幹細胞 (HSC: hematopoietic stem cell) によ

って維持されている。従来の考え方では、HSC から分化を経て、自己複製能力を持たないが多分化能

力を有する多能性前駆細胞 (MPP: multipotentprogenitor) が作られる。そこからさらに分化を重ね、自

己複製能力を持たず分化系統が限定された前駆細胞が作られ、最終的に成熟した血球細胞に分化と考

えられている。また、造血組織を構成する細胞やその階層性は詳細に調べられており、それぞれの分化

ステージにおいて、それぞれの細胞に特徴的に発現する遺伝子が知られている1。さらに、HSC は、多

数の血球細胞とともに、放射線処理によって造血能力を失ったマウスに移植すると、その造血システ

ムを再構築できることも知られている2。対照的に、MPP 単体による血球の再生産は一 時的にしか現れ

ない。この、HSC と MPP の再生産能力の差は自己複製能力の差によるものだと考えられている3。

近年の研究から、HSC には自己複製能力の多様性があることが示されており、長期的な自己複製能

力を有する HSC をLT‐HSC (long‐term HSC) 、短期的な自己複製能力を有する HSC をST‐HSC などと

呼んでいる4。また、HSC の段階において、すでに分化能力が特定の細胞に偏っている細胞があること

が知られている5。スタンフォード大学の山本玲らは、造血幹細胞だと考えられていた細胞集団の中に、

自己複製能力を持ちながら分化能力が限定された骨髄球系前駆細胞 (\mathrm{M}\mathrm{y}\mathrm{K}\mathrm{P} : myeloid‐restricted

progenitors with long‐term repopulating activity) が存在することを発見した3。この研究では、まず5系統

の血球細胞 (赤血球、血小板、穎粒球、 \mathrm{B} 細胞、 \mathrm{T} 細胞) において赤色の蛍光タンパク質であるクサビ

ラオレンジを発現するマウスの系統を作り、細胞膜マーカーにより造血幹細胞と分類される区画から

1細胞を採取した。このクサビラオレンジを発現する細胞1個と、発現しない血球細胞 2\times 10^{5}個を、放
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射線処理によって造血能力を失ったマウスに移植し、経過観察によって、クサビラオレンジが発現し

ている細胞から分化した成熟した細胞の全体に占める割合 (キメラ率) を測定した。この実験は、5系

統の血球細胞を同時に観察した初めての実験であった。この結果、遺伝子発現によ \mathrm{D} て造血幹細胞だ

と思われていた細胞区画の中に、長期的 (8週以上) な血球細胞の生産能力を持ちながら、骨髄球系

(赤血球、血小板、穎粒球) しか作ることのできない細胞が存在することが初めて明らかになったので

ある。また、山本らはこの細胞 (MyRP) がMPP を経るのではなく、HSC から直接分化することも、

PDC (paired daughter cell) assay と1細胞移植実験を組み合わせることで示した3。本研究では MyRP を

含む造血幹細胞分化の数理モデルを構築し、1細胞移植実験データの解析を行った。骨髄球系細胞の

生産に特化した自己複製能力を持つ細胞が、造血組織の階層性の中に存在する意義や、造血組織の機

能に与える影響を解明することは、特定の血球細胞の量産や白血病などの造血組織由来の疾患の原因

解明に重要であると考えられる。

2 造血幹細胞の1細胞移棺実験

本研究で用いた1細胞移植実験データは、細胞膜タンパク質によってHSC に分類される細胞 (CD 150^{+}

CD4 1^{} CD34^{} \mathrm{c}-\mathrm{K}\mathrm{i}\mathrm{t}^{+} Sca‐ \mathrm{l}^{+} lineage‐) を移植して得られた。この実験では、放射線処理により造血組織を

破壊したマウスに、蛍光タンパク質を発現させた造血細胞1個を移植し、造血システムの再構築の様

子を経時的に測定した。末梢の血液から血球細胞における蛍光細胞の割合 (キメラ率) を24週目まで

測定している 3_{\mathrm{o}}

\bullet \mathrm{S}\mathrm{i}\mathrm{n}\mathrm{g}|\mathrm{e}\mathrm{H}\mathrm{S}\mathrm{C}(\mathrm{K}_{\mathrm{U}}\mathrm{O}^{+}) \mathrm{o}^{\mathrm{o}_{\mathrm{O}^{\mathrm{O}_{\fcircle(\mathrm{C}\mathrm{o}\mathrm{m}\mathrm{p}\mathrm{e}\mathrm{t}\mathrm{i}\mathrm{t}\mathrm{o}\mathrm{r}\mathrm{c}\mathrm{e}||\mathrm{s})}^{2\times 10^{5}\mathrm{c}\mathrm{e}||\mathrm{s}}}}}
\mathrm{e}

\mathrm{L}-\underline{J\prime}
処理により造血能力を失ったマウス

\mathrm{e}
移植した細胞の再生産能力を測る。

図1 : 1細胞移植実験の概要

この実験に基づき、骨髄球系に特化した前駆細胞 (MyRP) を従来考えられてきた造血組織の細胞集

団に加えた数理モデルを用いて、1細胞移植実験データを解析する。単純化のために.LT‐HSC、ST‐HSC 、

MyRP、リンパ球系細胞、骨髄球系細胞の5つの細胞集団の増殖動態を微分方程式で表し、データとの
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フィッティングによってそれぞれの細胞集団の特性を調べる。この研究では、造血組織の維持に MyRP

が果たす役割を示すとともに、1細胞解析による最新の実験データに即した造血組織の動態を示す。

3 造血幹細胞分化の数理モデル

本数理モデルでは造血組織を構成する \mathrm{x}_{0}-恥の5つの集団を想定する。単純化のために、成熟した

血球細胞は、大きく リンパ球 ( \mathrm{T} 細胞、 \mathrm{B} 細胞) と骨髄球 (赤血球、血小板、穎粒球) という2つに分

けて考える。 \mathrm{X}_{3} がリンパ球、 \mathrm{X}_{A} が骨髄球である。分化の階層構造の一番上流上流に当たる細胞を \mathrm{X}_{0} と

し、これは LT‐HSC の役割を果たす。すなわち、最終的に全ての血球細胞 ( \mathrm{X}_{3} 、 \mathrm{X}_{A} ) に分化することが

でき、自身と同じ細胞 (\mathrm{X}_{0}) を長期的に作ることができる自己複製能力を持つ。 \mathrm{X}_{0} は分化することに

より、 \mathrm{X}_{i} と \mathrm{X}_{2} を作る。 \mathrm{X}_{1} は、ST‐HSC に対応し \mathrm{X}_{0} と同じように自己複製能力を持ち、 \mathrm{X}_{3} と \mathrm{x}_{\triangleleft} に分化

することができる。 \mathrm{X}_{2} は、新たに発見された MyRP に相当するものであり、自己複製能力を持つが、

分化することのできる細胞は \mathrm{X}_{4} に限定されている (図2) 。つまり、このモデルでは LT‐HSC からの分

化経路に関して、多分化能力を保持しながら分化する経路と、早い段階で分化が限定する経路 (骨髄球

バイパス) の二つの経路を考えている。現実にはより細かい細胞集団の分類がなされているが、ここで

は単純化のために5つの細胞集団に限定して考える。

—

\underline{\prime $\iota$}

図2:骨髄球バイパスを含む分化モデル

次に、それぞれの集団の増殖、分化に関わるパラメータを設定する。先に述べたように、 \mathrm{X}_{0} 、 \mathrm{x}_{\mathrm{i}} 、 \mathrm{X}_{2}

は自己複製能力を持つことから、自身の数を増殖させることができると仮定し、その増殖速度をa_{i}(i=

0,1,2) とする。また、 \mathrm{X}_{0} は \mathrm{X}_{1} と \mathrm{X}_{2} に分化することから、それらの産生速度を b_{i} (i=1,2) とする。さ

らに、 \mathrm{X}_{1} は \mathrm{X}_{3} と職に分化し、 \mathrm{X}_{2} は澱に分化するので、それぞれの産生速度を c_{13}, c_{14}, c_{24} とする。 \mathrm{X}_{3}

と \mathrm{X}_{A} は成熟した血球細胞であるので、一定の速度で死亡すると仮定し、その死亡速度を d_{i} (i=3,4)

とする。

以上の仮定により、各集団の数をそれぞれ n_{\mathrm{i}} (i=0,1,2_{l}3.4) とすると、その動態は微分方程式を用
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いて以下のように表すことができる。

\displaystyle \frac{dn_{0}}{dr}=a_{0}n,

\displaystyle \frac{dn_{1}}{dt}=b_{1}n_{0}+a_{1}n_{1\mathrm{J}}

\displaystyle \frac{dn_{2}}{dt}=b_{2}n_{2}+a_{2}n_{2\prime}

\displaystyle \frac{dn_{3}}{dt}=c_{13}n_{1}-d_{3}n_{3J}

\displaystyle \frac{dn_{4}}{dt}=c_{14}n_{1}+c_{24}n_{2}-d_{4}n_{4}.

4 パラメータ捨定

本研究で使用する1細胞移植実験データは、上述の通り、蛍光タンパクを発現している細胞1個と

発現していない血球細胞を放射線処理したマウスに移植し、造血組織を再構築させて、成熟した血球

細胞における蛍光タンパク質を発現しているものの割合 (キメラ率) を計測している3。そこで、前節

で得られた微分方程式系を2つ考え、蛍光タンパク質が発現した細胞 (マーカーと呼ぶ) と、発現して

いない細胞 (コンペティターと呼ぶ) の集団に分けて、その動態を考える。マーカーの各集団の数をそ

れぞれ x_{i} (i=0,1,2,3,4) 、コンペティターの各集団の数をそれぞれy_{i} (i=0,1_{J}2,3,4) とすると、以下の

ように表すことができる。

\displaystyle \frac{dx_{0}}{dt}=a_{0^{X_{0\prime}}}

\displaystyle \frac{dx_{1}}{dt}=b_{1}x_{0}+a_{1}x_{1\mathrm{J}}

\displaystyle \frac{dx_{2}}{d\mathrm{t}}=b_{2}x_{2}+a_{2}x_{2\prime}

\displaystyle \frac{dx_{3}}{dt}=c_{13}x_{1}-d_{3}x_{3\prime}

\displaystyle \frac{dx_{4}}{dt}=c_{14}x_{1}+c_{24}x_{2}-d_{4}x_{4}.

\displaystyle \frac{dy_{0}}{dt}=a_{0}y_{0\prime}
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\displaystyle \frac{dy_{1}}{dt}=b_{1}$\gamma$_{0}+a_{1}y_{1},

\displaystyle \frac{dy_{2}}{dt}=b_{2}y_{2}+a_{2}y_{2\prime}

\displaystyle \frac{dy_{3}}{dt}=c_{13}y_{1}-d_{3}y_{3},

\displaystyle \frac{dy_{4}}{dr}=c_{14}y_{1}+c_{24}\mathrm{y}_{2}-d_{4}\mathrm{y}_{4}.
これらの式から、成熟した血球細胞のキメラ率を計算すると、以下のようになる。

C_{i}=\displaystyle \frac{x_{i}}{x_{i}+y_{i}}\times 100.
ここで、 C_{i} (i=3,4) はそれぞれリンパ球、骨髄球のキメラ率である。

さらに、1細胞移植実験データの解析のために、二つの仮定を置いた。一つは、微分方程式中のパラ

メータは各実験 (各マウス) で共通であるという仮定である。もう一つは、最初に移植したコンペティ

ターに含まれる \mathrm{x}_{0}-\mathrm{x}_{2} の数 (すなわち \mathrm{y}_{i} (i=0,1,2) の初期値) は、各実験 (各マウス) で異なるとい

う仮定である。つまり、最初に移植したマーカーの種類が同じであるとき、時系列データの違いは y_{i}

(i=0,1,2) の初期値によるものであるとした。

図3は、数理モデルを用いて、1細胞移植実験の中で移植したマーカーが LT‐HSC であると判別され

た1 0実験の時系列データを解析したものである。この解析では、リンパ球として \mathrm{B} 細胞を、骨髄球

として血小板を用いた。図3中の \bullet と▲は、それぞれ1細胞移植実験で得られた \mathrm{B} 細胞と血小板の時

系列データを示している。また、実線と破線は数理モデルの C_{3} と C_{4} である。

pm n‐

100

\overline{\frac{\backslash _{\mathrm{o}^{\mathrm{O}}}}{\mathrm{E}}}
10

5

.  $\Phi$\equiv\prime)
1

0\displaystyle \frac{\in}{\dot{\mathrm{L}}} 0.1
5

0.01_{(}

--\cdot 0 \mathrm{s} $0 \mathrm{t}6 \mathrm{x} 25 \rightarrow-\cdot 0 5 10 \mathrm{t}5 \mathrm{m} 25 ‐∼.0 \mathrm{s} \mathrm{t}0  $\tau$ \mathrm{s} \mathrm{n} \mathfrak{B}

図3 : 時系列データとフィッ トしたモデル

この解析から推定されたパラメータは図4にまとめられている。
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推定されたパラメータの値 [per week]
種類 production growth death

\mathrm{X}_{0} a_{0} 0.469

図4: 推定されたパラメータの値

さらに、各実験における y_{i} (i=0_{J}1,2) の初期値も同時に推定した。図5は 40 回の推定における、移

植したコンペティターに含まれる XO—X2の数のそれぞれの平均の分布を示している。

\uparrow 5
\mathrm{X}_{2}MyRPX

S\mathrm{T}-\mathrm{H}\mathrm{S}\mathrm{C}\mathrm{X}_{0}\mathrm{L}\mathrm{T}\mathrm{H}\mathrm{S}\mathrm{C}
10 −=エ

5
\mathrm{R}\Leftrightarrow

 0 \approx

XO Xl X2

図5:推定されたコンペティターの初期値の値

5 考察とまとめ

本研究では、自己複製能力を持ちながら分化能力が限定された骨髄球系前駆細胞 (MyRP:myeloid‐

restricted progenitors with long‐term repopulating acfivity) の発見を元に、初めて、骨髄球バイパスを含む

造血システムの数理モデルを構築した。この数理モデルを用いて、HSC の1細胞移植実験データを解

析した結果、移植の系において、MyRP はST‐HSC より増殖速度が大きく (a_{2}>a_{1}) , LT‐HSC の分化

は、ST‐HSC より MyRP に傾いており (b_{2}>b_{1}) 、血小板は \mathrm{B} 細胞より死亡速度が大きい (d_{4}>d_{3}) こ

とがわかった。これらことから、移植後、血小板は主に MyRP を通る経路で生産されているというこ

とが言える。さらに、推定された、移植したコンペティターに含まれる \mathrm{X}_{2} の数が少ないことから、平

常状態での血中の MyRP の数は少ないと予想される。この2点を合わせると、MyRP は健常状態では

あまり存在せず、移植時のような緊急時には多く作られることが分かる。すなわち、骨髄球バイパスは

血/」 \backslash 板の再生産の主要な経路となっていると言える。

現在、HSC の分化経路の解明は盛んに行われており、バイオインフォマティクスなどの手法によっ

て、膨大な遺伝子配列データから新しいモデルが提唱されつつある。しかし、実際に体内で起きている

107



幹細胞分化を直接追うことは未だ困難であるので、本研究のような数理モデルによるダイナミックな

アプローチが、分化経路解明への先駆けとなることが期待される。
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