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研究成果の概要（和文）：正常な止血プロセスには骨髄造血幹細胞(HSC)より分化する巨核球(Mk)から血小板が
適切に生成されることが必要である。当研究は、骨髄ニッチにより産生されるサイトカイン, Thrombopoietin
(Thpo)とミトコンドリアによるエネルギー代謝に着目し、ミトコンドリア代謝の制御を介したHSCのMk分化機構
を報告した。また、TPO遺伝子欠損マウスの解析をとおし、Thpo遺伝子欠損マウス由来のHSCはミトコンドリア代
謝を含めた広範囲の代謝変化によりHSCを維持することを認め、報告した。

研究成果の概要（英文）：The production of platelets in the bone marrow requires the differentiation 
of megakaryocytes (Mk) from hematopoietic stem cells (HSCs). This project aimed to delineate how the
 cytokine Thrombopoietin(Thpo) regulates Mk differentiation potential of HSCs. We identified that 
Thpo stimulates mitochondria metabolism in HSCs which skewed HSCs towards Mk lineage 
differentiation. Furthermore, we analyzed Thpo knock out mice and identified that Thpo signaling was
 required for maintaining HSCs in a quiescent state. Our research highlights the significance of 
Thpo signaling in regulating HSC differentiation and maintenance through modifications of 
mitochondria metabolism.

研究分野：実験血液学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
骨髄造血幹細胞の巨核球、血小板系統への分化バイアスメカニズムの詳細はわかっていない。本研究は、サイト
カイン, Thrombopoietin(Thpo)によるミトコンドリアによるエネルギー代謝が造血幹細胞の巨核球分化に関与す
ることを明確にした。生体外におけるHSCの増幅、分化は幹細胞を臨床治療に応用する際に重要であり、本研究
はその手法の開発、改善のために役立つと思われる。また、造血幹細胞機能不全の起こる様々な血液疾患の病態
解明、新規治療開発にも役立つと思われる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
恒常的な血球産生には骨髄造血幹細胞(hematopoietic stem cell: HSC)の維持・増殖・分化が不可欠

である。また、正常な止血プロセスには HSCより分化する巨核球(Megakaryocyte:Mk)から血小板

が適切に生成されることが必要である。HSC は異なる分化能を有する複数のクローンから構成

されており、その一つとして Mkへの分化バイアスを有する HSCの存在が指摘されている。し

かし、Mk はその性質や表面抗原の点で HSC と共通点が見られ、HSC から Mk への分化決定の

メカニズムは依然として不明確な点が多い。申請者は、HSC の Mk への特異的分化能を規定す

る新規因子の同定とそのメカニズムの解明を対象とする研究を行ってきた。近年、HSC の幹細

胞性が解析される中、HSC の中には、個々に異なった特異的な血球系への分化バイアスを有す

る HSCが存在することが報告された(Yamamoto et al. Cell 2013、Sanjuan-Pla et al. Nature 2013)。

これらの報告では、Mkへの分化 biasを有する HSC (Mk-biased HSC)は、巨赤芽球系前駆細胞を

経由したMkへの分化をバイパスする経路の存在が示唆されているが、その制御機構や生理的意

義は未だ解明されていない。また、HSCの分化 biasを規定するメカニズムも解明されていない。 

申請者は、Mkが HSCの未分化性の維持に関わる Thpo を産生し、自己の分化誘導と HSCの

静止期維持に寄与していることを解析した(Nakamura-Ishizu BBRC 2014、Nakamura-Ishizu, JEM 

2015)。しかしながら、Thpoは、同時に HSCの自己複製性増殖を誘発する因子でもある。マウス

に Thpo を投与し HSC の動向を解析した結果、Thpo 投与後短期間で、Mk 因子を高く発現する

HSCが誘導された。これらの HSCは in vitro、in vivoのいずれにおいてもMkへの分化バイアス

を高く示し、Mk-biased HSCと同様の特徴を有していた。そこで、Thpoを投与したマウスの HSC

を単離し、単一細胞 RNA sequencingにより遺伝子発現解析をしたところ、Thpoシグナルによる

刺激下の HSC は mitochondria 関連遺伝子の発現が有意に高い傾向にあることが認められた。こ

れらは、Thpo シグナルにより誘導される HSC の Mk への分化と HSC の mitochondria 代謝が関

連していることを示唆している。しかしながら、Thpoシグナルがどの様に mitochondria代謝を

活性化するのかは現時点では不明である。 

成人 HSC が定着する骨髄は、他の組織や循環系と比較し、低酸素状態にあり HSC は嫌気的

に解糖系代謝に依存することで細胞周期を静止期に維持するとされてきた(Suda et al. Cell Stem 

Cell 2011)。しかしながら、HSCは他の造血前駆細胞と同様に活性のある mitochondriaを保有し、

mitochondria rich HSCと mitochondria low HSCとに分類できる(Vannini et al. Nat Commun. 2016)。

Mitochondria high HSC及び mitochondria low HSCをそれぞれ Thpoシグナルの刺激下で培養した

ところ、mitochondria high HSCは、mitochondria low HSCよりも、Mkへの分化について優位性を

示した。しかし、mitochondriaの数や機能が HSCの分化決定に関連し、あるいは、HSCの代謝

活性が HSCのMkへの分化を規定するという報告はまだ存在していない。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、HSC の直接的な Mk への分化が Thpo シグナルを介した HSC の mitochondria 代謝

により制御されていることを提唱し、その詳細なメカニズムを解析することを目的とする。骨髄

ニッチにより産生される cytokine, Thrombopoietin(Thpo)とその mitochondria代謝の活性能に着目

し、mitochondria代謝の制御を介した HSCの Mkへの直接的分化の決定メカニズムを解析する。

次の(1)及び(2)の問いに対して回答を与えるべく解析を行った。(1) Thpo シグナルはどのように



HSC の mitochondria 代謝を活性化させるのか。(2) HSC の mitochondria 代謝を制御することで

HSCの分化誘導あるいは自己複製性の維持は可能か。通常、静止期 HSCは mitochondria代謝の

活性が低いとされているが、本研究は定常状態及びストレス造血時における好気的代謝が HSC

の Mk への分化運命を決定することを新たに提唱する。当研究結果は、生体内外における HSC

からの効率性に優れた血小板分化誘導に利用できると思われる。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) Thpoシグナルはどのように HSCの mitochondria代謝を活性化させるのか。 
 
(1)の問に関して、生体内での Thpoシグナルによる HSCの mitochondria代謝の活性化及びMkへ

の分化のメカニズムをより精密に解析した。Thpo刺激・非刺激及び mitochondria high/low HSCの

競合的骨髄移植を行い、末梢血小板再構成能を観察する。また、既に作成済みの Thpo遺伝子欠

損マウスから分離した HSCを使用して、Mkへの分化及び mitochondria代謝の活性化の解析を行

う。さらには、Thpo遺伝子欠損マウスに recombinant Thpo又は Thpo受容体 agonist (romiplositim)

を投与し HSCの正常化及び mitochondria代謝の変化を解析し、Thpoによる HSCの mitochondria

代謝の機能及び形態の詳細な解析を行った。より具体的には、mitochondriaマーカー染色による

flow cytometry解析、蛍光顕微解析及び電子顕微鏡解析を行い、ROS産生能及び ATP産生能を測

定した。加えて、Thpo は定常状態での血液循環や骨髄ニッチから HSC に供給されているため、

定常状態の HSCの mitochondria代謝の状態も合わせて考察する。mass cytometry(CyTOF) 解析を

導入し、30種類の重金属ラベル抗体で単一の HSCを染色し発現パターンを解析した。複数のパ

ラメーターを同時に解析できる CyTOFにより、HSCにおけるMk因子及び代謝活性シグナル経

路を解析した。また、Thpo シグナルの刺激による STAT3 及び STAT5 の活性を flow cytometry, 

CyTOFで、mitochondriaへの局在を超解像顕微鏡(Nikon NSTORM)にて検証した。 

 

(2) HSC の mitochondria 代謝を制御することで HSC の分化誘導あるいは自己複製性の維持は可

能か  

(2)の問に関しては、Thpoシグナル刺激による幹細胞の細胞周期変化、アポトーシス誘導、酸化

的ストレスの程度が mitochondria high/low HSC で異なるかを検討した。具体的には、flow 

cytometryによる細胞周期、アポトーシス、酸化的ストレスの評価、qPCRによる関連遺伝子の発

現を解析した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) Thpoシグナルはどのように HSCの mitochondria代謝を活性化させるのか。 
 

まず、Thpo刺激・非刺激及び mitochondria high/low HSCの競合的骨髄移植を行い解析した。

Thpo受容体作動薬の Romiplostimで刺激したマウスより分離した HSCは Thpo非刺激 HSC

と比べ、競合的骨髄移植にて血小板・巨核球分化傾向が強い結果を得られた。また HSCを

TMREにて染色し、Mitochondria機能が高い HSCと低い HSCを競合移植した結果、TMRE 

high HSC は TMRE low HSC と比べ血小板・巨核球分化傾向が強い結果を得られた。TMRE 

high と TMRE low HSC蛍光顕微解析及び電子顕微鏡解析を行ったところ、mitochondria活性が

高く、Mk分化能の高い HSCはミトコンドリア体積が多く、mitochondria cristaeが密に存在する

ことを認めた。CyTOF解析にて、Thpo受容体作動薬の Romiplostimで刺激したマウスより分



離した HSC は Thpo非刺激 HSC と比べ、CD9、CD41 などの Mk マーカーを多く発現し、

pSTAT1、pMAPKなど Thpoシグナル下流タンパクや代謝シグナルを多く発現していること

を認めた。CD9の発現に着目し、CD9を高発現する HSCを解析したところ、CD9の発現が

高いほど mitochondria活性は高く、Mkへの分化傾向が高いことを認めた。また、NSTORM

により、pSTAT3シグナルが TMRE活性の高い HSCでは Mitochondriaに局在することを認

め、Thpo 刺激による HSC の Mk 分化のメカニズムの一つと考えた。これらの結果を 2018 

Cell Reportsにて報告した。 

 

(2) HSC の mitochondria 代謝を制御することで HSC の分化誘導あるいは自己複製性の維持は可

能か  

さらに、Thpo 遺伝子欠損マウスから分離した HSC の解析を行った。Thpo 欠損の骨髄環境

に置かれた HSCは細胞周期が活発に周り、増殖傾向を示すにも関わらず、ミトコンドリア

活性は低い傾向にあり、ATPエネルギーの産生も低い傾向にあることを確認した。Thpo欠

損下において、HSC の数の減少、静止期破綻、およびアポトーシスの亢進を認めた。しか

しながら、Thpo 遺伝子欠損マウスより分離した HSC を競合的的骨髄移植したところ、正

常な骨髄再構築能を示した。これらのことは Thpo欠損による造血幹細胞障害が可逆的であ

ることを示唆している。また、Thpo受容体アゴニストを Thpo遺伝子欠損マウスに投与し、

その長期的な作用を検討した。その結果、Thpo受容体アゴニストは Thpo遺伝子欠損マウ

スにおいて、造血幹細胞の静止性を誘導した。一方、野生型マウスにおいて、Thpo受容体

アゴニストは造血幹細胞の増殖性を誘導した。競合的骨髄移植において、Thpoシグナルを

長期的に与えた Thpo 遺伝子欠損マウス由来の造血幹細胞は野生型マウスの造血幹細胞帆

と比較し、優位に高い造血再構築能を示した。また、Thpo遺伝子欠損マウスと野生型マウ

スの造血幹細胞の RNAシークエンス解析を行い、Thpo遺伝子欠損マウス由来の造血幹細

胞はミトコンドリア代謝を含めた広範囲の代謝関連遺伝子の発現差が認めれら、これらの

遺伝子発現パターンは Thpoアゴニストの投与において正常化する傾向を認めた。 
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