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研究成果の概要（和文）：近年、造血幹細胞を含む複数の組織幹細胞において、個体レベルでのカロリー摂取量がその
動態に大きな影響を及ぼすことが判明し、新たな幹細胞制御機構として注目されている。本研究課題では造血幹細胞を
モデル系として、カロリー摂取制限がいかに幹細胞の自己複製や分化に影響を与えるのか、またそれが幹細胞に直接作
用しているのか或いはニッチ細胞を介しているのかを明らかにすることを目的として解析を行なった。その結果、カロ
リー摂取制限は表現型的には造血幹細胞の数を増やす傾向にあったが、機能的には大きな影響を与えないことが明らか
となった。

研究成果の概要（英文）：Recent studies have indicated that calorie restriction affects the regulation of 
tissue specific stem cells. Thus, calorie control has been thought as a novel regulatory machinery of 
stem cell regulation. In this study, I have investigated how calorie restriction influences regulation of 
hematopoietic stem cell system. I found that calorie restriction phenotypically increased the number of 
hematopoietic stem cells, while there is no advantage in stem cell function.

研究分野：幹細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
これまでショウジョウバエ・線虫のようなモ
デル生物をはじめ、様々な生物を用いた研究
において、食餌によるカロリー制限が個体寿
命の延長に寄与することが示されている。カ
ロリー制限によって働くエネルギー代謝調
節に関わる分子が個体の寿命に影響を及ぼ
していることが明らかとなってきた
(Current Biology 17, p1646, 2007; Nature 
457, p726, 2009)。カロリー摂取制限は、メ
タボリック症候群や老化防止という身近な
問題から国内外を問わず精力的に行われて
おり、細胞生物学的観点からも注目されてい
る。興味深いことに、カロリー制限によって、
造血幹細胞、神経幹細胞、腸管幹細胞、筋肉
幹細胞など、様々な組織幹細胞において、そ
の数の増加や機能の亢進が見られることが
報告され、幹細胞を取り巻く栄養・エネルギ
ー環境の変化が、幹細胞およびニッチ細胞に
影響し、幹細胞システムが大きく影響を受け
ることが明らかとなっている。これらの現象
は、その制御機構に未知の点が多く、詳細は
不明であるが、幹細胞制御と個体寿命との深
い関連を示唆し、今後、幹細胞研究の新たな
展開として研究の進展が期待されている。 
カロリー制限には、様々な分子・経路の関与
が知られているが、その代表的な経路は、
AMP/ATP 比を検知して活性制御を受けるセ
リ ン ス レ オ ニ ン キ ナ ー ゼ
AMPK(AMP-activated protein kinase)であ
る。申請者はこれまで、造血幹細胞における
「細胞内 ATP 調節による造血幹細胞制御機
構の解明」を行なってきた。特に、造血幹細
胞内のATP濃度およびAMPKの活性化状態、
グルコース濃度と ATP の関連を詳細に検討
してきた結果、(1) 短期間の絶食により、造
血幹細胞において AMPK が活性化されるこ
と、同時に(2) オートファジーの活性化も見
られ、カロリー制限における AMPK とオー
トファジー経路の関連を示唆するデータを
得た（未発表データ）。さらに、(3) AMPKα
欠損造血幹細胞の競合的移植実験では、移植
後緩やかにそのキメリズムの低下が見られ
た。このことから、AMPKは定常状態では顕
著な機能を示さないものの、造血幹細胞のエ
ネルギー環境が大きく変化した際には増
殖・分化に重要な役割を果たすのではないか
と考え研究を進めている。またカロリー制限
状態では、AMPK以外にも LKB1-AMPK経
路, FoxO経路, mTOR経路などの関与が示唆
されており  (Nature 468, p653, 2010; 
Nature 486, p490, 2012)、これらの分子との
関連にも取り組んでいる。 
以上のような研究動向と経緯から、これまで
の申請者の研究成果をさらに発展させ、カロ
リー制限下で作用するエネルギー代謝や寿
命の調節に関わる分子 AMPKα, FoxO3a, 
Rheb, Atg5 の役割に焦点を当てることによ
り、カロリー制限による造血幹細胞動態制御
の分子基盤を明らかにできると考え、本研究

課題の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
組織幹細胞は、幹細胞ニッチと呼ばれる微小
環境から、増殖・生存・分化などの調節を受
け、未分化性を維持している。本研究では、
造血幹細胞をモデル系として、カロリー摂取
制限がいかに幹細胞の自己複製や分化に影
響を与えるのか、その分子機構の解明を目的
とする。特に、エネルギー代謝や寿命の調節
に関わる AMPKα, FoxO3a, Rheb, Atg5に焦
点を当て、カロリー制限とこれら分子の働き
による造血への影響を、幹細胞側・ニッチ側
の両方から明らかにする。本研究は、以下に
示す 4つの課題を設定して進めていく。 
・カロリー制限下における mTORC1 及び
AMPK-FoxO3 シグナルによる造血幹細胞の
機能調節と微小環境制御の解析。 
・カロリー制限下におけるオートファジーに
よる代謝調節と造血幹細胞制御機構の解析。 
・カロリー制限によるストレス耐性の解析。 
・ヒト臍帯血造血幹細胞におけるカロリー制
限と幹細胞機能解析。 
 
３．研究の方法 
(1) マウスにおけるカロリー制限処置 
RosaCreER-タモキシフェン投与の系により
それぞれのマウスの遺伝子欠損誘導を行な
った。野生型マウスも含めて通常の食餌 2
日・絶食2日の食餌制限を４週間繰り返した。
これらのマウスの末梢血および骨髄を食餌
制限無しのマウスと比較し、解析を行なった。 
 
(2) フローサイトメトリー解析 
採取した末梢血および骨髄細胞から赤血球
等を除き、抗体染色を行なった。その後フロ
ーサイトメーターを用いて、細胞の分化、未
分化細胞の数、移植後のキメリズム等の解析
を行なった。 
 
(3) 骨髄細胞移植解析 
レシピエントマウスに対して致死量(9 Gy)の
X 線を照射した。ドナー細胞は処置をしたマ
ウスからの骨髄細胞と処置を行なっていな
い正常野生型のマウス骨髄細胞を1:1の割合
で混合し、レシピエントマウスに対して尾静
脈より骨髄細胞移植を行なった。移植後、4
週・8週・12 週・16 週で末梢血採取を行ない、
フローサイトメトリー解析を行なった。移植
後 16 週ではレシピエントマウスから骨髄細
胞を採取し、フローサイトメトリー解析を行
なった。 
 
(4) X 線照射によるストレス耐性解析 
通常の食餌 2日・絶食 2日の食餌制限を４週
間繰り返したマウスに対して、0 Gy, 1 Gy, 3 
Gy の X 線照射を行なった。これらのマウス骨
髄細胞を採取し、フローサイトメトリー解析
および致死量の放射線照射処置を行なった
野生型マウスに対して処置を行なっていな



い正常野生型骨髄細胞とともに競合的に移
植を行なった。 
 
(5) ケモセラピー効果の解析 
野生型マウスを2日間絶食させた後シクロホ
スファミドを投与した。その後 12 日間通常
食餌を採る、という処置を 1サイクルとして
2 から 6 サイクルを行なった。これらのマウ
ス骨髄細胞を採取し、フローサイトメトリー
解析および致死量の放射線照射処置を行な
った野生型マウスに対して処置を行なって
いない正常野生型骨髄細胞とともに競合的
に移植を行なった。 
 
４．研究成果 
(1) カロリー制限の造血幹細胞に及ぼす影
響を調べるために、野生型マウス造血幹細胞
における絶食の影響について解析を行なっ
た。その結果フローサイトメーターによる細
胞表面マーカーの表現型解析においては、絶
食を受けたマウスにおいて造血幹細胞画分
の増加が認められた。また骨髄細胞移植によ
る造血幹細胞の機能解析においても、造血幹
細胞の増加傾向が観察された。 
 
(2) カロリー制限による造血幹細胞のスト
レス耐性を調べるために、X 線照射によるダ
メージの影響について解析を行なった。その
結果、X 線照射のストレスに対しては絶食の
効果による優位性は見られなかった。 
 
(3) カロリー制限の造血幹細胞に直接及ぼ
す影響と分子機構を調べるために、AMPK12
欠損造血幹細胞の維持・増殖・分化における
カロリー摂取制限の影響について解析を行
なった。方法としては、AMPK12 コンディ
ショナルノックアウトマウスを準備し、これ
らのマウス骨髄細胞を致死量の放射線照射
処置を行なった野生型マウスに対して野生
型骨髄細胞とともに競合的に移植を行なっ
た。造血が安定したところで絶食を行ない、
血液のキメリズムのモニターを行なった。そ
の結果、食餌制限無しのコントロールと比較
してどちらの欠損細胞も優位な差は観察さ
れなかった。 
 
(4) 最近、絶食を繰り返したマウスの造血幹
細胞はケモセラピー(化学療法)に対して耐
性を示すことが報告されたことから、X 線照
射によるダメージの影響を調べた結果に引
き続き、上記の報告を検証するために野生型
マウス造血幹細胞を用いて絶食を繰り返し
たマウス造血幹細胞におけるケモセラピー
に対する効果について解析を行なった。方法
としては、野生型マウスを 2日間絶食させた
後シクロホスファミドを投与し 12 日間通常
食餌を採る、という処置を 1サイクルとして
2 から 6 サイクルを行なった。これらのマウ
ス骨髄細胞を採取し、FACS 解析および致死量
の放射線照射処置を行なった野生型マウス

に対して処置を行なっていない正常野生型
骨髄細胞とともに競合的に移植を行なった。
その結果、食餌制限無しのコントロールと比
較して絶食を繰り返したマウスの造血幹細
胞ではシクロホスファミド投与に対する耐
性について優位な差は観察されなかった。 
 
(5) カロリー制限とエネルギー代謝や寿命
の調節に関わる分子の働きによる造血への
影響を明らかにするために、FoxO3a 欠損造血
幹細胞の維持・増殖・分化におけるカロリー
摂取制限の影響について検討を行った。絶食
を繰り返したマウス造血幹細胞の機能を競
合的移植法により解析を行った結果、食餌制
限無しのコントロールおよび食餌制限を行
った野生型マウス造血幹細胞と比較して
FoxO3a 欠損造血幹細胞ではその機能に対す
るカロリー制限の影響において優位な差は
観察されなかった。 
 
以上の結果、カロリー摂取制限は表現型的に
は造血幹細胞の数を増やす傾向にあったが、
造血幹細胞の機能やストレス耐性に対して
は大きな影響を与えないことが明らかとな
った。 
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