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研究成果の概要（和文）：自己複製能を有する幹細胞といえども、恒久的にその能力を維持する

わけではない。外的あるいは内的な老化誘導要因の蓄積により、幹細胞の制御機構は破綻する。

幹細胞老化であり、臓器不全やがん幹細胞化の原因となる。本研究では、移植によってヒト造

血幹細胞（HSC）の活性酸素種の産生を亢進し、DNA障害を引き起こすことを見いだした。さら

に、この酸化的 DNA 障害は、HSC の自己複製能の低下、すなわち早期老化を誘導し、造血再生

能の破綻の主因となることを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：Stem cells of highly regenerative organs including blood are susceptible 
to endogenous DNA damage caused by both intrinsic and extrinsic stress. In this study, we 
demonstrate that the serial transplantation of human HSCs into immunodeficient mice triggers 
replication stress that induces incremental elevation of intracellular reactive oxygen species 
(ROS) levels and the accumulation of persistent DNA damage within the human HSCs. The 
study reveals that ROS play a causative role for DNA damage and the regulation of ROS have a 
major influence on human HSC aging. 
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１．研究開始当初の背景 
 造血幹細胞（HSC）は個体の一生にわたっ
て分化・成熟した機能細胞を供給し続けると
同時に、自己複製的細胞分裂により自己と同
質の多能性を保持した幹細胞集団を形成す
ることで造血系の恒常性を維持している。し

かし、自己複製能を有する幹細胞といえども、
恒久的にその能力を維持するわけではない。
紫外線などの外的、あるいは細胞活動による
活性酸素種などの内的な老化誘導要因の蓄
積により、幹細胞の自己複製と増殖・分化の
制御機構は破綻する。いわゆる幹細胞老化と
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呼ばれるものであり、臓器不全やがん幹細胞
化の原因となる。特に再生医療において問題
となるのは、白血病などの難治性血液疾患に
施行される骨髄移植において移植された HSC
が盛んな増殖反応をともなう造血再生を行
わなければならず、通常休止期にある HSC に
とって大きな負担となることである。その結
果、自己複製能の低下、すなわち、幹細胞の
寿命短縮を引き起こし、最終的には組織再生
機構の破綻に至る危険性が増大する。このこ
とは、生着不全や白血病再発等の大きな要因
となる。したがって、より安全で有効な再生
医療法の確立のためには、幹細胞の組織再生
能力を最大限に引き出すことと同時に、幹細
胞の再生反応にともなうストレスを可能な
限り軽減させ、幹細胞老化を克服する戦略の
確立が重要である。 
 
２．研究の目的 
 ヒト造血幹細胞（HSC）の老化を DNA 障
害の蓄積による自己複製能の低下として捉
え、HSC に DNA 障害が誘導される原因の解
明と、DNA 障害応答系による造血再生能維
持における役割を明確にするとともに、ヒト
HSCにおけるDNA障害応答系と白血病幹細
胞の発生との関係を明らかにすることによ
り、再生医療の最適化と白血病幹細胞の発生
機序の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
 ヒトHSCは臍帯血より分離したものを使用
した。さらに、ヒト HSCである CD34+CD38-
細胞は細胞分離装置を利用して回収した。回
収した HSCは半致死量の放射線を照射した
NOGマウスに移植した。経時的に末梢血細胞
および骨髄細胞を回収し、HSCの老化機構を
解析した。細胞の DNA 障害の程度は、γH2AX
染色による陽性個数の計測により判定した。
また、酸化ストレスについては、フローサイ
トメーターにて測定した。 
 
４．研究成果 
（１）ヒト HSC は骨髄ニッチで休止期状態に
ある  
 重 度 免 疫 不 全 マ ウ ス で あ る
NOD/SCID/IL-2Rgcnull(NOG)マウスに臍帯血由
来のヒトCD34+細胞を移植すると、マウス骨髄
内にヒト造血系が再構築される。このSCIDマ
ウスに生着し、ヒト造血系を再構築する幹細
胞はSCID-repopulating cellと定義され、ヒ
トHSCの生体内動態を最も良く再現したモデ
ル実験系である。我々はこれまでにこの実験
系を利用して、ヒトHSCが骨髄内で多分化能
と自己複製能を示すこと、ヒト HSCは
CD34+CD38-細胞集団に濃縮されることなどの
知見を得てきた。しかし、長期造血再構築を
担うヒトHSCが、骨髄内ニッチにおいてどの

ような状態で存在し幹細胞活性を維持して
いるのかについては明らかにされていなか
った。そこで我々は、CD34+細胞をNOGマウス
に移植し、生着したヒトHSCの細胞周期を解
析したところ、CD34+CD38-細胞集団は休止期
状態にあるということを見いだした。さらに、
骨髄内CD34+細胞をCD38 抗原の発現強度を指
標として分離し、２次移植を行ったところ、
休止期にあるCD34+CD38-細胞のみが２次移植
された。すなわち、ヒトHSCは、臍帯血幹細
胞やヒト骨髄幹細胞と同様にマウス骨髄内
においてもCD34+CD38-細胞集団に濃縮され、
その幹細胞活性は休止期状態にあることに
より維持されているということが明らかと
なった。 
 
（２）移植ストレスにより HSC の早期老化が
誘導される 
 一方、ヒト HSCを免疫不全マウスに移植し、
ヒト造血系を再構築させた後、再度別個体に
移植を繰り返すと休止期 HSCの増殖反応が誘
導され、再び休止期に戻るという動態を示す
ことが明らかとなった。このとき、移植前、
１次移植、２次移植の各段階にある HSCを回
収し、細胞老化マーカーの発現を調べた結果、
細胞老化マーカーである p16INK4などの発現
が亢進することが示された。この p16INK4な
どの発現が高い状態にあるヒト HSC は、試験
管内における増殖因子応答性や骨髄移植に
よる造血再生能が著しく低下していた。すな
わち、再生反応の繰り返しにより、HSC がい
わゆる早期老化状態に陥っていることが明
らかとなった。 
 
（３）早期老化状態の HSCには DNA 障害の蓄
積が認められる 
 DNA 損傷は、不可逆的な細胞周期の停止状
態、いわゆるセネッセンスを誘導することか
ら、細胞老化の主因として注目されている。
そこで、再生反応による幹細胞の早期老化の
原因を明らかにするために、移植前、１次移
植、２次移植の各段階における骨髄から
CD34+CD38-細胞を回収し、DNA 損傷に着目し
た解析を行なった。その結果、移植の進行に
ともなってγH2AX を指標とした DNA 損傷が、
特 に ２ 次 移 植 骨 髄 に 生 着 し て い る
CD34+CD38-細胞において顕著に蓄積してい
ることを見いだした。この DNA損傷の蓄積は
CD34+CD38+の前駆細胞集団には認められな
かった。 
 
（４）酸化ストレスが DNA障害の要因である 
 強く DNA障害を受けている CD34+CD38-HSC
細胞は、細胞内活性酸素種（ROS）のレベル
が上昇していた。そこで、ROS の増加と DNA
損傷の関係を明確にするために、試験管内に
お い て CD34+CD38- 細 胞 に



L-Buthionine-sulfoximine (BSO)を添加して
培養することにより細胞内 ROSの蓄積を誘導
したところ、BSO の濃度依存的に DNA 損傷が
引き起こされた。DNA 損傷によってヒト HSC
における p16INK4aなどの CDKIの発現が亢進
し、細胞増殖停止状態に陥っていた。さらに、
ROS による DNA 損傷を受けたヒト HSC の造血
再生能が低下していた。一方、ROSによる DNA
損 傷 は 、 抗 酸 化 剤 で あ る
N-Acetyl-L-Cysteine（NAC）の添加によって
抑制され、造血再生能も回復した。重要なこ
とに、複数回移植実験系において NACをマウ
スに投与することにより、ヒト HSC における
DNA 損傷の蓄積が回避され、非常に高い自己
複製能を維持するということを明らかにし
た。以上の結果から、長期造血再生反応を繰
り返すと、ヒト HSC内の ROSレベルが上昇し、
DNA 損傷の蓄積によって誘導される細胞老化
に至るために、ヒト HSCが造血再生能を失う
ということを見いだした。さらに、抗酸化剤
の投与によって幹細胞活性の低下を抑制さ
せることが可能であることを明らかにした。
本剤はすでに承認済みの薬剤であり、その再
生医療への応用が期待される。 
 
（５）本研究の臨床的意義 
 さらにわれわれは、異種移植系で得られた
知見の生理的、臨床的意義を明確にするため,
ヒト検体を用いた検討を行った。本学倫理委
員会において承認された研究計画に同意を
得て採取された高齢者(72 to 84歳; median: 
79 歳, n = 10) 、臍帯血移植を含めた HSC 移
植患者 (34 to 56歳; median: 48歳, n = 8) 、
さらに移植患者と同年齢層(44 to 56 歳; 
median: 50 歳 , n = 6) の 骨 髄 液 か ら
CD34+CD38-HSC 細胞を回収し、異種移植系と
同様の検討を行った。その結果、高齢者のみ
ならず移植患者から得られた HSCでは優位に
高いレベルの ROS が検出され、DNA 損傷の蓄
積が認められた。さらに、HSC 数の減少とと
もに免疫不全マウスでの造血再構築能も顕
著に低下していた。興味深いことに、３０〜
５０歳の患者に臍帯血移植を施行後半年か
ら２年間経過した骨髄細胞から HSCを回収し
解析したところ、同年代の健常人由来 HSC に
比べて、幹細胞数の低下、酸化的 DNA障害の
蓄積、骨髄再生能の低下が著しいことを見い
だした。すなわち、臍帯血（０歳児）の HSC
にもかかわらず、移植後のわずかな期間でそ
の幹細胞活性が著しく低下していることを
明らかにした。以上の結果から、長期造血再
構築を維持する過程で生じるストレスは、異
種移植系のみならず、ヒトの加齢や移植にお
いても HSCの酸化的 DNA損傷の蓄積を誘導し、
ヒト HSCの造血再生能の低下の原因となると
いうことが推察された。このことは、移植患
者が再発した場合に化学療法に対する造血

障害が強く引き起こされる原因となってい
ると考えられる。また、本年度の米国血液学
会においても同様の現象が複数の施設で報
告され、幹細胞移植における克服すべき課題
となっており、本研究の臨床的意義は大きい
ものと考える。 
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