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研究成果の概要（和文）：本研究は、ATPバイオセンサーを用いて、造血幹細胞の単一細胞レベルでのATP濃度を
リアルタイムに測定する技術を確立した。引き続き、これらの技術を活用して、ATP濃度の変動が幹細胞の運命
決定や細胞動態にどのように影響するかを詳細に解析した。その結果、造血幹細胞が急性ストレスに直面する
と、ATPの産生源として嫌気的解糖を迅速に活性化することを発見した。具体的には、増殖ストレス下ではアル
ギニンメチル基転移酵素PRMT1がPFKFB3をメチル化し、ミトコンドリアストレス下ではAMPKがPFKFB3をリン酸化
することにより解糖系を活性化することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：This study established a technique to measure ATP concentrations at the 
single cell level of hematopoietic stem cells in real time using an ATP biosensor. We then used 
these technologies to analyze in detail how fluctuations in ATP concentration affect stem cell fate 
determination and cellular dynamics. We found that when HSCs are exposed to acute stress, the source
 of ATP production rapidly activates the anaerobic glycolytic system. Specifically, they found that 
under proliferative stress, arginine methyltransferase PRMT1 methylates PFKFB3, and under 
mitochondrial stress, AMPK phosphorylates PFKFB3 to activate the glycolytic system.

研究分野： 血液学・幹細胞生物学

キーワード： 造血幹細胞　骨髄　幹細胞ニッチ　幹細胞代謝　解糖系

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の学術的意義は、造血幹細胞のATP濃度をリアルタイムで測定する新たな技術を確立し、代謝と幹細胞性
の関係を明らかにした点にある。特に、急性ストレスがATP産生経路に与える影響を分子レベルで解明すること
で、代謝の可塑性が幹細胞の運命決定に果たす役割を示した。社会的意義としては、血液疾患や再生医療の分野
において、造血幹細胞の代謝制御が新たな治療法の開発につながる可能性を示唆している。また、本研究で確立
された技術は、他の細胞種の代謝研究にも応用可能であり、広範な生物医学研究の基盤技術として社会に貢献す
ることが見込まれる。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
細胞が生存しながら各種のイベント（運動・増殖・分化等）を実行する際には、エネルギー通貨
である ATP が消費される。すなわち、細胞活動の維持のためには ATP の適切な産生・消費のバラ
ンスが保たれることが肝要である。近年、エネルギー代謝バランスが組織幹細胞の運命決定に重
要であることが知られるようになり、「幹細胞代謝学」という新たな融合領域が勃興している。
研究代表者はこれと軌を一にして、骨髄に住まう造血幹細胞を制御する微小環境(ニッチ)因子
として、骨髄内の低い酸素分圧が重要で、エネルギー代謝調節を通じて幹細胞性を維持し造血恒
常性を保つことを報告してきた。こうした研究の次のステップとして、造血幹細胞の単一細胞リ
アルタイム ATP 濃度解析技術を開発することで幹細胞代謝学を次の次元へと押し上げる必要が
生じていた。これまでの、研究代表者自身のものも含む既存の幹細胞代謝研究においては、特定
の代謝酵素のノックアウトマウス由来の幹細胞の解析や、組織細胞から抽出した ATP を含む各
種代謝物「量」のプロファイリングが中心的研究手法であった。これらに基づいて代謝経路や代
謝物の組織幹細胞制御における意義や機能の解析が進んできた。しかし、これら既存研究手法に
は技術的な限界があり、代謝経路に特有の高度の可塑性や、各細胞の代謝物量の個性やばらつき
は無視される。また、測定によって細胞は溶解されて失われるため、代謝物の時間変化は計測で
きない。スループット性や感度も低く、造血幹細胞のように希少な細胞分画の解析は困難である。
さらに、代謝物は細胞内の「濃度」が重要であるが、造血幹細胞内の ATP 濃度は全く不明であっ
た。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ATP バイオセンサー搭載造血幹細胞を用いた、単一造血幹細胞の ATP 濃度・量のリ
アルタイム測定技術を確立して、この問いに答えることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
上記の研究目的を達成するために、本研究では下記 4項目の研究を実施して、造血幹細胞の ATP
濃度の多様性や制御機構を解明するための造血幹細胞の単一細胞リアルタイム ATP 濃度リアル
タイム解析技術を確立することとした。具体的にはまず、（i）体外で ATP 濃度を維持する培養条
件を確立し、（ii）ATP バイオセンサー搭載造血幹細胞による ATP 濃度・量の定量測定系を確立
し、さらには（iii）骨髄の造血幹細胞を含む各種細胞分画の ATP 濃度・量を明らかにした上で
（iv）造血幹細胞の ATP 濃度・量と細胞動態・運命との関連を解析することとした。 
（i）体外で ATP 濃度を維持する培養条件の確立：生きた造血幹細胞の ATP 濃度を測定するため
には、体内同様の ATP 濃度を維持することが必要である。ところが、体外で通常の酸素分圧・血
清濃度・サイトカイン濃度で造血幹細胞を培養すると、ATP が速やかに低下・枯渇することを見
出した。研究代表者による造血幹細胞の代謝特性を維持する培養法(Cell Rep 2019)を参考に、
培地の酸素分圧や代謝物等の条件を最適化することとした。培地に求められる一般的な諸条件
以外の最適化も進めた。 
（ii）ATP バイオセンサー搭載造血幹細胞による ATP 濃度・量の定量測定系の確立：ATP 濃度の
リアルタイム測定のために、FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer)型の ATP バイオ
センサーGO-ATeam2 を搭載した造血幹細胞を用いた。GO-ATeam2 はレシオメトリックで、センサ
ー発現量に依存せずに ATP 濃度の測定が可能になる。（i）の条件で培養した骨髄細胞をフローサ
イトメーターで FRET 値を得て ATP 濃度に変換した。フローサイトメーターで細胞の大きさを測
定し、細胞の体積を算出したうえで、単一細胞ごとの ATP 量も測定することとした。 
（iii）骨髄の造血幹細胞を含む各種細胞分画の ATP 濃度・量を明らかにする：これまで用意し
たフローサイトメーターによる ATP 濃度定量測定系を活用して、各種血液細胞分画の細胞内 ATP
濃度を求めることとした。ATP 量との関連や、集団内の多様性・亜集団の有無を検討した。 
（iv）造血幹細胞の ATP 濃度・量と細胞動態・運命との関連を解き明かす：本技術を利用して動
態した造血幹細胞の代謝制御機構をもとに、造血幹細胞のエネルギー状態が幹細胞としての特
性・機能・運命をいかに制御するか明らかにするための検討を実施した。 
 
４．研究成果 
初年度は、技術開発の基盤となる体外で ATP 濃度を維持する培養条件の探索・同定を実施した。
その過程においては、通常の造血幹細胞の培養条件では ATP 濃度が速やかに低下することを見
出し、既存の造血幹細胞代謝研究の陥穽の存在が示唆された。また、この検討に基づいて、ATP
バイオセンサー搭載造血幹細胞による ATP 濃度・量の定量測定系を確立するべく多様な測定条
件を試行して、ある程度妥当性のある解析結果が得られる測定手法の確立に成功した。関連する
培養プロトコルの確立にも努めた。 
最終年度である第二年度は、前年度までに確立した単一造血幹細胞の ATP 濃度・量のリアルタイ
ム測定技術を活用して急性のストレスが負荷された造血幹細胞の ATP 濃度の変化を検討し、責
任となる代謝経路の同定に努めた。急性ストレスの中でも増殖ストレスとミトコンドリアスト



レスでは ATP の産生源が速やかに解糖系へシフトすることを同定した。この代謝可塑性の背景
の分子基盤の解析を実施して、責任となる代謝学的な分子機構として解糖系の律速酵素 PFK の
アロステリックな活性化因子である PFKFB3 を同定したうえで、当該経路関連酵素の阻害や過剰
発現、ノックアウトを通じてストレス造血における必要性を確認した。特に、増殖ストレスによ
ってアルギニンメチル基転移酵素 PRMT1 がメチル化を PFKFB3 に入力して活性化すること、ミト
コンドリアストレスによって AMPK によってリン酸化を PFKFB3 に入力して活性化することが同
定され、ストレスの種類に応じた重層的な代謝活性化機構が造血幹細胞に準備されていること
が明示された。 
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