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研究成果の概要（和文）：本研究では、ミトコンドリア内においてシステインパースルフィド（CysSSH）を産生
できなくなるCARS2変異（Cars2 IKO）マウスを用いて、造血細胞におけるCysSSHに起因するミトコンドリア内ポ
リスルフィドの役割について解析した。Cars2 IKOマウスの造血細胞はミトコンドリア機能異常を示し、赤血球
細胞へ分化障害、造血幹細胞の機能不全を伴う貧血を呈することがわかった。以上から、CARS2によるミトコン
ドリア内CysSSH産生制御は赤血球細胞への分化および造血幹細胞の幹細胞性維持に不可欠であるといえる。

研究成果の概要（英文）：In this study, the physiological function of mitochondrial polysulfides 
originated from CARS2-mediated CysSSH was analyzed by establishing CARS2 mutant mice (Cars2 IKO), in
 which CysSSH cannot be produced. Hematopoietic cells in Cars2 IKO mice exhibited mitochondrial 
dysfunction, along with disturbed differentiation towards erythroid cells and also hematopoietic 
stem cell dysfunction. This result suggests that mitochondrial CysSSH produced by CARS2 is essential
 for erythroid differentiation and hematopoietic stem cell maintenance.

研究分野： 造血
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、CARS2によって産生されるミトコンドリア内システインパースルフィド（CysSSH）は、正常造
血におけるミトコンドリアの機能維持に寄与しており、赤血球細胞への分化および造血幹細胞の幹細胞性維持に
不可欠であることが明らかになった。この結果はこれまで謎とされてきた、低酸素環境に維持された造血幹細胞
内ミトコンドリア機能の一部を明らかにしたものと考えられる。また、本研究成果はポリスルフィドに着目した
造血疾患の新規治療法の開発につながると考えられ、特に、造血幹細胞機能の維持にポリスルフィドが重要であ
ることから、白血病などの第一選択療法となる骨髄移植法の改良にも貢献できると考えられる。

※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。
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１． 研究開始当初の背景 
（１）造血幹細胞研究では代謝制御の重要性に注目が集まっている。造血幹細胞は低酸素状態の骨髄
ニッチェに維持されており、解糖系に依存した嫌気的なエネルギー産生をしているため、ミトコンドリアで
のエネルギー産生は抑制された状態にあると考えられている。しかしながら、この状態を維持することで、
ミトコンドリアでの ROS（reactive oxygen species）の発生を予防することで、幹細胞性の消失を防ぐことが
できる。しかし、近年になり、造血幹細胞におけるミトコンドリア膜電位は高く保たれていることが示唆さ
れ、ミトコンドリアは造血幹細胞においても何らかの役割を担っていることが示唆された。しかしながら、
その膜電位維持に関わる分子機構やその生理的な役割は未だ十分に理解されていない。 
 
（２）硫黄代謝研究では測定方法の改良により、硫黄が生体内において直鎖上に連結した新規硫黄代
謝物、ポリスルフィドが発見された（Akaike T et al. Nat Commun, 2017）。ポリスルフィド合成経路につ
いてはさまざまな報告があるが、近年、ミトコンドリアに存在する CARS2（cysteinyl-tRNA synthetase 2）が
システイン（CysSH）をシステインパースルフィド（CysSSH）に変換する反応を端緒として、ミトコンドリア
内にポリスルフィドが産生されることが発見された。そのポリスルフィドの機能としては、ミトコンドリア電子
伝達系でのエネルギー産生に必須の役割を果たすことが示唆されているものの、その生体内機能は十
分理解されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、造血幹細胞のように低酸素環境に維持されている細胞内においては、ポリスルフィ
ドがミトコンドリアの膜電位形成に寄与していると考え、これまで明らかにされていなかった
造血幹細胞におけるミトコンドリア機能維持機構について明らかにする 
 
３．研究の方法 
（１）CARS2変異マウスの作成 

CARS2 はミトコンドリア型のシステイニル tRNA 合
成酵素として知られているが、その酵素活性とは独立
に CysSSH 合成活性を有している（図 1）。そこで、シ
ステニル tRNA 合成酵素活性を維持したまま、
CysSSH合成（Cysteine persulfide synthesis; CPERS）
活性のみを欠失した CARS2変異体（CARS2AINK、図
1 ） を 発 現 す る マ ウ ス を 作 成 す る 。 マ ウ ス
（Cars2AINK/AINK）は胎生致死であるため、同マウスを
条件付き Cars2 欠損マウス（Cars2F/F）と組み合わせ
て、誘導的に CARS2の CPERS活性だけを欠失した
マウス（Cars2F/AINK::Rosa-Cre/ERT2, Cars2 IKO）を作
製し、対照郡（Cars2F/+::Rosa-Cre/ERT2, Cars2 IC）と
比較する。 
これらマウスにタモキシフェン（Tam）を投与したとこ
ろ、Cars2 IKO マウスは体重減少および劇的な貧血
を示し、約 2-3週間後に死に至ることがわかっており、
さらに、骨髄細胞および長期造血幹細胞が減少する
ことも観察された（図 2）。 
 
（２）Cars2 IKOマウスにおける造血異常の細胞自律性 
上記（１）で得られた造血異常が造血細胞自律的かどうかを検討するため、Tamを投与していないマウス
から骨髄細胞を採取し、放射線を照射した野生型マウスに非競合移植を行なった。移植後 6 週目にレ
シピエントマウスに Tam を投与し、解析を行なった。また、造血幹細胞の機能を評価するために、競合
的・連続移植実験を行なった。移植後 6週目に Tamを投与し、Tam投与後 16週まで経時的に末梢血
中のドナー細胞を解析し、16 週目において骨髄細胞の解析および第 2 次レシピエントマウスへの移植
を行い、さらに 16週間（合計 32週間）、ドナー細胞の割合を解析した。 
 
（３）Cars2 IKO造血細胞におけるミトコンドリア機能評価 
ミトコンドリア機能を評価するために、ミトコンドリア内活性酸素種、遊離 Fe2+、脂質過酸化を
測定した。またミトコンドリア膜電位や酸素消費量、ADP/ATP比を測定した。 
 
（４）Cars2 IKO造血細胞におけるポリスルフィド定量 
質量分析装置を用いて、ポリスルフィドを含む硫黄代謝物（CysSH, CysSSHなど）を測定した。 
 
 



 

 

（５）Integrated Stress Response（ISR）経路の活性化の検討 
上記（4）の結果から、ISR経路（ATF4の活性化）が CARS2変異による CysSSH合成異常の代償機構と
して働いていることが考えられた。そこで、骨髄細胞あるいは造血幹・前駆細胞を用いて、ATF4 経路関
連遺伝子のタンパク質を測定した。 
 
 
４．研究成果 
（１）Cars2 IKO 骨髄細胞を用いた移植実
験結果（研究方法（2）） 
競合移植実験の結果、ドナーマウスで観
察された致死性および体重減少は造血
細胞に非依存的であることがわかった。
一方、貧血様症状および造血幹細胞の機
能不全については、造血細胞自律的な結
果であることが示された（図 3） 
 

 
 
（２）ミトコンドリア機能評価（研究方法（3）） 
Cars2 IKOマウスでは、造血幹細胞を含むほぼ全て
の造血細胞で、ミトコンドリア内活性酸素種、遊離
Fe2+、脂質過酸化の亢進が認められた（図 4、図は造
血幹細胞の結果）。同時に、ミトコンドリア膜電位
および酸素消費の低下（図 4）も観察された。また
ADP/ATP比も増加しており、Cars2 IKO細胞ではミ
トコンドリアにおけるエネルギー産生が障害され
ていることがわかった。 
 
 

 
 
（３）Cars2 IKO造血細胞におけるポリスルフィド定量（研究方法（4）） 
Cars2 IKO マウスの造血細胞では、予想に反し、CysSH、CysSSH、Cystine の量が増加し、一方
で、グルタチオン（GSH、GSSG）、グルタチオンパースルフィド（GSSH）には変化がなかった
（図 5）。この結果から、
Cysteine成分の取込あるいは
合成を促進させる何からの
代償機構が機能していると
考えられた。 
 
 
 

 
（４）代償機構 ISR経路の活性化の検討（研究方法（5）） 
ミトコンドリア機能が障害されると、転写因子 ATF4 タン
パク質の翻訳が促進され、その結果、Transsulfuration 経路
が活性化されることで、Cystineの取込および Cysteine合成
が促進されると考えられる（Quirós PM et al. J Cell Biol, 
2017, Guo X et al. Nature, 2020）。上述にように、Cars2 IKO
細胞でもミトコンドリア機能障害が観察されたため、ISR
経路（eIF2α-ATF4）の活性化について検討した。その結果、
ATF4上流因子である eIF2αのリン酸化、ATF4の翻訳が亢
進し、その下流因子である CARS1 の発現が増加していた
（図 6）。 
 

 
 
CARS1は細胞質にて CARS2と同様に、CEPRS活性を保持していると示唆されている（Akaike 
T et al. Nat Commun, 2017）ことから、以上の結果は、Cars2 IKOマウスでは ISR経路によって
代償的に CARS1 の発現が促進され、CysSSH の細胞内容量が増加しているにもかかわらず、造
血細胞は機能不全に陥ることを示唆している。ここで、CARS2 にはミトコンドリア内のシステ



 

 

ニル-tRNA 合成活性がある（図 1）ことを考える
と、CARS2は合成した CysSSHを tRNAに付加す
ることで、tRNA-CysSSHを産生し、ミトコンドリ
ア gDNA にコーディングされたタンパク質の Cys
残基を CysSSH 化させた状態で翻訳へと導く機能
があると考えられる（図 7）。ゆえに、今回の結果
は CARS2変異によって、タンパク質への CysSSH化が障害されたことが原因であると推察され
る。今後は、Cars2 IKO骨髄細胞における tRNA-CysSSHやミトコンドリア gDNAにコーディン
グされたタンパク質の解析が必要である。 
 
これまで、造血幹細胞は低酸素環境にあるため、ミトコンドリア機能は抑制状態にあると考えら

れてきたが、本研究の結果は、造血幹細胞においてもミトコンドリアは Cysteine代謝を活発に行

なっており、幹細胞性の維持に不可欠であることを示唆している。 
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