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研究成果の概要（和文）：本研究では、造血幹細胞の増殖・維持・分化を司るサイトカイン 「Thrombopoietin 
(TPO）」の機能において、栄養状態がTPOの分化誘導効果において、重要な役割を果たすことが明らかになっ
た。また、造血幹細胞はクロマチンアクセシビリティを変化させることで、TPOの応答性を制御していた。加え
て、TPOの分化誘導に関しては上記のクロマチンアクセシビリティの変化に加え、Aclyに依存したヒストンアセ
チル化の活性化が必要であることも見出した。さらに、低栄養条+Acly抑制条件下で、造血幹細胞を培養する
と、特に分裂が早い分画において、TPOによる分化誘導が抑制され、幹細胞性を維持された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we found that the regulation of glucose or glutamine uptake 
is important to regulate the differentiation of hematopoietic stem cells (HSCs in the presence of 
Thrombopoietin (TPO）, which have multi-functions in HSCs. In addition, we suggested that HSCs 
regulate TPO responses through changing chromatin accessibility pattern. In addition of the change 
of changing chromatin accessibility pattern, Acly-dependent histone acetylation is required to 
induce the differentiation of HSCs under TPO stimulation. Moreover, the combination between low 
nutrition and Acly suppression contributes to the maintenance of stem-ness especially within the 
rapidly divided HSC fraction.

研究分野： 幹細胞生物学

キーワード： 造血幹細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の結果は、造血幹細胞における「Thrombopoietin (TPO）」の相反する効果が制御されるメカニズムの一
端を明らかにした。さらに、幹細胞研究において、「自己複製・分化誘導の選択機構」の解明は古くからの大き
な問いであり、本研究の成果は、TPO刺激をモデルとして、その機構の解明に寄与したと考えられる。さらに、
TPO刺激と代謝制御が試験管内での造血幹細胞維持に寄与することも見出した。従って、本研究の成果は「造血
幹細胞の増幅・維持が可能な培養条件」の開発に寄与すると考えられ、将来的には、骨髄移植療法の質・安全・
適応の拡大や、造血幹細胞を用いた遺伝子療法にも大きく貢献すると考えられる。

※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 

成人男性の場合、赤血球は約 3,000,000 細胞/秒、白血球は約 300,000 細胞/秒と、膨大な数の

血液細胞が日常的に絶え間なく産生され続けている。これら血液細胞の源であり、体性幹細胞の

一つである造血幹細胞は自己複製能と多分化能を駆使して一生に渡り、この造血システムを維

持し続ける。造血幹細胞は通常、骨随中の“ニッチ”と呼ばれる微小環境に局在し、静止状態で維

持されている (Ito K et al., Nat Rev Mol Cell Biol. 2014; Nakamura-Ishizu A et al., Dev Cell. 2020)。造

血幹細胞の静止状態維持機構の破綻は、幹細胞の消耗・老化を引き起こし、最終的には造血不全

や白血病に至るため、造血幹細胞の静止期維持は造血の恒常性維持において重要な機構である

(Mendelson A et al., Nat Med. 2014; Trumpp A et al., Nat Rev Immunol. 2010)。また最近では、静止期

造血幹細胞は他の前駆細胞と比較して低いミトコンドリア膜電位を示すことも明らかになった 

(Vannini N et al., Nat Commun. 2016)。また、ミトコンドリア活性化に伴い産生される活性酸素は

幹細胞機能の減弱を誘導すること(Ito K et al, Nature. 2004)、幹細胞はミトコンドリア膜電位上昇

を伴い分化すること (Vannini N et al., Cell stem cell. 2019）などから、定常状態時の造血幹細胞に

おいては低代謝状態の維持が幹細胞性維持に重要であると認識されている。 

一方で、放射線照射や 5-フルオロウラシル（5-FU）等の抗癌剤投与で骨髄造血組織が重篤

な損傷を負った状況（ストレス造血）下では、造血幹細胞は分裂を開始し、自己複製分裂で自身

を維持・増幅する一方で、機能的な血液細胞の前駆体（前駆細胞）に分化することで、造血組織

の再構築を主導する(Harrison DE et al., Blood. 1991）。しかしながら、ストレス造血下で分裂誘導

された造血幹細胞が「自己複製」と「分化」を選択するメカニズムに関しては、未だ不明な点が

多い。その理由の一つとして、ストレス造血下では骨髄細胞全体で汎用されている造血幹細胞マ

ーカーの発現が著しく変動してしまうため、造血幹細胞の正確な同定が困難であり、幹細胞の詳

細な解析が進んでいなかった。一方で、申請者はストレス造血下でも integrin β3 や EPCR 等の

一部の幹細胞マーカーは、造血幹・前駆細胞において発現パターンが極めて安定していたことに

着目し、これらを利用してストレス造血下に適応した造血幹細胞同定法を確立した（Umemoto et 

al, EMBO J, 2017）。さらに、申請者はこの方法を応用することで、申請者は造血幹細胞が分裂す

る時に活性化するエネルギー代謝（細胞内 Ca2+ 濃度、ミトコンドリア膜電位、細胞内 ATP 量の

上昇）を、 Ca2+ チャネルブロッカー等を用いて抑制すると、分裂後の幹細胞維持に寄与するこ

とを見出した (Umemoto et al, J Exp Med, 2018)。 

トロンボポイエチン（TPO）は造血幹細胞の自己複製分裂を促すサイトカインとし

て知られる一方、巨核球への分化を誘導する重要因子としても知られている。しかしな

がら、造血幹細胞がTPOの相反する機能をどのように使い分けているメカニズムに関し

ては、未だに分かっていない。SH2B ファミリーに属するアダプター分子である Lnk の

欠損は TPO刺激時のみに、その下流であるJak2/STAT pathway の活性化を亢進させるた

め、Lnk 欠損造血幹細胞は自己複製能亢進モデルとして報告されている。一方で、造血

幹細胞を in vitro で TPOで強く刺激すると Jak2/STAT pathway は強く活性化されるも

のの、分裂後に必ずしも自己複製分裂が優位に誘導される訳ではないことも確認してい

る。従って、Lnk 欠損による造血幹細胞の自己複製能亢進には TPO/Jak2/STAT pathway の活

性化に加え、他の機構の寄与も必要であることが示唆された。 

従って、申請者は 、分裂誘導時の造血幹細胞のエネルギー代謝状態が自己複製分裂・分化



分裂のスイッチとして機能して

いると考え、“抑制的なエネルギ

ー代謝制御”というブレーキの

制御下において、“分裂誘導刺

激 ”というアクセルを同時に強

く踏み込んだときに自己複製

分裂が誘導されるという作業

仮説に至った 

 

２．研究の目的 

本研究では、造血幹細胞の増殖・

維持・分化を司るサイトカイン 

TPO による“分裂誘導刺激”が、

“エネルギー代謝抑制”という特殊

なブレーキの制御下で、自己複製

分裂誘導用にチューニングされ

るという仮説のもと(図 1)、自

己複製分裂誘導に必要なエネル

ギー代謝制御と分裂誘導刺激の条件を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

（a）“幹細胞維持型のエネルギー代謝制御”の特徴の抽出： 

   TPO を用いて、in vitro で造血幹細胞分裂を誘導すると顕著なエネルギー代謝の活性化を

伴い、分裂後に分化してしまう。申請者は予備実験において、TPO 刺激時に Nifedipine 処理（細

胞内 Ca2+ 濃度/ミトコンドリア膜電位の抑制）を用いてエネルギー代謝を抑制すると、分裂後

の幹細胞維持に寄与することを確認している。従って、これらエネルギー代謝抑制が造血幹細胞

のエネルギー代謝の状態に与える影響を比較し、共通点を“幹細胞維持型のエネルギー代謝抑制”

の特徴として抽出する。 

 

（b）エネルギー代謝制御が分裂後の細胞運命に及ぼす影響： 

申請者は準備実験において、5-FU 投与によって骨髄組織損傷後（特に投与 8 日目以降か

ら）、 造血幹細胞は自己複製分裂を通して幹細胞数を増加させるだけでなく、分化分裂により前

駆細胞の供給にも寄与していることを確認している。さらに、5-FU 投与８日目から 9 日目にか

けて造血幹細胞分画中にミトコンドリア膜電位の高い群（ΔmΨHigh）と低い群（ΔmΨLow）が

共存し始めており、これら両者間ではエネルギー代謝制御や分裂後の運命が異なる可能性が考

えられた。 

この可能性を検討するために、5-FU 投与 9 日目の造血幹細胞分画中の ΔmΨHigh とΔmΨLow 

におけるエネルギー代謝の状態を比較する。さらに、 CFSE 標識した両群をそれぞれ別の 5-FU

投与９日目マウス（分裂誘導環境下）に移植し、その後の分裂回数と分裂後の表現型を比較する。

これらの結果から、エネルギー代謝制御の相違が分裂後の細胞運命に影響していることを確認

すると共に、自己複製分裂を優位に示す群のエネルギー代謝制御と上記 (a) において同定され

た“幹細胞維持型のエネルギー代謝抑制”の特徴を比較し、両者の共通点を “自己複製分裂型

図 1. 本研究の仮説 
通常培養条件下における「強い分裂誘導刺激」はエネ
ルギー代謝の活性化を伴って、造血幹細胞の分裂を強
く誘導し、分裂後に分化に至ってしまう（右下）。一方
で、「弱い分裂誘導刺激」による分裂は、エネルギー代
謝の活性化は抑えられ、分裂頻度も低くなるが、分裂
後の幹細胞の維持には十分ではない（左下）。よって、
様々な機構を介して低レベルのエネルギー代謝の維
持させるための「ブレーキ」を踏みながら、分裂誘
導刺激の「アクセル」を同時に強く踏み込んだとき
に造血幹細胞が自己複製分裂に至ると考えた（右中
央から右上）。 



のエネルギー代謝抑制” の特徴として抽出する。 

 

（c）エネルギー代謝が自己複製分裂・分化分裂をスイッチするメカニズム： 

5-FU 投与後４～６日後の比較的「前期」の自己複製分裂造血幹細胞と投与後 9 日目の比較

的「後期」の造血幹細胞分画において、これら両群の遺伝子発現、オープンクロマチン領域を

RNA-Seq、ATAC-Seq、を用いて比較し、変動している因子・経路を抽出する。 

 

（d）エネルギー代謝制御を基盤とした造血幹細胞増幅・維持のための培養条件の確立： 

サイトカイン刺激（特に TPO の濃度）、エネルギー源の制限等の各条件を最適化し、組み合

わることで、“TPO による分裂誘導刺激”によるアクセルの下、“自己複製分裂型のエネルギー代

謝抑制”によるブレーキを in vitro で再現し、造血幹細胞の維持･増幅のための培養条件を確立

する。さらに、（c）において抽出した自己複製分裂誘導の鍵となる因子・経路に対しての阻害剤・

活性化剤があれば、適宜使用して in vitro での自己複製分裂を誘導する。 

 

４．研究成果 

（a）“幹細胞維持型のエネルギー代謝制御”の特徴の抽出： 

  5-FU 投与後４～６日後の比較的

「前期」の自己複製分裂期の造血幹細

胞のグルコース取り込み、細胞内グル

タミン酸（グルタミン）レベルを解析し

たところ、いずれも他の前駆細胞と比

較して、低栄養状態で分裂しているこ

とが明らかになった(図２)。さらに、興

味深いことに、造血幹細胞を低エネル

ギー条件（ATP 産生に必要とされるグル

コース、グルタミン、ピルビン酸を可能

な限り制限した培養条件）下にてTPO存

在下で培養すると、通常培養条件と比

較して、幹細胞性（EPCR の発現）が維持されること、巨核球系細胞の出現が著しく減少するこ

とを見出した。従って、グルコースやグルタミン等の栄養状態が TPO の分化誘導効果において、

重要な役割を果たすことが明らかになった。 

 

（b）エネルギー代謝制御が分裂後の細胞運命に及ぼす影響： 

5-FU 投与後 9 日目の造血幹細胞において、ミトコンドリア膜電位の高い群（ΔmΨHigh）

と低い群（ΔmΨLow）を、それぞれの 5-FU 投与９日目マウス（分裂誘導環境下）に移植し、そ

の後の分裂回数と分裂後の表現型を比較したところ、両者間で大きな差は見られなかった。これ

らの結果から、この時点でのミトコンドリア膜電位の強弱は、定常状態時とは異なり、幹細胞機

能とは相関しないことが分かり、5-FU 投与９日目の造血幹細胞のミトコンドリア膜電位はかな

り流動的であり、不均一性もより高まっている可能性が考えられた。 

 

（c）エネルギー代謝が自己複製分裂・分化分裂をスイッチするメカニズム： 

5-FU 投与後４～６日後の比較的「前期」の自己複製分裂造血幹細胞と投与後 9 日目の比較

図２.自己複製分裂期の造血幹細胞の栄養状態 



的「後期」の造血幹細胞分画において、オープンクロマチン領域を ATAC-Seq で比較したところ、

「前期」から「後期」にかけて前駆細胞関連遺伝子のエンハンサー領域のアクセシビリティが上

昇することが分かった。実際に、両時期の造血幹細胞を TPO 存在下で培養すると、「前期」の幹

細胞からは巨核球系細胞は出現しない一方で、「後期」の幹細胞からは巨核球系幹細胞や CD48＋

前駆細胞が出現することが明らかになった。重要なことに、幹細胞から CD48＋前駆細胞への分

化は完全に TPO に依存していたことから、この現象も巨核球系への分化と同様に TPO による分

化誘導の一つと考えられる。従って、造血幹細胞はクロマチンアクセシビリティの変化が、TPO

の応答性の制御に関与する可能性が示唆された。さらに、CD48＋前駆細胞への分化に関しては上

記のクロマチンアクセシビリティの変化に加え、クエン酸からアセチル CoA の合成を行う酵素

である Acly に依存したヒストンアセチル化の活性化が必要であることも見出した。 

 

（d）エネルギー代謝制御を基盤とした造血幹細胞増幅・維持のための培養条件の確立： 

これまでに、低栄養条件下と Acly 抑制が幹細胞から前駆細胞への分化の抑制に寄与するこ

とが示唆されたため、上記条件を組み合わせて、造血幹細胞を培養した。その結果、通常培養条

件下では CD48＋前駆細胞も巨核球系細胞も TPO 存在下で出現するが、低栄養＋Acly 抑制条件下

では、どちらも出現も著しく抑制された。さらに、通常条件下では、分裂が早い細胞ほど、TPO

依存性の分化が進むことに着目し、低栄養＋Acly 抑制条件下において、同様に分裂が早い細胞

の表現型を検討したところ、興味深いことに分裂した後でも幹細胞の特徴を維持していた。さら

に、通常条件下と低栄養＋Acly 抑制条件下において、分裂が早い幹細胞同士を比較したところ、

低栄養＋Acly 抑制条件下で培養した幹細胞のみ、放射線照射マウスに移植後に生着することが

可能であった。このことから、低栄養＋Acly 抑制条件下において TPO 刺激すると、分化よりも

幹細胞維持に傾くことが示され、幹細胞における TPO の機能制御において代謝調節は非常に重

要であることが明らかになった。 
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