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研究成果の概要（和文）：多くの組織幹細胞が静止期に存在する状況において、細胞内 ATP濃度

の調節は幹細胞の寿命や振る舞いを制御する上で重要な因子として考えられる。本研究課題に

おいてはエネルギーセンサーとして機能する LKB1-AMPK シグナルに着目し、LKB1 および AMPK

欠損造血幹細胞について解析を行った。その結果、これらの分子は造血幹細胞の維持に寄与し

ていることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Many tissue specific stem cells stay dormant. Therefore, the 
regulation of intracellular ATP is important for the control of the longevity or behaviors 
of stem cells. The LKB1-AMPK signaling functions as an intracellular energy sensor. To 
examine the role of LKB1 or AMPK in the regulatory system of hematopoietic stem cell, 
I analyzed LKB1- or AMPK-deficient hematopoietic stem cells. Our data demonstrated that 
LKB1 and AMPK contributed to the maintenance of hematopoietic stem cells. 
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１．研究開始当初の背景 
mTORシグナルおよび PTEN-Akt-FoxO3aシグ

ナルは、成長因子からのシグナルや栄養素の
代謝を調節することで造血幹細胞の維持に
重要な役割を果たしていることが報告され
ている。細胞は生存・活動のために栄養素の
代謝を通してエネルギー通貨である ATPを産
生し、それを AMPに変換して利用する。生体
中において組織幹細胞は、そのほとんどが
G0/G1 期の休眠状態で存在し、かつ環境の変
化に応じて活動状態にも入ることができる
ことから、幹細胞自身のエネルギー状態の管
理・調節は重要であると考えられる。最近の
報告で、造血幹細胞内ではミトコンドリア活
性や細胞内 ATP濃度が低く、解糖系への依存

性が高いことが示唆された。しかし造血幹細
胞では、細胞内 ATP濃度がどのような局面で、
何によって調節されているのか、さらに細胞
内エネルギー状態と造血幹細胞の振る舞い
には関連があるのかについては現在の解析
技術の限界から明らかにされていない。この
ような研究動向の中で、我々は mTOR シグナ
ルの上流に位置しエネルギーセンサーとし
て機能する LKB1-AMPK シグナルに着目した。 
近年では、細胞内 AMP の上昇時に LKB1 が

AMPK を活性化することで糖や脂肪代謝の調
節に機能していることが発見され、国内外を
問わず癌治療だけでなく肥満や糖尿病治療
の研究においても注目されている。さらに線
虫では、飢餓状態において耐性幼虫となって
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摂食せずに長期生存を可能にし寿命を調節
することができるが、LKB1-AMPK シグナルの
欠損においては耐性幼虫でエネルギーを消
費してしまい寿命が短くなることが報告さ
れている。 
一方で技術的な面において、細胞内 ATP 濃

度の測定には非常に多くの細胞数を必要と
するため希少な幹細胞では正確な測定が困
難であり、また、細胞が生きた状態で ATPを
測定することができないため機能解析が困
難であった。しかしながら、最近我々は、FRET 
(蛍光共鳴エネルギー移動)解析法を利用し
た ATPプローブを用いてシングル生細胞での
細胞内 ATP濃度の測定に成功した。 
このような研究背景から、シングルセル ATP

濃度解析法を造血幹細胞に適用し、さらに
LKB1 および AMPK 欠損マウスを用いることに
より、細胞内 ATP濃度調節による造血幹細胞
の制御機構について明らかにできると考え
た。 
 
 
２．研究の目的 
組織幹細胞は、そのほとんどが G0/G1 期の

休眠状態で存在し、かつ環境の変化に応じて
活動状態にも入ることができることから、幹
細胞自身のエネルギー状態の管理・調節は重
要であると考えられる。我々は造血幹細胞シ
ステムをモデル系として用い、LKB1-AMPK シ
グナルを中心としたエネルギーセンサー機
構による恒常性維持システムの解明を目指
すことを目的とする。具体的には細胞外グル
コース環境と造血幹細胞内 ATP濃度の関係を
明らかにし、LKB1-AMPK シグナルによる造血
幹細胞の維持・増殖・分化の制御機構につい
て理解することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
(1)血液細胞株を用いての ATPプローブの検
討 
ATeam (ATPプローブ)を組み込んだレトロ

ウイルスを作製した。この時、ネガティブコ
ントロール・細胞質内 ATP検出・ミトコンド
リア内 ATP検出用の３種類のレトロウイルス
を作製した。各レトロウイルスを Jurkat細
胞に感染させ、感染した Venus (+)細胞をセ
ルソーターにより単離した。これらの細胞に
グルコースの添加および解糖系阻害の 2-DG
の添加を行ない、FACSにより FRET由来蛍光
を検出し、細胞内 ATP濃度測定を行った。ま
たこれらの細胞は、市販の細胞内 ATP測定キ
ットを用いて ATP濃度を測定し、ATPプロー
ブの結果と比較を行なった。 
 
(2)正常造血幹細胞における細胞内 ATP濃度
の測定 

野生型マウス骨髄から造血幹細胞を多く含
む CD34-KSL細胞をセルソーターにより採取
し、市販の細胞内ATP測定キットを用いてATP
濃度の測定を行った。 
 
(3)in vitroグルコース環境における ATPプ
ローブを用いた造血幹細胞内 ATP濃度変化の
測定 
(1)で作製した各 ATPプローブレトロウイ

ルスを野生型 CD34-KSL細胞に感染させ、致
死量の放射線照射処理を行ったマウスに移
植を行った。３か月後、ATPプローブ陽性
CD34-KSL細胞をセルソーターにより採取し、
様々なグルコース濃度下において一定期間
培養し、FACSにより細胞内 ATP濃度の解析を
行った。 
 
(4) in vitroグルコース環境における造血幹
細胞の AMPK活性化状態の解析 
野生型 CD34-KSL細胞を様々なグルコース

濃度下において一定期間培養し、その後免疫
染色法により AMPKのリン酸化状態を検出す
ることで AMPK活性化状態の解析を行った。 
 
(5)正常マウスの絶食処置による造血幹細胞
の AMPK活性化状態の解析 
野生型マウスに対し４８時間の絶食を行な

い、これらのマウスの骨髄から CD34-KSL細
胞をセルソーターを用いて採取し、免疫染色
法により AMPKのリン酸化状態を検出した。 
 
(6) in vitroグルコース環境における造血幹
細胞維持の解析 
野生型 CD34-KSL細胞を様々なグルコース

濃度下において一定期間培養し、その後これ
らの細胞を致死量の放射線照射処理を行っ
たマウスに競合的移植を行った。移植後、1, 
2, 3, 4か月で採決を行い、キメリズムの解
析を行った。 
 
(7)LKB1コンディショナルノックアウトマウ
スにおける造血幹細胞の解析 
LKB1floxにタモキシフェンの誘導により全

身で Creリコンビナーゼを発現するマウスを
作製した。タモキシフェン投与後、LKB1コン
ディショナルノックアウトマウスの造血に
ついて FACS解析・in vitroコロニー解析等
を行った。 
また LKB1コンディショナルノックアウト

マウスの骨髄細胞を致死量の放射線照射処
理を行った野生型マウスに移植した後タモ
キシフェン投与を行ない、経時的に FACS解
析・in vitroコロニー解析等を行った。 
 
(8)AMPKα1α2ダブルコンディショナルノック
アウトマウスにおける造血幹細胞の解析 
AMPKα1α2ダブル floxにタモキシフェンの



 

 

誘導により全身で Creリコンビナーゼを発現
するマウスを作製した。タモキシフェン投与
後、AMPKα1α2ダブルコンディショナルノッ
クアウトマウスの造血について FACS解析・
in vitroコロニー解析等を行った。 
また AMPKα1α2ダブルコンディショナルノ

ックアウトマウスの骨髄細胞を致死量の放
射線照射処理を行った野生型マウスに移植
した後タモキシフェン投与を行ない、経時的
に FACS解析・in vitroコロニー解析等を行
った。 
 
 
４．研究成果 
(1)血液細胞株を用いての ATPプローブの検 
討 
ATPプローブを導入した Jurkat細胞におい

ては、培養液中の各グルコース濃度および
2-DG添加に応じて FRET由来の蛍光強度が変
動していることが認められた。この変動は市
販の細胞内 ATP濃度測定キットを用いて測定
した ATP 濃度と相関を示した。この結果は、
ATPプローブは生きた状態でシングルセルの
細胞内 ATP 濃度を解析できることを示した。
この技術を用いて、細胞内 ATP濃度の測定と
細胞機能解析を同時に行えることが可能と
なった。 
 
(2)正常造血幹細胞における細胞内 ATP濃度
の測定 
正常造血幹細胞の細胞内 ATP濃度は Jurkat

などの培養細胞とは異なり、非常に低濃度で
あることが明らかとなった。 
 
(3)in vitroグルコース環境における ATPプ
ローブを用いた造血幹細胞内 ATP濃度変化の
測定 
正常造血幹細胞に ATPプローブを導入し、

in vitroでの様々なグルコース濃度下におけ
る造血幹細胞内 ATP濃度の解析を行った。そ
の結果、各グルコース濃度環境に応じて造血
幹細胞内の ATP濃度は変化していることが明
らかとなった。しかし in vivoにおいては ATP
プローブの検出感度以下となり、十分に観察
することができなかった。 
 
(4) in vitroグルコース環境における造血幹
細胞の AMPK活性化状態の解析 
細胞外のグルコース濃度の影響による AMPK

活性化の変化を解析した。低グルコースから
高グルコース環境まで濃度を変化させて解
析を行った結果、低グルコース環境下におい
て AMPKの活性化亢進が認められ、高グルコ
ース環境下では AMPKのリン酸化の程度は低
下することが明らかとなった。このことから、
造血幹細胞における AMPKの活性化状態は、
細胞外のグルコース濃度の変化に応じて調

節されていることが分かった。 
 
(5)正常マウスの絶食処置による造血幹細胞
の AMPK活性化状態の解析 
48時間の絶食処置を行った正常マウス骨髄

より造血幹細胞および前駆細胞を分取して
リン酸化 AMPK抗体を用いた免疫染色法によ
り AMPK活性化の解析を行った。その結果、
造血幹細胞・前駆細胞共に AMPKの活性化が
亢進していた。また前駆細胞の細胞周期が G0
期へとシフトしていることが明らかとなっ
た。 
 
(6) in vitroグルコース環境における造血幹
細胞維持の解析 
それぞれのグルコース環境下で一定期間培

養した正常造血幹細胞を致死量の放射線処
置したマウスに競合移植し、幹細胞機能の解
析を行った。その結果、それぞれ異なるグル
コース環境下においても幹細胞機能を維持
していることが明らかとなった。 
 
(7)LKB1コンディショナルノックアウトマウ
スにおける造血幹細胞の解析 
タモキシフェン投与により Lkb1遺伝子欠

損後の解析を行った結果、LKB1遺伝子欠損 1
週間後では対照マウスとの差が見られなか
ったものの、2週間後において血液細胞の急
激な減少が認められ死亡することが確認さ
れた。Lkb1floxコンディショナルノックアウ
ト造血幹細胞を野生型マウスに移植後に遺
伝子欠損を誘導しても同様の現象が確認さ
れた。さらに骨髄内の解析を行った結果、造
血幹細胞画分が減少していること、コロニー
形成能が低下していること、移植による骨髄
再構築能が低下していることが明らかとな
った。このことから、LKB1は造血幹細胞の維
持に重要な役割を果たしていることが明ら
かとなった。 
 
(8)AMPKα1α2ダブルコンディショナルノック
アウトマウスにおける造血幹細胞の解析 
AMPKα1α2 ダブル flox コンディショナルノ

ックアウトマウスに関してタモキシフェン
投与により AMPKα1α2 遺伝子の欠損を誘導し
た結果、貧血および脾腫が観察された。さら
に AMPKα1α2 ダブルコンディショナルノック
アウト骨髄細胞を野生型マウスに競合移植
した後遺伝子欠損を誘導しても同様の現象
が確認された。また LKB1 コンディショナル
ノックアウトマウスほどではないものの、経
時的変化におけるキメリズムの緩やかな減
少およびコロニー形成能の低下があること
が明らかとなった。 
以上の事から、AMPKも造血幹細胞の機能維

持に関与していることが示唆された。 
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