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研究成果の概要（和文）：本研究では、ストレス応答的に活性化する転写因子Nrf2の一時的な活性化が造血幹細
胞を増加させるかどうかを検討した。Nrf2誘導剤であるCDDO-Imをマウスに投与し、造血幹細胞を調べると、
Nrf2の活性化は造血幹細胞の増殖を促進させることが分かった。しかし、骨髄移植実験の結果から、この増加し
た造血幹細胞は分化し易く、幹細胞機能を維持していないと考えられた。一方、Nrf2が活性化した造血幹細胞
は、トロンボポエチン（TPO）存在下で培養すると、巨核球様細胞に分化し易いことが分かった。ゆえに、Nrf2
活性化はTPOへの感受性を亢進させることで、造血幹細胞の増殖・分化を誘導していると推察される。

研究成果の概要（英文）：To examine whether a stress-responsive transcription factor, Nrf2, 
contributes to proliferation of hematopoietic stem cells (HSCs) by its transient activation, we 
treated mice with an Nrf2 inducer, CDDO-Im, and investigated the effects of transient Nrf2 
activation on HSCs. Nrf2 activation induced by CDDO-Im treatment promoted HSC proliferation, but 
bone marrow transplantation experiment revealed that the proliferative HSCs due to the Nrf2 
activation easily undergo differentiation and hardly maintain their stem activity. It turned out 
that under the culture condition with thrombopoietin (TPO), Nrf2 activation enhanced HSC 
differentiation into megakaryocyte-like cells. Therefore, Nrf2 activation likely induces 
proliferation/differentiation of HSCs through enhancing the sensitivity to TPO signaling.

研究分野： 医化学
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１．研究開始当初の背景 
 造血幹細胞は、通常状態において静止期に
維持されており 1、この維持には様々な転写
因子が寄与している。一方、骨髄移植や慢性
炎症などのストレス曝露下においては、造血
幹細胞は活性化され、増殖・分化を促進する
が 2,3、その分子機構については多くの不明な
点が残されている。 
 Keap1-Nrf2 制御系はストレス応答的に細
胞防御に貢献する分子機構である 4。転写因
子 Nrf2 は、通常状態では Keap1 依存的に分
解されているが、ストレス曝露下では Keap1
が失活することにより、Nrf2 は活性化する。
近年、Nrf2 は細胞増殖・分化制御にも貢献し
ていることが明らかにされつつあり 5、これ
までに申請者は、Keap1 遺伝子欠損マウスを
用いた実験によって、恒常的な Nrf2 の活性
化が造血幹細胞の増殖・分化を促進し、末梢
血中への動員を惹起することを見出した。そ
の一方で、Keap1欠損による恒常的な Nrf2 の
活性化は造血幹細胞の幹細胞性を消失させ
てしまうことも分かっており、これは、Nrf2
の『恒常的な』活性化は造血幹細胞の増殖・
分化および末梢血中への動員を促進し続け
るためであると考えられた。 
 以上の背景から、Nrf2 の活性化は『一時的』
であれば、一過性に造血幹細胞の増殖および
末梢血への動員を誘導するものの、その後の
静止期への復帰および骨髄への帰還を阻害
しないと予想される。したがって、『一時的
な』Nrf2 の活性化は、機能的な造血幹細胞を
増加させると期待された（目的 1）。 
 一方、造血幹細胞は、炎症状態では免疫担
当細胞から放出される炎症性サイトカイン
の刺激により、増殖・分化が促進され、末梢
血中へ動員されることが知られている。これ
までに、Keap1-Nrf2 制御系は炎症性シグナル
にも応答し、Nrf2 を活性化させることが報告
されている 6。そこで、Keap1-Nrf2 制御系は
造血幹細胞において、炎症性シグナルを感知
し、炎症状態における造血幹細胞の活性化に
寄与している可能性があると考えられた（目
的 2）。 
 
２．研究の目的 
（1）Nrf2 誘導剤による一時的な Nrf2 活性化
が造血幹細胞の増殖および末梢血中へ動員
を誘導するかどうかを検討する。また、Nrf2
誘導剤投与によって、増加あるいは末梢血中
に動員された造血幹細胞が正常な幹細胞機
能を維持しているどうかを調べる。そして、
これら Nrf2 活性化による造血幹細胞の性質
変化に寄与する分子機構を検討する。 
 
（2）炎症刺激による造血幹細胞の活性化に
Nrf2 活性化が寄与しているかどうかを明ら
かにするために、炎症性サイトカイン刺激後
の造血幹細胞の活性化に Nrf2 活性化が必要
であるかどうか検討する。 
 

３．研究の方法 
（1）Nrf2 誘導剤 CDDO-Im を野生型マウスに
投与し、長期造血幹細胞の細胞数および細胞
周期への影響を調べた。ここで観察された造
血幹細胞の変化が Nrf2 活性化に依存してい
ることを検討するため、Nrf2 欠損マウスに
CDDO-Im を投与し、同様に解析を行い、野生
型マウスで観察された変化が Nrf2 欠失によ
って消失するかどうかを検討した。 
 また、CDDO-Im を投与した野生型マウスの
骨髄から全骨髄細胞を採取して、致死量の放
射線を照射したレシピエントマウスへ骨髄
移植（競合的骨髄移植実験）を行った。移植
後、4 週毎にレシピエントマウスの末梢血に
おけるドナー由来細胞の割合を調べた。これ
によって、『一時的な』Nrf2 活性化が造血幹
細胞の機能を阻害しないかどうか検討した。 
 Nrf2 活性化による造血幹細胞の性質変化
を詳しく検討するために、造血幹細胞を幹細
胞因子（SCF）とトロンボポエチン（TPO）の
存在下で培養し、造血幹細胞の維持能や分化
能について検討した。さらに、in vivoにて、
Nrf2 活性化によって、造血幹細胞に分化の偏
りが生じていいないかどうか検討した。 
 
（ 2 ） polyinosinic-polycytidylic acid 
(pIpC)は interferon αなどの炎症性サイト
カインの分泌を誘導し、造血幹細胞の活性化
を誘導することが知られている。そこで、
pIpC を野生型および Nrf2 欠損マウスに投与
し、Nrf2 依存的な造血幹細胞の活性化が観察
されるかどうかを検討した。 
 
４．研究成果 
（1）① CDDO-Im 投与によって、造血幹細胞
において Nrf2 が安定化するかどうかを検討
した。野生型マウスに CDDO-Im を投与し、造
血幹細胞・前駆細胞を多く含む Lin–細胞を解
析すると、Nrf2 タンパク質が安定化している
ことが確認できた。また、申請者がこれまで
に作製した Nrf2 活性化レポーターマウス
（Nrf2 活性化が tdTomato 蛍光強度の増強と
して観察されるマウス）7を用いて、長期造血
幹細胞（Lin–c-Kit+Sca-1+CD48–CD150+）にお
いて Nrf2 が活性化しているかどうかを検討
すると、CDDO-Im 投与によって、長期造血幹
細胞の tdTomato 蛍光強度が増強することが
わかった。したがって、長期造血幹細胞では、
CDDO-Im投与によってNrf2が活性化すること
が確認できた。 
 次に、CDDO-Im を投与して、骨髄細胞の細
胞数を検討した。その結果、CDDO-Im 投与に
よって、長期造血幹細胞が増加するが分かっ
た（図 1 左）。さらに細胞周期を調べると、
CDDO-Im 投与によって、長期造血幹細胞の細
胞周期エントリーが促進される（G0 期細胞が
減少する）ことが分かった（図 1 右）。そし
て、この現象は Nrf2 欠損マウスでは観察さ
れないことから、Nrf2 依存的であることが示
された。 



 以上から、CDDO-Im 投与による一時的な
Nrf2 活性化は、造血幹細胞の増殖を促進し、
細胞数を増加させることが分かった。 
 
② VehicleおよびCDDO-Imを投与したマウス
から全骨髄細胞を採取し、致死量の放射線を
照射したマウスへ競合的に骨髄移植を行っ
た。移植後、4 週間毎にレシピエントマウス
の末梢血細胞におけるドナー由来の細胞の
割合を調べると、CDDO-Im 投与群では、移植
前に造血幹細胞が増加していたにも関わら
ず、移植後の骨髄再建能は Vehicle 投与群と
同程度であることが分かった（図 2）。 
 ゆえに、『一時的な』Nrf2 活性化で増加し
た造血幹細胞は、正常な造血幹細胞と競合的
に移植した場合には生着することが出来ず、
ほとんどが分化してしまうと推察された。そ
の一方で、『一時
的な』Nrf2 活性
化では、『恒常的
な』Nrf2 活性化
で観察されるよ
うな造血幹細胞
の機能障害は生
じないと考えら
れた。 
 
③ Nrf2 活性化による造血幹細胞の性質変化
を詳細に検討するために、造血幹細胞を SCF
および TPO存在下で培養した。その結果、Nrf2
が活性化している造血幹細胞は、CD41 陽性で、
細胞サイズの大きい巨核球様細胞に分化し
易いことが分かった。TPO は巨核球分化誘導
因子であることから、Nrf2 活性化は TPO シグ
ナルに対する感受性を亢進させることで、造
血幹細胞の巨核球への分化を促進させるも
のと推察された。 
 一方、これまでの報告から、造血幹細胞は
単一の細胞集団ではなく、単球・顆粒球やリ
ンパ球、あるいは、血小板へ分化方向が偏っ
た造血幹細胞が存在することが知られてい
る 8,9。そこで、最後に Nrf2 が活性化した造
血幹細胞に分化方向の偏りがあるかどうか
について検討した。 
 これまで、巨核球・血小板へ偏った造血幹
細胞特異的に発現している表面マーカーが
特定されていないことから、ここでは、これ
までに報告がある CD41 の発現を調べた 10。そ
の結果、Nrf2 が活性化した造血幹細胞では、
CD41 陽性の造血幹細胞が増加していること

が分かった。CD41 は骨髄球系に分化が偏った
造血幹細胞に発現していることが知られて
いるが 10、巨核球にも発現する表面マーカー
である。したがって、今後、Nrf2 活性化によ
って増加した CD41 陽性の造血幹細胞は巨核
球に分化しやすいかどうかを検討する必要
がある。 
 
（2）野生型および Nrf2 欠損マウスに pIpC
を投与し、造血幹細胞の細胞周期について検
討したところ、野生型および Nrf2 欠損マウ
スの両者において、静止期に維持された細胞
が減少することが分かった。したがって、野
生型マウスで観察された造血幹細胞の細動
増殖促進は、Nrf2欠損でも観察されたことか
ら、少なくとも pIpC 投与による炎症様刺激
に対する造血幹細胞の増殖・分化誘導には、
Nrf2 は寄与していないと考えられた。 
 
 以上の結果から、Nrf2 活性化は TPO に対す
る応答性を亢進させることで、造血幹細胞の
増殖・分化あるいは末梢血への遊走を促進し
ていると推察される。その一方で、Nrf2 は
interferon α などの炎症刺激による造血幹
細胞の活性化には寄与していないと推察さ
れた。今後、造血幹細胞の活性化剤として、
Nrf2 誘導剤の臨床応用を目指す上で、Nrf2
下流で TPOシグナルに寄与する分子機構につ
いて検討し、造血幹細胞の増殖・分化誘導と
幹細胞性消失のそれぞれに寄与している分
子機構を明らかにすることが重要であると
考えられる。 
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