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研究成果の概要（和文）：申請者は様々な月齢段階の造血幹細胞で、各群50-90細胞分のトランスクリプトーム
を取得した。若齢の造血幹細胞と加齢した造血幹細胞は遺伝子発現では明確に異なるクラスターを形成するがそ
れぞれのグループ内では均一な細胞集団であった。すなわち造血幹細胞は加齢に伴って集団の各細胞が一様な質
的変化を起こすことが見出され、その分
子メカニズムとしては造血幹細胞の自己複製を制御する遺伝子プログラムの発現亢進が示唆された。培養ストレ
スと造血幹細胞の加齢変化との共通点を探るため、培養条件を再検討し、高脂質濃度、低サイトカイン、低酸素
の条件が造血幹細胞を静止期に維持する必要最低限の要素であることを見出した。

研究成果の概要（英文）：The applicants obtained transcriptomes of 50-90 hematopoietic stem cells at 
various ages. Younger hematopoietic stem cells and aged hematopoietic stem cells formed distinct 
clusters in gene expression, but exhibited homogeneous cell populations within each group, 
suggesting that hematopoietic stem cells undergo uniform qualitative changes during the aging 
process.
Elevated expression of self-renewal genes and TPO-related genes were observed. In order to explore 
common mechanisms underlying the functional decline during aging and in vitro culture, the culture 
conditions were re-examined, and  high lipid concentration, low cytokines, and hypoxia were found to
 be the minimum requirement for maintaining hematopoietic stem cells in a quiescent state.

研究分野： 血液内科学

キーワード： 造血幹細胞　ステムセルエイジング　単一細胞RNAシークエンス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
造血幹細胞は骨髄内において、静止期に維持されることを特徴としており、生涯に渡る造血能を維持する役割を
担っている。造血幹細胞は長寿命であるものの、加齢に伴い造血再構築能および正常な分化能を徐々に失い、白
血病などの造血器悪性腫瘍の発生母地となる。本研究によって造血幹細胞の細胞集団が単一細胞レベルで均質に
変容していくこと、その分子メカニズムとして造血幹細胞の自己複製因子が関わっていることを明らかにした。
さらに造血幹細胞を体外で生体内と同様に維持する培養法を見出したことで、今後の加齢造血幹細胞の研究や、
加齢に関連する造血器疾患の治療薬の研究開発にも有用な方法論を報告できた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

造血幹細胞は加齢に伴い造血再構築能および正常な分化能を徐々に失う。その一方、

骨髄中の幹細胞の総数はヒトとマウスのいずれでも増加する。こうした加齢過程の造

血幹細胞の機能低下と数的増加の要因を明らかにすることは、加齢関連血液疾患（易

感染性、慢性貧血、造血器悪性腫瘍）の克服に資する重要な研究課題である。高齢者

では、DNMT3AやASXL1などの造血幹細胞レベルの体細胞遺伝子変異が生じる結果、

10%程度の高齢者でクローン造血（Genovese G et al. NEJM. 2015）が起こることか

ら造血幹細胞の加齢変化の一部は遺伝子変異により説明できる可能性がある。その一

方、大部分のヒト高齢者で造血幹細胞数の増加とリンパ球分化の低下を呈することか

ら（Pang WW et al. PNAS. 2011）、加齢に伴い遺伝子変異によらない変化が造血幹細

胞に生じていることが示唆されている。しかし、加齢造血幹細胞集団の機能変化が、

「正常機能を持つ造血幹細胞の数的な減少」なのか、「全ての細胞の性質の一様な変化」

なのかは明らかではない。 

申請者はこれまでの研究で感染ストレスが造血幹細胞数を減少させるとともに、細胞

分裂を促すことを示してきたが（Cell Rep. 2015, Exp Hematol 2016）、造血幹細胞に

加齢変化をもたらす要因は未だに明らかでない。そこで、これらの予備検討で得られ

た転写因子-エピジェネティック因子相互作用の意義を解明し、細胞分裂と造血幹細胞

の加齢変化の関連を検証することで造血幹細胞の加齢形質を誘導する遺伝子プログラ

ムを解き明かすことを目的とした本研究計画を着想した。 

 

２．研究の目的 

①. 加齢造血幹細胞の自己複製亢進を制御する転写因子・エピジェネティック機構 

上述した自己複製関連遺伝子 Pbx1 と Gata2 がどのように加齢造血幹細胞の自己複製

能亢進や分化能異常につながっているか詳細に明らかにする必要がある。また現時点

でこれらの転写因子の相互依存関係が明らかになっていないため、Pbx1 および Gata2

の発現を制御する転写因子について、加齢で発現変動する遺伝子群（AP-1 複合体、

Ets ファミリー遺伝子等）を中心に解析の幅を広げて、転写因子ネットワークとして

加齢造血幹細胞の自己複製プログラムを明らかにする。また加齢形質をエピジェネテ

ィック因子 G9a/GLP および Dot1l が制御する遺伝子群を、クロマチン免疫沈降-シー

クエンスを含め網羅的に解析し、自己複製プログラムと造血幹細胞の分化異常の関係

を理解する。さらにこれらの因子が in vivo で加齢に影響するかどうか検証するため

に G9a ノックアウトマウスおよび GLP 高発現マウスを用いて造血幹細胞の自己複製

能と分化能を評価する。 

②. 細胞分裂履歴と造血幹細胞の加齢との関係 

造血幹細胞の細胞分裂履歴を GFP 蛍光の高低で（高：未分裂、低：分裂履歴あり）評

価可能な 1 年齢の Scl-tTA:H2B-GFP マウスを用いて in vivo における細胞分裂の有無

が造血幹細胞の加齢に及ぼす影響を scRNA-seq で評価する。特に分裂履歴のある加齢

造血幹細胞において自己複製プログラムのパターンが変わるか（例えば、分裂前の造

血幹細胞は均一な遺伝子発現プロファイルを有していたのに対し、分裂を経た細胞は

自己複製プログラムがより亢進した細胞集団と自己複製プログラムが低下した細胞集

団に二極化するのか、あるいは一様に自己複製能が亢進する/低下するかなど）を評価

する。これにより細胞分裂をしない造血幹細胞が加齢に関わるのかそれとも細胞分裂



をした細胞が加齢に関わるのか、あるいは両者ともが関与するのかを明らかにする。 

③.造血幹細胞の加齢形質回復法の開発 

短期間の G9a/GLP 阻害薬処理および Dot1L 阻害薬処理が加齢造血幹細胞の性質を一

部若齢化させることを見出している。そこで、造血幹細胞-間葉系細胞共培養系を用い

て、加齢造血幹細胞が若齢に近い分化能（リンパ球、赤血球分化能の亢進）を示すよ

う両薬剤の濃度、投与期間を最適化する。更にその条件下で造血幹細胞移植後の赤血

球分化能およびリンパ球分化能を若齢幹細胞と同程度まで改善することが可能である

か検証する。 

 

３．研究の方法 
 

① 造血幹細胞の加齢過程における経時的な単一細胞トランスクリプトーム解析 

10 週齢マウスと 2 年齢マウスの予備的な scRNA-seq 解析から、造血幹細胞の加齢は機能的

な幹細胞の減少ではなく、幹細胞集団全体の均一な変化であることが推定され、内在する

自己複製プログラムの亢進が示唆された。本研究期間中に中間年齢段階（6 ヶ月、1 年齢、

1.5 年齢）の個体での scRNA-seq 解析を本研究課題で実施する。これにより造血幹細胞集

団の加齢変化の遷移状態を明らかにする。特に、中間年齢において、少数の加齢遺伝子プ

ログラムを持つ造血幹細胞が出現してそれらが増幅するのか、全ての細胞が一様に遺伝子

プログラムを徐々に変化させていくのかに着目して解析する。特に前者の場合は加齢に伴

い造血幹細胞のクローン選択が行われていることを示唆するデータとなる。 

 

② Scl-tTA:H2B-GFP マウスによる細胞分裂履歴が造血幹細胞の加齢形質に影響するか

の解析 

Scl-tTA:H2B-GFPマウスはドキシサイクリン(Dox)投与によって造血幹細胞が分裂するたび

に幹細胞の GFP の蛍光が低下するマウス系統であり、GFP 蛍光で造血幹細胞の分裂履歴を

評価可能である。1 年齢の本マウスに Dox を投与し 10 週継続したうえで造血幹細胞集団を

GFPhigh (分裂回数が少ない、あるいは無し)および GFPlow（分裂回数が多い）に分ける。そ

れぞれの造血幹細胞集団を単離し、単一細胞 cDNA ライブラリーを調整し、index 付加後

scRNA-seq を行う。造血幹細胞の加齢特徴的な遺伝子プログラムが分裂履歴に影響するの

か否かを評価する。また、加齢と造血幹細胞の分裂頻度の関係を調べるため、若齢から 2

年齢に至るまで同マウスを Dox 投与後継時的に造血幹細胞分画の GFP 陽性細胞の割合を

解析していく。 



 

４．研究成果 

私たちは若齢から高齢に至るまでに造血幹細

胞の遺伝子発現プロファイルが細胞ごとにど

のように変遷していくかを明らかにするため、

10 週齢、7 ヶ月齢、12 ヶ月齢、18 ヶ月齢お

よび 24 ヶ月齢の各加齢段階の造血幹細胞に

対 し て 単 一 細 胞 RNA シ ー ク エ ン ス

（scRNA-seq）を実施し、経時的な変化を解

析した。10 週齢から 2 年齢に変化する時点で

1.5 倍以上の発現変化を認める 383 遺伝子に

対して主成分分析を実施した（図 1）。その結果 10 週齢と 7 ヶ月齢以上の造血幹細胞

は別々のクラスターを形成

し、7 ヶ月齢以降では明確な

クラスターに分かれなかっ

た。これは、加齢に特徴的

な遺伝子発現プロファイル

が、実際の個体の加齢より

もかなり早期に起こってい

ることを示唆している。ま

た、加齢に伴いクラスター

はより大きな広がりを見せ

ており細胞ごとの遺伝子発

現の多様性は増加している

と考えられる。特に加齢変化を特徴付ける第一主成分（PC1）を特徴付ける個々の遺

伝子発現を見ても、加齢造血幹細胞に

高発現する Selp や Sdpr などは 7 ヶ月

齢から発現が上昇しており、以降明瞭

な違いは認めない（図 2）。 

10 週齢と２年齢の造血幹細胞に限っ

て、scRNA-seq のデータを用いて gene 

set enrichment analysis（GSEA）を

実施したところ、2 年齢の造血幹細胞

では、分化した前駆細胞である多能性

前駆細胞より未分化な造血幹細胞で発

現する遺伝子が 10 週齢造血幹細胞に

比較して enrich していたことから、加

齢に特徴的な遺伝子発現プロファイルはより高い未分化性を示すことが示唆された

（図 3）。 



細胞分裂履歴を評価できる H2B-GFP マウス

を用いて、１年齢時点から 10 週間ドキシサ

イクリンを投与することで、この 10 週間の

間に細胞分裂した造血幹細胞が分裂していな

い細胞と比較してどのような遺伝子発現プロ

ファイルの相違があるかを scRNA-seq によ

って検証した。細胞分裂した造血幹細胞は娘

細 胞 へ ヒ ス ト ン が 分 配 さ れ る た め 、

H2B-GFP シグナルが細胞分裂に伴う希釈に

よって減弱することを用いる。H2B-GFP シ

グナルが強い細胞（H2B-GFP-High）

と弱い細胞(H2B-GFP-Low)を比較し

た。H2B-GFP-Low の細胞は PC1 につ

いて10週齢と2年齢の中間段階にあり、

PC2 については 10 週齢および 2 年齢

と比較して低値を示した（図 4）。両者

の違いは、Mcm2、Mcm6 の上昇や

Ly6a(Sca-1)、Fos の発現低下が顕著で

あった（図 5）。一方加齢関連遺伝子の

上昇はPbx1およびCluにのみ見られ、

SelpやSdprの発現に相違はなかった。

Mcm の発現上昇は加齢変化では認め

られないことから、細胞分裂の影響は

短期的には加齢様変化よりもむしろ細

胞分化に関連していた。 
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