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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：基礎医学・実験病理学 
キーワード：造血幹細胞・幹細胞ニッチ・生体異物相互作用・細胞周期・酸化的ストレス 
 
１．研究計画の概要 

本研究は、(1) 低酸素状態で維持される幹
細胞の静止期[dormancy]における維持機構と、
細胞周期内における自己複製の調節機構、(2)
造血幹細胞の細胞周期静止機構の成立とこ
れにかかる新生児期の造血動態変化の分子
機構、(3) 造血幹細胞特異的細胞周期測定法
と定常状態[steady state]における細胞周期静
止分画の酸化的ストレス蓄積過程としての
加齢・老化に伴う変化、の 3 点から構成され、
これら活性酸素の関与した造血の調節機構
を、生理機構と病的障害機構の両面から追求
した。 

 
２．研究の進捗状況 
(1)  セルソータによって得られる骨髄細胞
の未分化な造血幹細胞は、分化抗原(Lin)陰性、
c-kit 及び Sca-1 陽性の LKS 分画として得ら
れるが、このうち造血ニッチとの接着を維持
する2-integrin 高発現分画では、①比較的
低酸素状態のチオレドキシン(Trx)過剰発現
マウスでの分画から、②野生型、③Trx 欠乏
状態のマウスへと、酸化的ストレスの増加に
従って、細胞内活性酸素種量を反映した
2',7'-dichlorodihydro fluorescein diacetate
の蛍光強度の高い亜分画の増大を認めた。こ
れはニッチにおける酸素分圧の勾配の存在
を想定させる。 
(2)  当研究者等は造血幹細胞特異的に細胞
周期を測定する方法(浸透圧ミニポンプなど
による持続的なブロモデオキシユリジン
[BrdUrd]の投与と、それら BrdUrd 取り込み
細胞の紫外線 [UVA]による淘汰)によって、
コロニー形成能を有する造血幹・前駆細胞の
静止期分画の大きさがマウスの半生にわた
って変化しないことを見出している。他方、

胎生 14 日ないし新生児の肝臓の造血細胞並
びに生後 2・4・6・8 週齢までの骨髄細胞で
の培養性コロニー形成細胞の静止期分画は、
予想通り経時的に急速に拡大していた。また、
より未分化な LKS 分画では、2 ヶ月齢で観察
した静止期分画より 6ヶ月齢での静止期分画
の大きさが減少することを見出した。すなわ
ち、コロニー形成能を有する造血幹・前駆細
胞では、8 週齢前後で、静止期分画が成立す
るのに対して、より未分化な LKS 分画では
これが 8週齢以降に遅れる可能性を見出した。 
(3)  23 ヶ月齢マウスでの前駆細胞分画の
細胞動態解析を行い、分化型前駆細胞におい
ては 3ヶ月齢マウスとの差異は乏しいものの、
未分化型前駆細胞においては、3 ヶ月齢マウ
スに比べて倍加時間が延長し、静止期分画も
大きいという、これまでの文献あるいは実験
的データの示唆通り、造血活性の予備能力の
抑制状態にあることが伺われた。さらにこの
背景として、Runx と協調する造血機能性転
写因子 Cbfb、epigenetic gene silencer の転
写因子 Trim28、さらに Akt の抑制因子で脱
リン酸化酵素の Phlpp1 などの発現が、加齢
個体で特異的に抑制されていることを見出
した。 
 
３．現在までの達成度 
(2)及び(3)の検討は、おおむね順調に進展して
いる。(1)で検索対象としている幹細胞分画は、
文献的にも自らのデータからも、LKS 分画以
外の未分化幹細胞の存在が示唆されたこと
から、Lin-c-Kit-Sca1+分画などの分画に、よ
り未分化な幹細胞が存在することを作業仮
説として LKS 分画と併行して検討を進める
こととした。この為、酸化的ストレスとして
の活性酸素種の局所定量に関する検索にや
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や遅れが生じた。 
 
４．今後の研究の推進方策 
(1) 静止期の維持や細胞周期内における自
己複製に果たす酸化的ストレスの役割につ
いて、DCFH-DA 色素による蛍光強度や、
ミトコンドリアの膜電位などを指標に計測
し、定常状態と 5FU 投与後の細胞回転亢
進状態とを比較する。さらに関連分子の検
索を併行して進める。 
(2) 引き続き LKS 分画での静止期分画の
成立に関する検討を進めるとともに、当該
過程におけるニッチ機能の指標として、
N-cadherin や Tie2 の発現変化を観察する。 
(3) Cx32 knockout マウスでは骨髄の
chromodomain helicase DNA-binding 
protein 4 の発現の低下に伴う促進加齢状
態が想定されるので、併行して N-cadherin
や Tie2 の発現ならびに幹細胞分画での
Notch の発現を、加齢個体での骨髄細胞で
の網羅的遺伝子発現検索結果と比較するこ
とにより、ニッチ構成分子機構の加齢影響
について検討を進める。 
 
５. 代表的な研究成果 
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