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研究成果の概要（和文）：血液の細胞は、その源になる造血幹細胞から分化成熟するが、生涯に

わたって血液細胞を供給するために幹細胞の多くは静止期にあって枯渇を防いでおり、その機

序は明らかにされてはいない。本研究では、骨髄におけるエネルギー状態とそのメタボリズム

が造血幹細胞の状態に及ぼす影響について解析し、低酸素及び低グルコース状態は造血幹細胞

のエネルギー産生をおさえ、造血細胞の未分化性の維持に関わっていることを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Recently, it is reported that undifferentiated state of hematopoietic stem cells is regulated by 
their environmental factors, such as oxygen concentration. In hematopoietic stem/progenitor 
cells, the environmental glucose concentration and the intracellular energy metabolism are 
involved in the maintenance of stemness and the regulation of proliferation. 
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１．研究開始当初の背景 

造血幹細胞は、自己複製能と多分化能に
よって、造血幹細胞集団を維持し、必要
に応じてすべての系統の血液細胞を枯
渇することなく供給し続けるが、通常の
造血状態ではほとんどが細胞周期の休
止期ｂにあり、また未分化性が維持され
ている。Notch シグナル、HOXB4、ポリ
コーム遺伝子群、酸化ストレスなどが造
血幹細胞の増殖・分化に影響を及ぼすこ
とが報告されてきたが、造血幹細胞の静

止期及び未分化性の維持についてその
全容は明らかではない。申請者らは、造
血幹細胞の静止期および未分化性の維
持についての解析を行うと共に、ヒト臍
帯血の ex vivo増幅法の確立及びその臨
床応用についての研究を行ってきた。そ
の結果、造血幹細胞の休止期の維持には
細胞周期進行の阻害分子 p21INK4A蛋白の
蓄 積 が 必 要 で あ る こ と （ Blood 
100:3512,2002）、自己複製には Notch
による c-Myc の発現誘導が重要である
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こと(J Biol Chem 279:24986, 2004; J 
Biol Chem 280:4929,2005)、造血幹細胞
の維持には NF-kB が必須であることを
明 ら か に し て き た （ J Biol Chem 
279:55578, 2004）。 
近年、造血幹細胞は幹細胞自身が持つ内
因性プログラムとは別に、Niche と呼ば
れる骨髄微小環境によって静止期や未
分化性が維持されていることが明らか
にされている。造血幹細胞が分裂する際、
生じる娘細胞が対称分裂によって２個
の自己と同様の幹細胞となるか、非対称
分裂によって１個の幹細胞と 1 個の少
し分化した細胞(TA 細胞)になるか、ま
たは対称分裂によって２個の TA 細胞に
なるのか、この分裂様式の確率が幹細胞
の未分化性を決定すると考えられる。こ
のような造血幹細胞の運命決定には、
Niche における骨芽細胞との cadoherin、
Tie2、Notch といった接着に関わる因子
を介した情報の伝達や、Wnt、サイトカ
インなどの細胞外因子が重要な働きを
していると考えられている。また、最近
では Niche における酸素濃度が造血幹
細胞の未分化性の維持を担っているこ
とが報告された。さらに我々は、このよ
うな環境因子の一つとして細胞の栄養
状態に着目した。 
飢餓状態において生物の寿命が延長す
ることは古くから知られている。このこ
とは、生物が度重なる飢餓を乗り越えて
主を絶やさず保持する中で獲得してき
た環境への適応能力であると考えられ
ているが、それはあたかも Niche の中で
過度の増殖と分化をおさえて静止期を
維持し、枯渇を防いでいる造血幹細胞の
状態を思わせる。我々は、更に線虫にお
いて飢餓状態での老化の遅延と寿命の
延長を誘導する分子 Sir2 に着目し、そ
の造血幹細胞における機能を明らかに
したいと考えた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

２．研究の目的 

申請者による予備実験では造血幹細
胞・前駆細胞の分画であるマウス KSL
細 胞 (c-KithSca-1+Lin- 細 胞 ) を

pyroninY と hoechst の二重染色により
G0,G1,G2/S/M 期に分別し、それぞれの
細胞内 ATP 濃度を計測したところ G0 期
において最も ATP 濃度が低かった。この
ことより静止期の細胞においてはエネ
ルギーの代謝がおさえられた状態であ
ると考えられた。様々な培地のグルコー
ス濃度において KSL 細胞を培養したと
ころ、低濃度においてより細胞内 ATP
濃度は減少し、増殖が抑制されている事
が明らかになった。以上のことから、環
境のグルコース濃度は造血幹細胞／前
駆細胞内のエネルギー代謝を制御し、そ
の結果細胞増殖を制御していると考え
られ、その機能をさらに詳細に解析する
こととした。また、環境の栄養状態、及
びエネルギー代謝が造血幹細胞／前駆
細胞の自己複製／分化に及ぼす影響に
ついて明らかにする事を目的とする。申
請者による予備実験では、SIRT1 の特異
的阻害剤である nicotinamide(NA)をマ
ウスの造血幹／前駆細胞(KSL 細胞)に
作用させると、造血幹細胞を未分化な状
態で維持できるサイトカイン存在下に
おいても KSL 分画が減少した。また、KSL
細胞を NA で３日間処理すると、コント
ロールの培養を行った細胞と比較して
コロニー形成能が著明に低下した。更に、
SIRT1 に対する SiRNA を KSL 細胞に導入
すると KSL 細胞が減少した。逆に、SIRT1
の活性化剤 resveratrol を添加すると
KSL 分画が増加することを見いだした。
これらから、SIRT1 は造血幹／前駆細胞
の未分化性の維持に関与していると考
えられ、本研究においては造血幹／前駆
細胞の環境における栄養状態が細胞の
運命を制御する際、SIRT1 がどのように
関与しているかについても明らかにす
る事を目的とした。 
 
３．研究の方法 

(1) 環境のグルコース濃度が CD34-KSL 細胞
の増殖と分化に及ぼす影響についての解析 
培養メディウム中のグルコース濃度を変化
させ CD34-KSL細胞を培養した後、KSL 分画に
残っている細胞の比率を計測する。 
(2) 環境のグルコース濃度が細胞の自己複
製に及ぼす影響についての検討 
daughter cell colony assay を行う：FACS 
Aria をもちいて CD34-KSL細胞を 96well 
plate に 1個/well 播種する。顕微鏡かに定
期的に観察し、細胞が２個に分裂した時点で
それらの１個１個の娘細胞を、マイクロマニ
ピュレーターを用いてそれぞれ別のメチル
セルロース培地に移し、10日間程度の培養の
後にコロニーの形態を観察する。または、サ
イトスピンにより MG染色を行い、細胞の形



 

 

態を観察し、コロニーの種類を同定する。そ
の際、療法の娘細胞が mix コロニーを生じた
場合には、対象分裂による自己複製を行った
と考える。 
各グルコース濃度での美容において 細胞
播種から第１回分裂までの時間と mix/mix 
colony pair を小実確立についての統計解析
を行う。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) SIRT1 のエネルギー代謝を介して造血幹
細胞の運命決定における機能とその機構を
明らかにするために、SIRT1 の阻害剤 NA存在
下での培養後において daughter cell colony 
assay を行う。 
(4) ミトコンドリアでのエネルギー代謝の
影響を明らかにするために、ミトコンドリア
阻害剤 DNAP を加えた培養において daughter 
cell colony assay を行う。 
 
４．研究成果 
細胞周期毎のエネルギー代謝の状態を解析
するために、マウス骨髄全単核球と KSL 細胞
をそれぞれpyroninY／hoechstの二重染色に
より G0, G1,S/G2/M に分別した。ATP はグル
コースや脂肪の分解によって得られるエネ
ルギー基質である。各細胞周期における細胞
内 ATP 濃度を測定した。 
全骨髄単核球においてもKSL細胞においても
細胞内 ATP 濃度は G0 期において最も低く、
増殖期で最も高かった。また、NADH は ATP と
同様にグルコース、脂肪の分解過程で得られ
るエネルギー基質の中間体である。KSL 細胞
を PyroninY 染色により G0 期と G1/S/G2M 期
に分別し、それぞれ細胞内の NADH 濃度を測
定したところ、G0 期において NADH 濃度が低
下していた。 
以上より静止期の細胞では細胞内のエネル
ギー代謝が抑制されていると考えられた。 
マウスKSL細胞をグルコース濃度0、50、100、
150、200mg/dl の培地でそれぞれ培養した。
増殖率はglucose濃度依存的に高くなってい
た。また、細胞内の ATP 濃度は day2 では
glucose 濃度依存的に高かったが、day5 にな
ると 150,200mg/dl の glucose 濃度培養にお
いて低下していた。 

マウス骨髄由来KSL細胞を各グルコース濃度
の TPO,SCF,IL-6,Flt3L 含有培地で培養した
後、FACS により KSL 細胞の比率を検索した。 
培地のグルコース濃度を0mg/dlとした場合、
５日後の KSL 細胞は 20％であったのに対し、
200mg/dlでは 5％で培地のグルコース濃度に
依存し、KSL 細胞の比率が減少していた。 
環境のグルコース濃度による分化制御のメ
カニズムを明らかにするため、それぞれのグ
ルコース濃度での培養の後、一回分裂時の
daughter cell を用いてsingle cell colony 
assay を行い、コロニーの形状を観察した。 
培地グルコース濃度50mg/dlまたは200mg/dl
の培養の後、それぞれの daughter cell 
colony assay を行った。グルコース濃度
50mg/dl では 44％の KSL において両方の
daughter cell が mix colony を形成したのに
対し、200mg/dl では 22％で mix colony のペ
アが観察された。また、sorting から１回分
裂までの時間は 200mg/dl の培養条件でより
短かった。 
すなわち、低栄養状態は造血幹細胞の細胞周
期を遅延し、分裂時においては分化よりも自
己複製を促進すると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
マウス KSL 細胞を SIRT1 阻害剤 NA 存在下で
培養した際にはグルコース濃度50mg/dlの培
養においても培養後の KSL 細胞の比率は
200mg/dl の培養と有意差はなく、また mix 
colony 形成能の促進も認めなかった。 
すなわち低栄養状態における自己複製の促
進は SIRT1 を介して行われると考えられた。 
マウス KSL 細胞を、SIRT1 阻害剤NA存在下で
培養した際にはグルコース濃度50mg/dlの培
養においても培養後の KSL 細胞の比率は
200mg/dl の培養と有意差はなく、また mix 
colony 形成能の促進も認めなかった。 
すなわち低栄養状態における自己複製の促
進は SIRT1 を介して行われると考えられた。 
(1) G0 期にあるマウス KSL 細胞では細胞内の
ATP、NADH の濃度が増殖期の細胞に比べて低
下していた。 
(2) 細胞外の低グルコース濃度はマウス KSL
細胞内の ATP 産生を抑制し、細胞増殖を抑制
した。 
(3) 細胞外の低グルコース濃度はマウス KSL
細胞の分裂時において分化を抑制し、自己複
製を促進した。 



 

 

(4) SIRT1 阻害剤 NAは低グルコースによる分
化の抑制、自己複製の促進を解除した。 
(5) ミトコンドリア阻害剤DNPは高濃度グル
コースの培養においてもマウスKSL細胞に分
化抑制と自己複製の促進をもたらした。 
以上より、造血幹細胞においては環境におけ
る栄養状態によって静止期および未分化性
の維持が制御されている可能性が示唆され
た。 
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