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研究成果の概要（和文）：オートファジー欠損で造血幹細胞が機能不全に陥ることはすでに報告されているがそ
の機構は不明なままであった。本研究ではマウスにおいてオートファジー関連遺伝子(Atg7)を発生期から欠損さ
せ、週齢を変え造血幹細胞において解析を行ったところ、幼児期ではAtg7KOの影響がなく、４週齢８週齢と成長
とともに造血幹細胞の枯渇が起こることを明らかにした。また、欠損の影響のない幼児期の骨髄細胞を野生型の
細胞と共に競合的移植を行うと８週齢の骨髄細胞ではHSCの枯渇が見られるが幼児期の骨髄細胞ではHSCsの枯渇
が現れない。つまり、Atg7KOでは骨髄環境を変化させHSCsの枯渇を誘導していることを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：Several studies have shown that cell fate of HSCs is dependent on 
mitochondrial quality and function, which might be controlled by autophagy process. In this study, 
we clarified how deficiency of autophagy-related gene 7(Atg7) induce hematopoietic failure.
At first, we analyzed mitochondria status (membrane potential=ΔΨm, mitochondrial ROS production) 
in Atg7KO mice HSCs in each age. We found that ΔΨm and ROS production is no difference between 
neonatal stage but it will show difference from 4-weeks old mice. Actually, quiescent HSCs are seen 
after 4-weeks old in WT, while Atg7KO HSCs fail to enter quiescence. Furthermore, total bone marrow 
cell number and frequency of HSCs significantly decreased in Atg7KO mice with growing. Finally, we 
performed neonatal BMCs competitive transplantation assay, and found no defective reconstitution of 
Atg7KO BMCs. Here we concluded that autophagy process is involved in the maintaining quiescence in 
adult HSCs but not in neonatal HSCs.

研究分野： 血液内科学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
臍帯血由来の造血幹細胞は回収できる数は少ないが造血幹細胞としての質、機能は成人から回収したものに比べ
良い状態を示す。しかし、成人患者への移植には多数の造血幹細胞が必要であり臍帯血からの造血幹細胞では不
十分である。しかし、幼児期造血幹細胞の性質を解明することで成人造血幹細胞の機能を幼児期型に近づけるこ
とができれば、質の良い造血幹細胞を患者に提供することが可能となる。本研究で明らかにしたオートファジー
は幼児期造血幹細胞維持には関連しないと言った知見は今後のex vivoでの幼児期造血幹細胞増殖、成人造血幹
細胞を幼児期様造血幹細胞に近づけ移植する方法の開発に貢献できるものと考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
造血幹細胞は、すべての血液細胞の源となる細胞であり、自己複製能・多分化能を特徴とする
幹細胞である。造血幹細胞は通常静止期に止まり分裂回数を抑制することで、一生に渡り造血
を支持しているが、失血・感染などで赤血球、免疫細胞を増加させなければならない時には分
裂期に入り、自己複製分裂、分化分裂を経ることで血液細胞の産生を担っている。造血幹細胞
の静止期から分裂期または分裂期から静止期への移行がどのような分子機構で制御されるのか
様々報告されているが未だに解明されていない。一方でミトコンドリアは、細胞のエネルギー
産生を担う細胞小器官であるが、近年ミトコンドリアの機能と造血幹細胞の機能がよくリンク
していることが報告されてきている。さらに、オートファジーは障害のあるミトコンドリアの
処理を行うなど細胞のホメオスタシスを維持していく上で重要な機構であるが、近年オートフ
ァジーがミトコンドリアの機能、品質を維持し造血幹細胞の長期的な維持に寄与していること
が示唆される報告もなされている。 
 一方で幼児期の造血幹細胞は細胞分裂が亢進している。通常造血幹細胞は細胞分裂の回数を
経ることで幹細胞性が失われ分化分裂を起こし、造血幹細胞の数が減少、クローン数の減少な
どが起こる。しかし、胎生期から幼児期にかけての増殖期にある造血幹細胞の幹細胞維持機構
はいまだに明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、発生時期によりオートファジーの機能・造血幹細胞維持への関与が異なるのか、
また、オートファジー関連遺伝子（Atg７）欠損による造血障害の機構解明を目指し研究を行
なった。 
 
３．研究の方法 
オートファジー関連遺伝子欠損マウス（Atg7flox/flox, Vav-cre）を用意、幼児期（p５）、４週齢、
８週齢とそれぞれのマウスから骨髄細胞を回収後ミトコンドリアの膜電位、ミトコンドリア内
の活性酸素（ROS）産生能、細胞分裂の解析、造血幹細胞の割合の計算、骨髄細胞数の計算など
の解析。幼児期から回収した骨髄細胞を野生型（Ly5.1）の骨髄細胞と共にレシピエントに移植
しその後のキメリズムの解析を行った。また、Atg７KO 末梢血の成分分析、骨髄細胞内での赤
血球分化解析。また、野生型マウスにおいて PHZ 投与による人為的に貧血を誘導したのちに細
胞分裂の解析を行った。 
 
４．研究成果 
⑴幼児期造血幹細胞はオートファジー非依存的に造
血を行う。 
造血幹細胞の機能、質はミトコンドリアの機能、質
とよく相関していることから、我々の研究室では造
血幹細胞のミトコンドリア機能、代謝に焦点を当て
研究を行っている。本研究では、オートファジー関
連遺伝子欠損マウス（Atg7flox/flox, Vav-cre）におい
て発生、成長の時期により造血幹細胞へのオートフ
ァジー欠損の影響が異なるのか解析を行った。ミト
コンドリア膜電位においては、幼児期（p５）では野
生型（wt）と Atg７KO の間で差が見られない。しかし、
４週齢、８週齢と週齢を経るとともに wtではミトコン
ドリア膜電位が抑制されるが、Atg７KO では幼児期の
高いミトコンドリア膜電位を保ったままであった（図
１- a）。また、ミトコンドリア内活性酸素の産生では
ミトコンドリア膜電位と同様に幼児期では wt、Atg７
KO の間で差が見られないが、Atg７KO では４週、８週
と週齢を経る内にミトコンドリア内の活性酸素の産生
量が増大した（図１-b）。また、骨髄内の総細胞数、造
血幹細胞の割合を解析したところ、ミトコ
ンドリア膜電位、ミトコンドリア内の活性
酸素量と同様に幼児期では wt と同等の骨
髄細胞数、造血幹細胞の枯渇はみられない
が週齢を追うごとに骨髄細胞、造血幹細胞
の減少がみられるようになった（図 1-c）。
つまり、幼児期の分裂期にある造血幹細胞
はオートファジー非依存的に造血を行っ
ていることを明らかとした。 
また、一方で細胞分裂速度、細胞周期の

解析を行ったところ幼児期では wt、Atg７
KO の間ではこれまでの解析と同様に差が



見られないが、静止期造血幹細胞が出現すると言わ
れる４週齢では wt は静止期造血幹細胞が出現する
ものの、Atg７KO では多数の細胞が細胞分裂を行な
っていた。つまりオートファジーが造血幹細胞の静
止期への移行に寄与している可能性がある（図 1-d）。 
 
⑵オートファジー欠損による造血幹細胞枯渇の機構
解明。 
前項で幼児期造血幹細胞がオートファジー非依存的
に造血を行なっていることを示唆する結果を示した
が、４週齢以降の Atg７KO による造血不全の機構は
不明なままである。他のグループからの報告では Atg
７KO マウス骨髄細胞を８週齢で移植し、その後の末梢
血内でのキメリズムを追うことで８週齢での Atg７KO
ー造血幹細胞が骨髄再構築能を示さないなどすでに示
されている。我々はオートファジーに非依存的に造血
を行なっている幼児期造血幹細胞を wt の細胞と競合
的移植しその後の骨髄再構築の解析を行ったところ、
Atg７KO の骨髄細胞でも骨髄再構築能を示した（図
2-a）。さらに、移植後の末梢血中の分化傾向を解析し
た。通常 Atg７KO ではミエロイド系細胞が増加するが
wt との競合的移植を行なったマウス末梢血中
ではミエロイド系細胞への分化がキャンセルさ
れ、競合的移植により Atg７KO の表現型もキャ
ンセルされることが明らかとなった（図 2-b）。
つまり、オートファジーが欠損することで造血
幹細胞が静止期に移行できない環境になり造血
幹細胞の枯渇が誘導されることを明らかにした。 
 
⑶オートファジー欠損による血球減少により造血幹細
胞は枯渇する。 
Atg７KOー造血幹細胞は、静止期に移行できないために
造血幹細胞の枯渇が誘導されていると示唆される。Atg
７KOマウス末梢血では、厳しい貧血、血球減少を伴う。
さらに、骨髄内で赤血球分化（CD ７１、TER １１９ に
よる染色）の解析を行ったところ、Atg７KO では、赤
血球の分化が CD ７１単陽性の段階で停止しているこ
とが明らかとなった（図 3-a）。また一方で免疫染色に
より骨髄を TER１１９、DAPI により染色した結果、Atg
７KO の骨髄では脱核前の TER１１９陽性細胞が見られ
た。つまり、Atg７欠損により赤血球分裂が障害されて
いることが重ねて証明された。さらに、貧血により造血幹細胞の分裂が開始されるのか人為的
に赤血球を溶血させ貧血を誘導できる薬剤フェニルヒドラジン（PHZ）を野生型マウスに投与し
造血幹細胞の分裂が誘導されるのか解析したところ、PHZ 投与群では顕著に造血幹細胞の細胞
分裂が誘導されることを明らかとした。つまり、Atg７KO は厳しい貧血を含む血球減少を誘導
することで HSC が静止期に移行することを阻害し、持続的に造血幹細胞の細胞分裂を誘導する
ことで造血幹細胞の枯渇を誘導していることが示唆された。 
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