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研究成果の概要（和文）：我々は、シェルタリン因子TIN2がミトコンドリアに移行すると、活性酸素種の産生を
亢進させて、造血幹細胞の自己複製能を低下させることを明らかにした。また、別のシェルタリン因子POT1と
TPP1は、TIN2のミトコンドリア移行を抑制することを見いだした。
一方、白血病幹細胞(L-GMP)では、ミトコンドリアTIN2が増加し、エネルギー代謝を制御している可能性が考え
られた。しかしながら、L-GMPにTIN2を過剰発現させると、増殖が抑制されたことから、さらなる検討が必要で
あると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Shelterin complex (consisting of POT1, TPP1, TIN2, TRF1, TRF2, and RAP1) 
play essential roles in maintaining HSC function. We found that TIN2 localized in the mitochondria 
of HSCs increased reactive oxygen species (ROS) production and decreased self-renewal capacity. POT1
 and TPP1 contributed to inhibiting the mitochondrial transfer of TIN2.  On the other hand, TIN2 
expression was upregulated in leukemic GMP (L-GMP), which possibly contributes to the energy 
metabolism in mitochondria in L-GMP. However, overexpression of TIN2 in L-GMP inhibited 
proliferation. Therefore, we need further investigation to clarify the function of mitochondrial 
TIN2 in leukemic stem cells.

研究分野：幹細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、シェルタリン因子TIN2がミトコンドリアに移行した場合、正常造血幹細胞では自己複製を抑制する
が、白血病幹細胞では増殖に働くということを見出している。ミトコンドリアTIN2が正常幹細胞とがん幹細胞で
異なる作用をもつという点は、新規性の高い成果であると考えられる。
今後、TPP1とPOT1aのタンパク導入によるミトコンドリアTIN2の機能抑制は、正常造血幹細胞の体外増幅と白血
病幹細胞の抑制の両方に応用が可能であり、再生医療とがん治療の発展に同時に貢献出来ると考えられる。

※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 
染色体末端のテロメアは、細胞の老化やがん化に関わる重要な領域であり、Shelterin 複合体

(POT1, TPP1, TIN2, TRF1, TRF2, RAP1)によって保護されている 1。我々は、POT1a が DNA 修復
応答の抑制に加え、酸化的リン酸化と活性酸素種(reactive oxygen species: ROS)産生を抑制
することで、造血幹細胞の自己複製の維持と老化抑制に働くことを明らかにした 2。 
また、別のシェルタリン因子 TIN2 は、TPP1 および POT1 と結合して核内に移行し、テロメア

の保護に働くが、TPP1 との結合がない場合はミトコンドリアに移行して代謝制御に働くことが
知られている 3。ミトコンドリアに局在する TIN2(以下「ミトコンドリア TIN2」とする)は、活性
ROS の産生を誘導し、低酸素環境下では HIF1αが誘導されて、酸化的リン酸化の抑制と解糖系の
促進が起こる。 
造血幹細胞では、加齢やさまざまなストレスによって POT1a と TPP1 が減少し、TIN2 量が相対

的に多くなることで、ミトコンドリア移行が亢進すると考えられた(図 1)。実際に、造血幹細胞
に TIN2 を過剰発現すると、ROS 産生が亢進して、造血幹細胞の骨髄再構築能が失われることを
見出していた。また、通常酸素下で培養した造血幹細胞では、TIN2 がミトコンドリア内に移行
し、ROS 産生が増加して幹細胞機能が障害
された。一方、急性骨髄性白血病(AML)の
幹細胞分画(L-GMP)では、正常な造血幹・
前駆細胞と比べて TIN2 の発現レベルが高
く、ROS 産生が亢進しているものの、AML
発症を誘導することができた。 
これらの結果から、正常造血幹細胞の機

能維持には、TIN2 のミトコンドリアへの
移行を抑制することが重要であるのに対
し、白血病幹細胞では、ミトコンドリア
TIN2 が増殖・維持に必要なエネルギー代
謝制御に関与していることが考えられた。 
 
２．研究の目的 
正常造血幹細胞では、POT1、TPP1、TIN2 は複合体となって核内に移行し、Shelterin として機

能することで自己複製能の維持に働くが、ミトコンドリア TIN2 は自己複製能を障害する。一方、
白血病幹細胞では、ミトコンドリア TIN2 がエネルギー代謝を制御し、増殖・維持に寄与してい
る可能性が考えられた。また、白血病幹細胞は細胞内 ROS レベル高いことから、正常幹細胞とは
異なる ROS 抵抗性あるいは生存機構を持つことが予想された。そこで本研究では、TIN2 の細胞
内局在の変動が造血幹細胞の機能に与える影響を明らかにするとともに、白血病幹細胞におけ
るミトコンドリア TIN2 を介したエネルギー代謝調節機構と ROS に対する抵抗性・生存優位性を
規定する機構を明らかにすることを目的とした。さらに、正常造血幹細胞との「違い」を基に、
がん治療のための新規標的を同定し、がん幹細胞の選択的除去に向けた技術基盤を確立するこ
とを目指して研究を行った。 
 
３．研究の方法 
(1)正常造血幹細胞における TIN2 の機能解析 
TIN2 は TPP1・POT1 と結合することで核内に移行し、Shelterin 複合体を形成する。したがっ

て、POT1 と TPP1 は TIN2 の細胞内局在の制御に何らかの働きをもつと考えられる。そこで、Pot1a
ノックアウト(KO)マウス造血幹細胞における TIN2 の局在を解析し、さらに、Pot1a KO 造血幹細
胞の ROS 産生レベルを解析した。また、レトロウイルスを用いて造血幹細胞に TPP1 を導入し、
TIN2 の細胞内局在、ミトコンドリア膜電位、ROS 産生に及ぼす作用を解析した。 
TIN2 の N末端にはミトコンドリア移行シグナル(mitochondrial targeting sequences, MTS)

と TPP1 の結合に必要な Tpp1/Trf2 recruit domain (TRD)が重複しており、TIN2[F37D/L38E]変
異体は TPP1 との結合がないためミトコンドリアに偏在する 3。そこで、TIN2[F37D/L38E]を発現
するレトロウイルスを作製し、造血幹細胞に導入して TIN2 をミトコンドリアに偏在させた条件
下で造血幹細胞の代謝活性化と骨髄再構築能の変化を解析した。 
 
(2)白血病幹細胞における TIN2 の機能解析 
マウス Lin-Sca-1+c-Kit+(LSK)CD127-細胞にレトロウイルスを用いて MLL-AF9を導入し、骨髄移
植によってAMLを発症したマウスからL-GMP分画(Lin-c-Kit+Sca-1-CD127-CD34+FcgR+GFP+)を分離
した。次に、L-GMPと正常GMP(n-GMP)(Lin-c-Kit+Sca-1-CD127-CD34+FcgR+GFP-)について、Shelterin
因子 POT1a, POT1b, TIN2, TPP1 の発現を解析した。さらに、L-GMP にレトロウイルスを用いて
TIN2 を追加導入し、TIN2 の過剰発現が L-GMP の増殖に及ぼす影響について解析を行った。 
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(3)細胞膜透過性 Shelterin タンパクの作製 
造血幹細胞および L-GMP に Shelterin 因子群を導入するため、細胞膜透過性の可溶型タンパ
クを作製した。本研究では、これまでに我々が使用してきた membrane translocating motif 
(MTM)タグに代えて、6 ́  His タグ + 核移行シグナル(NLS)を付与した可溶型タンパクの作製・精
製を行った。 
 
４．研究成果 
(1)正常造血幹細胞における TIN2 の機能解析 
造血幹・前駆細胞を標識できる Runx1 Enhancer4の制御下で CreERT を発現するマウス(シンガ
ポール国立大学がん科学研究所より供与)と Pot1aflox/floxマウスを交配し、タモキシフェン投与
によって造血幹細胞で Pot1a を欠失させた後、TIN2 の局在を解析した。その結果、野性型造血
幹細胞では TIN2 は核内に存在していたが、Pot1a KO 造血幹細胞では、ミトコンドリアに局在す
る TIN2 が増加していた(図 2A)。また、Pot1a KO 造血幹細胞では、ミトコンドリア膜電位の上昇
と ROS 産生の亢進が見られた。 
造血幹細胞の増殖を活性化させると、

POT1a と TPP1 の発現量が減少し、相対的に
TIN2 の量が増加して、ミトコンドリア TIN2
が増加すると予想された。そこで、LPS およ
び Poly(I:C)をそれぞれマウスに投与し、造
血幹細胞を活性化した際のTIN2の局在を検
討した。その結果、予想通り、LPS および
Poly(I:C)投与したマウスの造血幹細胞で
は、いずれもミトコンドリア TIN2 の著しい
増加が見られた(図 2B, 2C)。 
次に、造血幹細胞に TPP1 を導入し、培養
後のミトコンドリアTIN2の細胞内局在と代
謝の活性化に及ぼす作用を検討したとこ
ろ、TPP1 の導入によって、TIN2 のミトコン
ドリア移行が抑制され(図 2D)、ROS 産生も
低下することが分かった。 
次に、TIN2[F37D/L38E]を導入し、TIN2 の

ミトコンドリアへの偏在が造血幹細胞の機
能に及ぼす影響を検討したところ、ミトコ
ンドリア膜電位の増加と ROS 産生の亢進が
見られた。さらに、骨髄移植実験の結果、
TIN2[F37D/L38E]導入造血幹細胞は骨髄再
構築能が著しく低下した(図 3)。 
以上の結果から、正常造血幹細胞では

POT1a および TPP1 が TIN2 のミトコンドリ
ア移行を抑制することで、未分化性を維持
していると考えられた。 
 
(2)白血病幹細胞における TIN2 の機能解析 
L-GMP では、ミトコンドリア TIN2 が増加し、ROS 産生が亢進していたことから、ミトコンドリ

ア TIN2 が血病幹細胞の増殖・維持に必要なエネルギー代謝に関わることが想定された。まず、
L-GMP と n-GMP について、POT1a、TPP1、TIN2 の発現レベルを解析したところ、L-GMP では n-GMP
と比べて、POT1a、TIN2 の発現の上昇し、その一方で TPP1 の発現が低下していることが分かっ
た(図 4A)。この結果から、L-GMP では POT1a、TPP1、TIN2 の量的不均衡が生じることで、ミトコ
ンドリア TIN2 が増加したと考えられた。 
次に、MLL-AF9を導入して作製した L-GMP

に対して、TIN2 をレトロウイルスによって
追加導入し、TIN2 量を過剰に増加させた場
合の L-GMP の増殖を検討した。その結果、
L-GMP であっても、TIN2 が過剰に存在する
と増殖が抑制されることが示された(図
4B)。しかしながら、この実験では、レトロ
ウイルスを 2 度にわたって感染させている
ことから、実験操作自体が細胞増殖・生存
に影響した可能性も考えられた。そこで、
今後は細胞膜透過性タンパクを用いること
で、ウイルスベクターを用いずに TIN2 を導
入する必要があると考えられた。 
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(24時間後)、(D) TPP1を過剰発現した造血幹細胞
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図4. L-GMPにおけるShelterin因子の発現と増殖に対するTIN2の作用
(A) n-GMPとL-GMPにおけるPot1a，Tpp1，Tin2の発現比較
(B) レトロウイルスを用いたTIN2の過剰発現によるL-GMPの増殖抑制
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(3)細胞膜透過性 Shelterin タンパクの作製 
POT1 は MTM タグを付与したタンパクを作製した。一方、TPP1 は同じ方法(MTM タグ付加バージ
ョン)では十分な量が得られなかった。MTM タグは疎水性で不溶性封入体を形成しやすく、また、
精製が難しいケースが多いため、代替策として 6 ´ His + NLS を用いた TPP1 タンパクの作製を
行った。これまでに、TPP1 の可溶型タンパクを効率よく作製・精製することができ、さらには
得られたタンパクが細胞膜透過性を持っていることが確認できた。 
 
これまでの研究成果から、正常造血幹細胞では、TIN2 のミトコンドリア移行を抑制すること

が自己複製能の維持に重要であることが明らかとなった。一方、白血病幹細胞では、ミトコンド
リア TIN2 がエネルギー代謝の制御に関わるものの、ミトコンドリア TIN2 が過剰になりすぎる
と、増殖が抑制される可能性を示唆するデータも得られたことから、より詳細かつ慎重な検討が
必要であると考えられた。 
今後の展開としては、L-GMP に TPP1 と POT1a のタンパクを導入し、TIN2 のミトコンドリアへ

の局在を抑制することで、移植実験系で白血病発症を抑制できるか検討する予定である。 
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