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研究成果の概要（和文）：本研究では、幹細胞・巨核球の産生において最重要なトロンボポエチン(Thpo)シグナ
ルが、ミトコンドリア・小胞体(ER)代謝を制御し、造血幹細胞の分化・維持に関わる分子メカニズムを明らかに
した。また、Tumor suppressor geneであるFolliculin(Flcn) KO mouse(研究分担者；馬場理也)を用いて、造血
幹細胞におけるミトコンドリア代謝・ライソソーム機能を制御することを明らかにした。さらには、胎児肝にお
ける造血幹細胞の発生に挑戦し、造血幹細胞は、もっぱら自己複製をし、分化には寄与しないことを明示した。

研究成果の概要（英文）：Functioning blood cells are supplied through the differentiation and 
proliferation of hematopoietic stem cells(HSCｓ). In normal hematopoiesis, bone marrow HSCs maintain
 their self-renewal capacity and remain in a quiescent state, prepared for stress hematopoiesis.
In this study, we elucidated the molecular mechanism of how thrombopoietin(Thpo) signaling works in 
the production of stem cells and megakaryocytes, regulates mitochondrial and endoplasmic reticulum
(ER)metabolism and is involved in the differentiation and maintenance of HSCs. Furthermore, using 
Folliculin(Flcn) knockout mice, a tumor suppressor gene, we have clarified the critical role of 
mitochondrial metabolism and lysosome function in HSCs.
In fetal liver, we have shown that HSCs exclusively self-renew and do not contribute to 
differentiation, whereas mature cells are supplied from progenitor cells, indicating the in vitro 
amplification of HSCs by selective induction of self-renewal division of HSCs (Nature, 2022).

研究分野：血液内科学

キーワード： 造血幹細胞　造血微小環境（ニッチ)　不均等分裂　自己複製　ミトコンドリア

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
胎児肝においては、造血幹細胞と前駆細胞(EMP)の2つの分化段階の細胞系譜は分離され、HSCは、もっぱら自己
複製をし、分化には寄与しない、一方、成熟細胞は、前駆細胞から供給されるということを、造血幹細胞特異的
に発現する遺伝子Hepatic Leukemic Factor, Hlfレポーターマウスを作製して明らかにした。まこれらのデータ
は、「幹細胞の自己複製と分化は切り離され得る」というきわめて重要なコンセプトと考えている(Nature, 
2022)。 このことにより、幹細胞に胎児肝と同様の自己複製条件を与えれば、幹細胞だけを増幅させることも可
能と考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
幹細胞は、多方向に分化すると同時に未分化性を維持することのできる細胞である。1960 年初
頭に造血幹細胞の概念が提唱されてから、幹細胞研究は目覚ましい発展を遂げている。造血幹細
胞の増殖・分化は自律的に決定されるだけでなく、周囲の細胞や分子（ニッチ）によって制御さ
れている。しかしながら、このニッチが幹細胞の運命（増殖・分化）の制御にどのように関わる
かについては、いまだ十分には解明されていない。 
造血幹細胞は、静止期と細胞回転をしている状態では、代謝が異なると考えられる。静止期では、
骨髄低酸素環境（酸素濃度5%以下）のもと、解糖系代謝を営むと考えられる。我々は、いまま
でに低酸素応答因子であるHypoxia Inducible Factor (HIF)1aが安定化され、解糖系代謝が亢進
し、むしろ、ミトコンドリアにおける酸化的リン酸化は抑制されることを示してきた。これは、
造血幹細胞を維持する際、酸素利用を抑え、幹細胞の活性化因子である活性酸素（Reactive 
Oxygen Species, ROS）を抑制するのに有効な代謝と考えられる。 
また、一方、われわれは、シャペロン分子の一つであるMortalin がDJ-1 と共同して造血幹細胞
のミトコンドリアの酸化的リン酸化を制御していることを見出した。Mortalin KO マウスでは、
その幹細胞機能が著しく低下するのを認めた。さらに、tumor suppressor gene であるFolliculin 
(FLCN)の機能解析を行い、造血幹細胞特異的に本分子を欠損させると、マウスは、骨髄不全と
骨粗鬆症を呈することを見出した。その機構としては、FLCN 欠損により、下流分子であるTFE3 
転写因子が核内に移動し、mTOR, PGC1a を介して、ミトコンドリアの酸化的リン酸化が過剰に
進むことが考えられた。過剰なミトコンドリア代謝により、静止期幹細胞が失われ、造血不全を
もたらすことを示唆した。 
「それでは、ミトコンドリア代謝は、幹細胞の状態にどのような影響を与えているか」「どのよ
うな機構で分裂を停止し、静止期を維持しているか」「自己複製分裂をするときの代謝変化は？」
というような課題が出現した。最近では、造血幹細胞およびニッチ細胞におけるSingle cell RNA 
sequencing が進み、それらの細胞の異質性が注目されている。そうしたなかで、造血幹細胞に
おける加齢、DNA 損傷の蓄積、ストレス造血におけるニッチ細胞の変化などの研究が加速して
いる。幹細胞の属性である自己複製とその制御機構を細胞代謝の面からアプローチするのは、き
わめて本質的であり、重要と考える。 
 
２．研究の目的 
造血幹細胞の分化・増殖により生体の成熟血球が供給される。健常な造血において、骨髄造血幹
細胞はストレス造血時などに備え、自己複製能を保持し静止状態で維持されている。本研究では、
幹細胞・巨核球の産生において最重要なサイトカイン、トロンボポエチン （Thpo）がどのよう
にミトコンドリアー小胞体（ER）代謝を制御し、造血幹細胞の分化・維持に関わるのか、その分
子メカニズムの詳細を明らかにする。 
さらに、Tumor suppressor geneであるFolliculin (Flcn) KO mouse（研究分担者；馬場理也）と
ミトコンドリア膜結合分子（MAM）の一つであるMitol KOマウスを用いて、造血幹細胞におけ
るミトコンドリア代謝・ライソソーム機能を解析する。究極的には、これらの幹細胞の代謝研究
をもとに、「造血発生過程の解析からの造血幹細胞の誘導」の課題に挑戦し、幹細胞が幹細胞を
生み出す「自己複製」の機構を明らかにする。 
 
 



３．研究の方法 
基盤研究S「ミトコンドリア代謝制御を介した造血幹細胞の自己複製機構」は、2014-2017 年度
の基盤研究S「造血幹細胞のホメオスタ―シスの維持と破綻」を、前倒し申請で継承・発展する
ものである。今まで、骨髄における造血幹細胞ニッチの構造を組織学的に再解析し、周辺細胞が
いかなる分子機構で幹細胞を制御しているかを明らかにしてきた。ここでは、幹細胞はどのよう
な機構で分裂を停止し、静止期を維持しているかを、ミトコンドリアエネルギーの代謝を通して
検討する。「造血幹細胞の自己複製分裂の制御機構」は、造血学の長年にわたる課題であるが、
いまだ解明に至っていない。 
幹細胞が幹細胞を生み出す自己複製分裂と機能細胞を生み出す分化分裂があると仮定し、本研
究ではこの分裂の選択にミトコンドリア制御がいかに関与するかを明らかにする。この研究を
通して自己複製分裂のメカニズムの本質に迫ることを目的とする。具体的には、造血幹細胞にお
けるミトコンドリア動態制御機構を解析し、ミトコンドリア代謝が、いかに幹細胞の自己複製分
裂を制御するかを明らかにする。さらに、目標としては、従来の幹細胞のin vitro培養条件を見直
し、ミトコンドリア動態を適切に制御することによって、ex vivo における造血幹細胞の自己複
製分裂を支持し、幹細胞の増幅を図ることに挑戦する。 
 
４．研究成果 
 

① 研究の進捗状況  
１）造血幹細胞の分化・増殖により生体の成熟血球が供給される。健常な造血において、骨髄造
血幹細胞はストレス造血時などに備え、自己複製能を保持し細胞周期静止期状態で維持されて
いる。我々は、今までに、幹細胞・巨核球の産生において最重要なサイトカイン、トロンボポエ
チン (Thpo) によるミトコンドリア代謝を活性制御と造血幹細胞の分化・維持・増殖に関して報
告してきた。本研究ではThpo シグナルを中心に、ミトコンドリア動態が幹細胞に与える影響に
関する研究を展開した。幹細胞分化におけるミトコンドリアの関与に関しては、Thpo 刺激時に
ミトコンドリア膜電位の上昇を示す造血幹細胞が、巨核球系に分化する傾向が強いことを示し、
論文に報告した（Nakamura-Ishizu et al. Cell Rep, 2018）。 
しかしながら、Thpo シグナルがどの様にミトコンドリア代謝を制御し、造血幹細胞の分化・維
持に関わるのか、その分子メカニズムの詳細は不明な点が多い。そこで、Thpo 遺伝子欠損マウ
スを作成し、解析したところ、これまでの報告と同様、骨髄内静止期造血幹細胞数の著しい低下
を認めた(Qian Cell Stem Cell 2007)。これらの残存造血幹細胞は、Cycling し、Apoptosis を示し
たが、骨髄移植 あるいは、mpl-agonist（Romiplostim）投与により、正常に匹敵する幹細胞性を
回復することがわかった。Thpo 遺伝子欠損マウスから造血幹細胞を分離し、RNA sequence 解析
を施行したところ、KO マウス幹細胞では、ミトコンドリア・酸化的リン酸化関連分子の発現が
優位に低下しており、これらが、mpl-agonist 投与により恢復することが示された （Nakamura-

Ishizu et al. Blood, 2021）。 
 
２）さらに、5-FU 投与による骨髄抑制からの回復期における造血幹細胞の自己複製分裂は、 ①
細胞内カルシウム濃度/ミトコンドリア膜電位の上昇が引き金となっていること、②この時の細
胞内カルシウム濃度/ミトコンドリア膜電位の制御に細胞外アデノシンが関与していることを明
らかにした。一方で、in vitro での造血幹細胞分裂誘導時（分化分裂時）においても、細胞内カ
ルシウム濃度/ミトコンドリア膜電位の上昇は確認されるが、重要なことに、分裂誘導時の細胞
内カルシウム濃度/ミトコンドリア膜電位の過度な上昇を抑制することが、分裂後の幹細胞活性



化の維持に寄与すること見出した。これらより、造血幹細胞分裂時に上昇する細胞内カルシウム
濃度/ミトコンドリア膜電位の適切な活性化が、分裂誘導および自己複製分裂/分化分裂の決定
に寄与することが明らかにし、論文を発表した（Umemoto et ai. J Exp Med, 2018）。 
 
３）Tumor suppressor gene FLCN である分子を造血幹細胞特異的に欠損させると、マウスは、
骨髄不全と骨粗鬆症を呈した。その機構としては、FLCN 欠損により、その下流分子であるTFE3 
転写因子が核内に移動し、mTOR,PGC1a を介して、ミトコンドリアの酸化的リン酸化が過剰に
進むことが考えられた。過剰なミトコンドリア代謝により、静止期幹細胞が失われ、造血不全を
もたらすことを明らかにしてきた（Baba M et al. Stem Cells, 2016）。 
さらに、その後の解析により、FLCN 欠損によって骨粗鬆症が誘導され、それは破骨細胞の活性
化によってもたられることが分かった。さらに、破骨細胞分化を示すRaw cell line を用いて、
TOF-Mass によるMetabolome解析により、FLCN 欠損による代謝物の変化を検索し、核酸代
謝の異常がクローズアップされた。すなわち、FLCN欠損により、TFE3 転写活性が亢進し、そ
の結果，アデノシンなどの細胞内核酸が上昇することが明らかとなった。この過程では、アデノ
シン受容体やトランスポーターの発現亢進があることが分かった。このアデノシン代謝亢進は、
Adenosine deaminase (ADA)の添加によって是正されることを示した(Baba M et al. J Bone 

Miner Res, 2018)。 
これに、引き続き、FLCN 欠失マクロファージにおいては、TFE3 が上昇し、その貪食活性が上
昇することを認めた。細胞代謝においては、糖新生系が更新し、Glycogen などの蓄積が見られ
ることを明らかにした。この糖新生系（FBP）を抑制することにより、ライソソーム活性が正常
化することを報告した（Endoh M. et al. Cell Rep,2020）。 
 
４）造血発生過程の解析からの造血幹細胞の誘導 
他方、我々は、造血発生に関する研究を進めており、マウス胎生8-9 日に、背側大動脈の
hemogenic endothelial  cell から造血細胞が出現することを認めている (Takakura N, 
Immunity, 1998) しかし、マウス胎児では、造血性血管内皮細胞から造血幹細胞の出現とほぼ同
時期に、赤芽球骨髄球前駆細胞（EMP; Erythro-Myeloid Progenitor）が検出される。造血幹
細胞とEMP、これら2 つの細胞系譜の分離が胎生期のどの段階でどのようにして形成されるの
かは分かっていなかった。今回我々は、造血幹細胞の発生経路特異的に発現する遺伝子Hepatic 

Leukemic Factor, Hlf を同定し、さらにこの遺伝子を利用したレポーターマウス（Hlf-tdTomato 
マウス）を作製することで、造血幹細胞とEMP の分離過程を詳細に解析することを試みた。そ
の結果、造血幹細胞とEMP の発生経路は、造血性血管内皮細胞の段階ですでに分かれており、
EMP は胎生9 日以前の血管内皮細胞から、造血幹細胞は胎生9 日以降に産み出されることが明
らかとなった（Yokomizo T. et al. J Exp Med, 2019）。すなわち、HLF を指標として血管内
皮から発生する幹細胞をマークすることが可能となった。 
以後、ES などの多能性幹細胞からの幹細胞誘導にこれを応用する。関連論文は数編見られるが、
いずれも幹細胞特異的な誘導とはいえず、その頻度は低く、未だ確定した定法はない。 
 
５）「自己複製と分化がどのように選択されているか？」は、造血幹細胞研究における中心命題
である。2022 年、造血幹細胞と EMP の 2 つの細胞系譜は区別され、胎児肝において、幹細胞
は、もっぱら自己複製し分化には寄与しないこと、成熟細胞は前駆細胞から供給されるというこ
とを、造血幹細胞特異的に発現する遺伝子Hepatic Leukemic Factor（HLF）レポーターマウス



（Hlf-tdTomato マウス）を作製して解明した。さらに、この幹細胞の自己複製は、Evi-1 転写因
子の発現量に比例すること、Evi-1 を造血細胞で高発現すると、移植可能な幹細胞が増加するこ
とを観察した（Yokomizo T et al. Nature, 2022）。胎生期造血では幹細胞の自己複製分裂が優位
であり、ex vivo でも、胎児肝臓のような条件を与えれば、幹細胞の自己複製を優位にできると
考えた。 
すでに、いくつかの研究室においては、幹細胞の増幅に成功しているが、いずれも試行錯誤に
よる経験的なものである。我々は、この胎児肝における造血幹細胞増幅の研究成果と今までの代
謝研究の成果を生かして、自己複製分裂の誘導技術の開発をマウスのみならずヒト造血幹細胞
で図る。 
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