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研究成果の概要（和文）：我々はまず、過度な分裂の繰り返しによって造血幹細胞におけるPot1の発現が低下すること
を見出した。そこで外因性にPot1を供給することで造血幹細胞のテロメア保護作用を維持し、DNA損傷応答や細胞老化
を抑制できることを見出した。さらに、増幅された細胞の骨髄再構築能に基づく幹細胞活性も対照群と比較して有意に
高いことから、機能性の造血幹細胞が増幅されたと考えられた。一方で、ヒト造血幹細胞に対しても、同様に培養下で
hPOT1の供給を行うことで、DNA損傷応答を軽減し、高い幹細胞活性を示すヒト造血幹細胞を増幅することができた。今
後、この培養技術をもとにした安全かつ効率的な体外増幅技術の確立が期待される。

研究成果の概要（英文）：Repeated cell divisions induce DNA damage accumulation, which impair stem cell 
function during ageing. However, the general molecular mechanisms by which this occurs remain unclear. 
Here, we show that expression of Pot1a, a component of shelterin, is crucial for the prevention of 
telomeric DNA damage response (DDR) and maintenance of hematopoietic stem cell (HSC) activity during 
ageing. We observed that HSCs express high levels of Pot1a during development, yet this expression 
declines with age. Knockdown of Pot1a induced an age-related phenotype, marked by increased telomeric 
DDR, and reduced long-term reconstitution activity. In contrast, overexpression of Pot1a or treatment 
with exogenous Pot1a protein prevented telomeric DDR, enhanced telomerase activity. Similar result was 
observed upon treatment of human HSCs with recombinant human POT1 protein. These results highlight a 
general, reversible mechanism by which ageing compromises mammalian stem cell activity.

研究分野：幹細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
生体組織を長期に亘って維持するためには、
幹細胞を頂点としたシステム、特に幹細胞の
自己複製能と多分化能の維持が不可欠であ
る。近年、造血幹細胞増幅の研究領域では、
自己複製に関連した分子を操作し、造血幹細
胞の自己複製を促進する報告がされている
が(Krosl J et al., 2003; Suzuki T et al., 2006; 
Delaney C et al., 2010)、いずれも増殖時に起こ
るストレスには着目しておらず、これらの方
法では、その影響を受けることが考えられる。
細胞分裂の過程で起こり得る DNA ダメージ
を検知/修復する機構に、Replication Protein A 
(RPA)-ATR 経路が知られている。この機構は
分裂時に露出する一本鎖テロメア DNA も認
識し、細胞を老化や細胞死へと誘導するが、
健常細胞においては shelterin 複合体の一つ
Pot1 によって ATR の経路が競合阻害されて
いる。Pot1 は、一本鎖テロメア DNA に特異
的に結合し、テロメアのループ形成および染
色体の安定性に寄与している(Hockemeyer D 
et al., 2006)。 
 
２．研究の目的 
幹細胞は多分化能および自己複製能を持つ
細胞と定義され、個体や組織の発生・維持な
どに重要な役割を果たしていると考えられ
ている。近年造血機能回復を目的とした造血
幹細胞移植が行われ、幹細胞に対する需要は
高い。しかし体外培養により誘導される幹細
胞の老化や細胞死が障壁となるため、安定的
な造血幹細胞の増幅は未だ成功していない。
そこで本研究では、一本鎖テロメア DNA 結
合性タンパク質 Pot1 に着目し、造血幹細胞に
おける分裂時のテロメア DNA の安定性と自
己複製能の維持について検討する。さらにこ
の知見を基盤にして、これまでにないヒト造
血幹細胞の体外増幅技術の開発を目指す。以
上より、Pot1 という種を越えて保存された根
元的な分子の作用機序を明らかにすること
で、幹細胞の増幅という究極のテーマに挑戦
する。 
 
３．研究の方法 
1) Tert 欠損マウスを用いたテロメレースに関
する mPot1a の機能解析：mPot1a の作用がテ
ロメレースを介したものであるかを確認す
るために、Tert 欠損マウス由来造血幹細胞に
mPot1a を導入し、骨髄再構築能を比較した。 
 
2) mPot1a の過剰発現がテロメア長の維持に
及ぼす影響の検討：mPot1a を導入した野生型
およびTert欠損マウス由来造血幹細胞を移植
し、生着後 4 か月以上経過した後にドナー由
来造血幹細胞のテロメア長を telomere Flow 
FISH 法を用いて比較した。mPot1a がテロメ
レース等を介してテロメア伸長活性を制御
している場合、移植後においてもテロメア長
の短小化が抑制されていることが考えられ
る。 

 
3) mPot1a の導入による ATR 経路の制御機構
の検討：mPot1a の過剰発現系において、移植
後の造血幹細胞のテロメア領域における
DNA 損傷応答を免疫染色法により ATR チェ
ックポイントシグナル分子群（RPA、ATR、
Chk1）および DNA 損傷マーカー53BP1 につ
いて解析した。これまでに申請者は、移植さ
れた造血幹細胞のテロメア領域の DNA ダメ
ージ応答が、mPot1a の過剰発現によって抑制
されることを見出しているが、その機構が
ATR シグナルの抑制によるものであるかを
確認した。 
 
4) mPot1a タンパクの導入による造血幹細胞
の体外増幅に対する検討：mPot1a を添加する
培養条件で得られた造血幹細胞の骨髄再構
築活性の定量を行うために、限界希釈法を用
いた移植を実施した。また mPot1a 処理によ
って得られた造血幹細胞のテロメア領域に
おける安定性について、DNA 損傷応答を基準
に評価し、この細胞のテロメアの安定性を元
の細胞と比較した。このような検討からマウ
スにおける造血幹細胞増幅のための至適培
養条件を見出すことを目標とした。 
 
5) ヒト POT1 タンパクの直接導入によるヒ
ト造血幹細胞の増幅方法の確立：mPot1a を用
いたマウス造血幹細胞の増幅方法を、ヒト臍
帯血造血幹細胞に応用し、実際に ex vivo で
増幅できる条件を検討した。細胞膜を透過す
るMTM結合型組換え hPOT1の未分化な造血
幹細胞に対する機能を検討するために、造血
幹細胞を hPOT1 存在下で培養し、免疫不全マ
ウスへの移植を行って機能面・安全面の検討
を行い、至適培養条件の確立を目指した。 
 
４．研究成果 
1) Tert 欠損マウスを用いたテロメレースに関
する mPot1a の機能解析：野生型及び Tert 欠
損マウス由来造血幹細胞に対し、レトロウイ
ルスベクターを用いて Pot1a を導入し、長期
骨髄再構築能の比較を行った結果、Pot1a 導
入群はコントロール群と比較して有意に高
い骨髄再構築能を示した。一方で Tert 欠損群
と対照群を比較すると、Tert 欠損群の骨髄再
構築能は著明に低下していることから、造血
幹細胞の自己複製能の維持機構において Tert
の役割が重要であることが分かった。これら
のことから、外因性 Pot1a の機能は Tert 非依
存性のであるが、自己複製能の維持に両者の
存在は不可欠であることが示された。 
 
2) mPot1a の過剰発現がテロメア長の維持に
及ぼす影響の検討：Pot1a をレトロウイルス
により導入した野生型および Tert欠損マウス
由来造血幹細胞を移植し、ドナー由来造血幹
細胞のテロメア長の比較を行った。その結果、
4 群のテロメア長にいずれも有意差はなく、
テロメレースの持つテロメア伸長活性に対



し、Pot1a の強制発現の影響はないことが示
唆された。 
 
3) mPot1a の導入による ATR 経路の制御機構
の検討：mPot1a の過剰発現系において、移植
後の造血幹細胞のテロメア領域における
DNA 損傷応答を免疫染色法により ATR チェ
ックポイントシグナル分子群（RPA、ATR、
Chk1）および DNA 損傷マーカー53BP1 につ
いて解析した。各 ATR シグナル分子の foci
がテロメア領域に存在するものを Telomere 
dysfunction-induced foci (TIF)として計測した
結果、一細胞あたりの TIF の数が Pot1a 導入
群では対照群と比較して有意に低いことが
分かった。このことから造血幹細胞における
Pot1a の強制発現が ATR シグナルを抑制して
いることが考えられた。 
 
4) mPot1a タンパクの導入による造血幹細胞
の体外増幅に対する検討：外因性細胞膜透過
性タンパク質 MTM-Pot1a を添加する培養条
件にて、マウス造血幹細胞の体外増幅を行い、
さらに限界希釈法を用いてその骨髄再構築
活性の定量を行った。その結果、MTM-Pot1a
を添加した群では約 2.8 倍の幹細胞活性を有
することが分かった。また MTM-Pot1a 処理
によって得られた造血幹細胞のテロメア領
域における DNA 損傷応答を基準にその安定
性を検討したところ、MTM-Pot1a 添加群では
有意に DNA 損傷応答を抑制していることを
見出した。 
 
5) ヒト POT1 タンパクの直接導入によるヒ
ト造血幹細胞の増幅方法の確立：遺伝子発現
解析の結果、ヒト骨髄または臍帯血造血幹細
胞においてもマウスと同様に、未分化な分画
において POT1 およびシェルタリン因子群の
発現が有意に高いことが分かった。また、臍
帯血由来造血幹細胞における POT1 の発現は、
成体骨髄由来造血幹細胞よりも有意に高い
ことを見い出した。一方で、同じ骨髄由来で
も老齢になると POT1 の発現が低下すること
から、ヒト造血幹細胞の老化と POT1 の発現
の低下に関連性があることが示唆された。マ
ウス造血幹細胞の体外培養の解析結果から、
分裂が亢進するにつれて Pot1 の発現は低下
し、DNA 損傷応答が増加することを明らかに
している。また、老齢マウス由来造血幹細胞
は、Pot1 の発現が低くさらに体外培養により
著明な DNA 損傷応答を引き起こすが、この
培養下に外因性膜透過タンパク質の導入技
術を用いて mPot1a を導入した結果、有意に
骨髄再構築能の回復が見られることを明ら
かにした。このことから、培養による Pot1
の発現低下を抑えることで、DNA 損傷応答と
細胞老化および自己複製能の低下を抑制す
ることができたと考えられる。この結果をも
とに、ヒト臍帯血由来造血幹細胞の体外培養
時における POT1 の発現低下による DNA 損
傷応答の抑制のため、外因性 hPOT1 の導入を

行ったところ、対照群と比較して有意に DNA
損傷応答を抑制することを見出した。さらに
この添加条件を用いて体外培養後、ヒト未分
化造血幹細胞の実数を計測したところ、対照
群と比較して約 2 倍の増幅効果を認めた。一
方で、この増幅された細胞の骨髄再構築能を
検討するため、免疫不全マウスに対し限界希
釈骨髄移植を行って算定したところ、対照群
と比較して幹細胞活性として約 4.5 倍の高い
活性を示すことを明らかにした。（論文投稿
中） 
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