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研究成果の概要（和文）：造血幹細胞は細胞周期をゆっくりと回っている。この静止期性により、幹細胞は外界からの
ストレスを受けにくくなっていて、長期にわたる造血にもかかわらずその消耗を免れていると考えられる。幹細胞の静
止期性は、内的および外的因子によって制御されている。我々は造血幹細胞の代謝を検討し、それらは低酸素性ニッチ
でHIF-1aを発現し、嫌気的代謝を営んでいることを見出した。HIF1-a欠損マウスの造血幹細胞は好気的代謝により、そ
の静止期性を失い、消耗老化が進むことを見出した。

研究成果の概要（英文）：Stem cell maintenance in a haltered cell-cycle state (i.e., quiescence) has been p
roposed as a fundamental property of HSCs. Maintenance of quiescence protects HSCs from functional exhaust
ion and naturally producing extrinsic cellular insults to enable lifelong hematopoietic cell production. H
SC quiescence is regulated through a complex network of cell intrinsic regulations along with extrinsic in
fluences from the microenvironment. Normal HSCs maintain intracellular hypoxia, stabilize the hypoxia-indu
cible factor-alpha(HIF-1a) protein and generate ATP by anaerobic metabolism. In HIF-1a-deficiency, HSCs be
came metabolically aerobic, lost cell cycle quiescence, and finally exhausted.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
幹細胞は、予め幹細胞として運命づけられて
いるというより、周辺の細胞や環境分子 (ニ
ッチ) によって、その動態が影響されると考
えられる。本来、ニッチは、生態学的適所を
意味する概念的な語であったが、我々を含め、
近年の造血幹細胞のニッチ研究は、この数年
間で飛躍的に進展し、その実体を明らかにし
てきた。造血幹細胞は、骨髄の中心部ではな
く、内骨膜周辺  (endosteal region) にある 
(Calvi et al 2003, Zhang et al 2003) 。我々は、
幹細胞は、骨芽細胞 (osteoblastic niche) に接
着して静止期にあること (Cell 2004) 、その
制御に、アンジオポエチン (Ang) / Tie2 (Cell 
2004) 、トロンボポエチン (TPO) / mpl (Cell 
Stem Cell 2008) などのシグナルが関与する
こと、細胞周期制御遺伝子 ATM 遺伝子の破
壊マウスにおいて、活性酸素（ROS）が蓄積
し幹細胞機能が消失すること (Nature 2004) 、
これらの異常が、抗酸化剤投与によって回復
することなどが示してきた (Nat Med 2006) 。
しかしながら、一方、幹細胞は血管周辺 
(vascular niche) に存在するという報告もあり 
(Kiel et al 2005, Sugiyama et al 2006)、造血幹細
胞ニッチに関しては、いまだ論争中で決定的
な見解が得られていない。 
 
２．研究の目的 
 
幹細胞は、多方向に分化すると同時に、未分
化性を維持することのできる細胞である。造
血幹細胞の増殖・分化は自律的に決定される
だけでなく、ニッチによって制御されている。
このニッチが幹細胞の運命にどのように関
わるかを知ることは、幹細胞を制御する上で
もきわめて重要である。本研究では、造血幹
細胞ニッチの構造を組織学的に再解析し、周
辺細胞がいかなる分子機構で幹細胞を制御
しているかを明らかにする。また、幹細胞は
どのような機構で分裂を停止し、静止期を維
持しているかを、低酸素性の幹細胞代謝を通
して検討する。 
さらに、正常造血幹細胞に関する研究をもと
に、白血病幹細胞の ROS制御をはかり、白血
病の新規治療をめざす。 
 
（１）骨髄における造血幹細胞ニッチの組織 
学的構造解析 
 
造血幹細胞のニッチとしては、未分化間葉系
細胞、骨芽細胞、破骨細胞、マクロファージ
および、類洞構造という特徴をもつ血管内皮
細胞が存在する。これらの細胞と造血幹細胞
の位置関係を免疫組織学、透過型ならびに走
査型電子顕微鏡的観察により明らかにする。
内骨膜ニッチを複数の細胞からなる複合体 
(Niche complex) と考え(Blood, 2010)、その構
成細胞・ニッチ分子の特性・機能を理解する。 
また、造血ニッチを静的ではなく、発達・加
齢に伴う動的なものとして捉えるのは独創

的と考える。骨髄造血の成熟に伴うニッチ制
御機構の変化について、造血幹細胞の局在変
化、ニッチ複合体の構成細胞の遺伝子発現と
その造血支持能を解析し、造血幹細胞の質的
変化を規定する機構を解明する。 
 
（２）ニッチ分子の同定とそのシグナル解析な
らびに造血幹細胞の自己複製と静止状態を制
御する系の確立 
 
ニッチ細胞から産生される分子、接着分子を
同定し、それらが幹細胞の維持・分裂にどの
ような作用を及ぼすかを解析する。我々は、
幹細胞は、ニッチに接着して静止期を維持し、
ニッチから離れて活性型幹細胞になると考
えているが、この仮説をより詳細に検証する。
FACS を用いて多様なニッチ細胞を分離し、
遺伝子発現を検索し、その機能を、試験管内
における幹細胞とニッチの再構成実験、遺伝
子破壊マウスの移植実験などにより解析す
る。 
 
（３）低酸素性ニッチにある幹細胞の代謝学的 
研究 
 
前述のように、我々は世界に先駆けて、造血
幹細胞機能における活性酸素種の関与を提
唱してきた。幹細胞老化は、早老を示す ATM
や FOXO3a 変異マウスなどにおいて確認さ
れ、ヒトの骨髄機能不全を説明する機構とし
て注目されている(Nature, 2004, Cell Stem 
Cell, 2007)。我々は、低酸素性ニッチにあっ
てミトコンドリアの少ない幹細胞の代謝学
的特徴をシングルセルメタボローム解析に
より明らかにする。また、DNA損傷を蓄積す
る幹細胞の特性を DNA 損傷反応の面から検
討し、白血病・MDS (骨髄異形成症候群) の
発症機構の解明につなげる。 
 
（４）白血病幹細胞ニッチに関する研究 

 
「造血幹細胞は ROSが低い」という発見に引
き続き、乳がんなどの癌幹細胞においても
ROS が低いことが報告されている。この
ROS 低下は、がん幹細胞の薬剤や放射線に対
する抵抗性を引き起こすと考えられる。そこ
で我々は、正常造血幹細胞および白血病幹細
胞において ROS が低く維持される分子機構
を解析する。次に、白血病細胞においては、
いかにして細胞内 ROS を増加させ、薬剤感
受性を上げうるかを検討する。これにより白
血病の新規治療をめざす。 

 
３．研究の方法 
 
（１）造血幹細胞ニッチの解析 

 
我々は、凍結骨切片の免疫染色を可能にする
ことにより、骨髄の組織学的解析を進める。
今までに、類洞構造をもつ特殊な血管内皮細
胞、破骨細胞、骨芽細胞、および間葉系細胞
の特徴ならびに分化過程を明らかにしてき
た。骨髄内の骨芽細胞は分化度、機能面では
均質ではないことから、内骨膜性ニッチでは、



特定のニッチ細胞が造血幹細胞を維持する
のではなく、間葉系前駆細胞や骨芽細胞を基
本とした複数の細胞系列からなる「ニッチ複
合体」が構成され、その構成細胞が機能分
担・相互作用することで、幹細胞の静止状態
の維持および自己複製能の制御を担ってい
ると考える。 
さらに、骨髄造血の成熟過程における造血幹
細胞ニッチ制御機構の変化、骨髄内での部位
特異性を解析し、時空間的に特異的なニッチ
制御の機構を明らかにすることにより、ニッ
チ複合体と造血幹細胞の相互作用の成立機
構を解明する。 
 
（２）ニッチ細胞の分離、ニッチ分子の同定と
その機能解析 

 
造血幹細胞、骨芽細胞性ニッチ細胞およびニ
ッチ分子の機能を Single Cell Levelで解析し、
ニッチ複合体による造血幹細胞の自己複
製・静止期維持の分子基盤を解明する。また、
骨芽細胞性ニッチ分子の機能を活性化・抑制
することにより、in vivoにおいて造血幹細胞
とニッチ相互作用を制御する系の確立を目
指す。すでに我々は、骨髄に存在する非血液
細胞、非血管内皮細胞分画を分類することに
成功している。興味深いことに、成熟骨芽細
胞は主として N-cadherin, Osteopontinのよう
な接着分子を、間葉系前駆細胞は Ang-1,TPO
のようなサイトカインを分泌していること
が明らかとなりつつある。これをさらに詳細
に解析し、重要ニッチ分子を絞り込む。この
ように、間葉系の細胞を３種類に分けて検討
しているが、いまだ、幹細胞のニッチ細胞を
in situに同定するには至っていない。そこで、
この細胞分画をさらに進め、真に幹細胞を支
持するニッチ細胞をマークし、これを定量化
できるようにする。このことにより、初めて
骨形成に関わるいかなる因子が造血を制御
するのかを知ることができる。 
 
（３）低酸素性ニッチにある幹細胞の代謝学的 
研究 
 
①造血幹細胞の代謝 
低酸素性ニッチに存在する幹細胞の代謝研
究を行う。造血幹細胞は前駆細胞に比し、ミ
トコンドリアの数量が少ないことから、エネ
ルギー代謝は、特異的であると考えられる。
我々は、すでに、造血幹細胞は、酸化的リン
酸化ではなく、解糖系によりエネルギーを得
ていること、その代謝調節に低酸素応答分子
である HIF-1α が関与していることを明らか
にしている(Cell Stem Cell, 2010)。このことは
前述の幹細胞が内骨膜の低酸素性ニッチに
あることとよく一致し、幹細胞が ROSに感受
性が高いこととも関連する。 
 
② ニッチ制御における活性酸素種（ROS）の
役割 
ATM遺伝子の破壊マウスにおいて、酸化スト
レス（ROS）が蓄積し幹細胞機能が消失する 
こと (Nature 2004) 、これらの異常が、抗酸

化剤投与によって回復することなどを示し
てきた(Nat Med 2006) 。毒性だけではなく、
ハエでみられるような分化シグナル作用 
(Nature 2009) も含め ROSの機能を検討する。 

 
（４）白血病幹細胞ニッチに関する研究 
 
正常造血幹細胞・ニッチに関する研究をもと
に白血病幹細胞とそのニッチの特徴につい
て解析する。白血病細胞においては、いかに
して細胞内 ROS を増加させ、薬剤感受性を
上げうるかを検討する。上記の検討をもとに、
白血病幹細胞の ROS 上昇を抑制している分
子を標的とした新規治療の手がかりを探索
する。 
 
４．研究成果 
  
（１） 造血幹細胞ニッチの組織学的構造 

 
骨髄造血のプロトタイプを魚類「腎髄」に探
した。造血は、哺乳類においては骨髄で、魚
類においては腎臓で営まれ、それは腎髄と呼
ばれる。従来、造血の場は、腎臓の間質とさ
れるだけで詳細な検索はなされていなかっ
た。 
① 魚類造血幹細胞マーカー遺伝子の探索 
我々はゲノム情報が豊富なゼブラフィッシ
ュを用いて腎臓 Side Population (SP)細胞を分
離し、マイクロアレイによる網羅的な遺伝子
発現解析を行った。SP細胞（造血幹細胞）と
non-SP細胞（造血前駆細胞や成熟血球など）
とで発現データを比較し、SP細胞で発現増加
の認められる遺伝子を約 1,000 個抽出した。
次に、NCBI のデータベース上に登録されて
いるヒトおよびマウス造血幹細胞のマイク
ロアレイデータを得て、3 種の造血幹細胞で
共通して発現増加している遺伝子を探索し
た。その結果、40個の共通発現増加遺伝子を
抽出することに成功した。これらの遺伝子に
は gata2、id1、egr1など造血幹細胞の機能に
必須な遺伝子が含まれていた。これらの 40
個の遺伝子のうち、ゼブラフィッシュの腎臓
SP 細胞で特異的に発現している jam1a
（junctional adhesion molecule 1a）に着目した 
(Nature, in revise)。 
さらに、ゼブラフィッシュ造血幹細胞の可視
化を試みた。jam1a の遺伝子制御領域の下流
に EGFPを挿入したコンストラクトをゼブラ
フィッシュの胚にマイクロインジェクショ
ンし、安定的に GFPを発現するトランスジェ
ニック系統（ jam1a:EGFP）を確立した。
jam1a:EGFP の腎臓においてフローサイトメ
トリー解析を行ったところ、GFP(+)細胞のう
ちの約 15%が SP細胞と重複していた。次に、
腎臓内の GFP(+)細胞の分布を観察したとこ
ろ、GFP(+)細胞は腎臓内で両側性に分布する
集合管の周囲に認められた。驚くべきことに、
他の造血細胞の多くは腎臓の間質に認めら
れたのに対し、GFP(+)細胞は集合管上皮にお
いて管腔側の上皮細胞間隙に入り込んでい
ることが電子顕微鏡学的観察で明らかにな



った。 
今後、in vivo imaging、3次元の構造解析法を
確立し、造血幹細胞とこれらのニッチ細胞と
の関連を明らかにする。 

 
② 骨髄における静止期幹細胞ニッチの解析 
我々は、静止期幹細胞は成体になって出現し、
胎生期や生後の成長期には存在しないこと
を指摘してきた。多くの研究が、成長期の造
血と成体維持期の造血の違いを指摘してい
る。そこで、成長期と成体維持期の造血幹細
胞とそのニッチの経時的変化を、詳細に検討
した。網羅的なMicroarrayではなく、すでに
集積されている造血幹細胞のデータベース
をもとにFluidigm社のBiomark Systemを用い
て、FACSで分取した幹細胞あるいはニッチ
細胞を Single cellで解析した。出生後、造血
幹細胞において N-cadherinの発現は増加し、
VE-cadherinは減少することを見出した。   
すなわち、乳児期の骨髄では、造血幹細胞の
多くが細胞回転をしていること、骨端にも血
管内皮細胞が多く、成体に近づくにつれて減
少することが明らかとなった。このように幹
細胞の状態およびニッチは、個体発生に伴い
変化すると考える。ことに、乳児期から Young 
Adultへ移行するときに、静止期幹細胞が出
現するという結論は国際的にコンセンサス
を得られている。 
幹細胞の静止期性に関しては、p57(Kip2) 欠
損マウスの解析を進め、本分子が、p27(Kip1) 
と協調して、幹細胞の静止期維持に働いてい
ることを明らかにした。またこのとき Hsc70
の介在が核内輸送に重要であることを示し
た（Cell Stem Cell, 2012）。 
今後、さらに骨髄の個体発生過程で、幹細胞
の静止期性がいかに獲得されるかを、分子的
に明らかにしていく。 
 
（２） ニッチ細胞の分離、ニッチ分子の同定と
その機能解析 
 

①骨髄間葉系細胞を ALCAM 陽性細胞と
Sca1 陽性細胞に分離しその遺伝子発現を検
討した。前者は、骨芽細胞関連遺伝子を発現
し、N-cadherin, Osteopontinなどの接着分子を 
優勢に発現することを認めた。これに対し、 
後者は、より未分化な間葉系細胞で、Ang-1, 
TPO などのサイトカインを発現しているこ
とが分かった。 
さらに、ALCAM 陽性の骨芽細胞とする分画
を Single Cell Levelで検討したところ、骨芽
細胞関連遺伝子を発現せずに、ES関連遺伝子
（Nanog, Oct4, Sox2 など）を発現する細胞群
が存在することが明らかとなった。これらの
細胞は、Ang-1, TPOなどのニッチ因子を発現
しており、今後、この間葉系幹細胞（MSC）
様細胞の同定を急ぎ、その造血への寄与を明
らかにする必要がある。 
これらのニッチ複合体に関する研究成果を
もとに、炎症あるいは抗炎症によって、造血
幹細胞・ニッチはどのような変化を見せるか
を検討した。 

②間葉系前駆細胞が、prostaglandin (PGE) 
刺激によって、Kit ligand、Fgf1、Ang-1、
Tenascin C、Has1といった造血幹／前駆細胞
の維持や増殖に重要なニッチ関連因子を高
発現するようになり、前駆細胞のコロニー形
成能に対する高い支持能を獲得することが
明らかとなった。 
マウスへの 5-FU 投与による骨髄抑制からの
骨髄回復実験において、PGE2 あるいは EP4
アゴニスト投与によって、骨髄回復が促進さ
れることが示され、これはPGE2あるいはEP4
アゴニストの直接的／間接的な造血幹細胞
への作用の結果と考えられた。(Blood, 2013) 
 
③cyclic-di-GMP (c-di-GMP)は、大腸菌やサル
モネラ菌から産生される核酸で、この分子が
造血幹細胞およびそのニッチにどのような
影響を与えるかを検討した。 
c-di-GMP投与により、マウス骨髄造血幹細胞
は減少しその機能も低下した。一方、脾臓で
は、幹細胞の増加が認められた。これにより、 
幹細胞の骨髄からの移動が考えられた。 
c-d-GMPの上記の効果は、STING欠失マウス
では見られなかった。Ang-1, Kit ligandのよ
うなニッチ因子は、骨髄間葉系細胞で低下し、
血管内皮細胞で増加していた。ゆえに、病原
体由来の c-d-GMPは、幹細胞とニッチへの作
用により、造血を変動させることが明らかと
なった。以上、炎症における造血幹細胞の動
態変化に対しての理解を深めた。 
 
（３）低酸素性ニッチにある幹細胞の代謝学的 
研究 
 
骨髄の血管は類洞構造をもち、血流は受動的
であり、酸素飽和度は静脈血より低いと言わ
れている。そこで我々は、低酸素性ニッチに
ある幹細胞の代謝学的特徴を解析した。 
 
①造血幹細胞の代謝 
HIF-1α conditional KOマウス、およびHIF-1α
を分解するVHL遺伝子の conditional KOマウ
スの造血幹細胞の解析により、解糖系代謝が 
亢進していることが明らかになった。さらに 
ピルビン酸から TCA 回路に入る経路を触媒
する pyruvate dehydrogenase kinase (PDK)を制
御することにより、幹細胞を in vitroで維持す
ることが可能となった （Cell Stem Cell, 
2013）。  
今後は、新たな酸素センサーを開発し、骨髄
内微小環境における酸素濃度を正確に測定
する必要がある。また、少数の細胞における
メタボローム解析を可能にして、さらに、幹
細胞の動的代謝を C13-Glucose トレースなど
の技術を用いて解析する。 
 
② ニッチ制御における活性酸素種（ROS 
の役割 
造血幹細胞のニッチへの離脱に、酸化ストレ
スが関与することを明らかにした。抗がん剤
投与などにより、ROS が上昇し、p38 MAPK
が活性化し、N-cadherin が低下し、幹細胞は



ニッチから離れる過程を検証した。また、 
ATM, TERT 両遺伝欠損マウスでは、テロメ
ラーゼ活性とは別のメカニズムで、ROS 抑制
作用が減少して幹細胞機能が酸化ストレス
により低下することを見出した（Blood, 2012）。 
現在、酸化ストレスなどに伴う幹細胞の DNA
損傷反応を前駆細胞のそれと比較している。 
 
（４）白血病幹細胞ニッチに関する研究 
 
幹細胞の加齢変化、がん化の解析を幹細胞、
ニッチの両面から解析した。 
ユビキチンリガーゼ、FBXW7 欠損マウスに
おいては、静止期幹細胞が消失し、T 細胞型
リンパ性白血病が発症することを見出して
いる (Genes Dev 2008) 。前白血病状態として
幹細胞の静止期性の破綻に注目して、その機
構の解析を進めた。FBXW7 をレトロウイル
スを用いて遺伝子導入をすると、幹細胞レベ
ルにおける mycタンパク量が減少し、造血幹
細胞は静止期に入り、造血再構築機能が増加
することを認めた（Blood , 2012）。 
幹細胞におい静止期維持は重要であり、幹細
胞機能と緊密に連関することが明らかとな
った。また、幹細胞は使い捨ての前駆細胞に
比し、長命であり、それゆえに DNA 損傷を
蓄積する傾向がある（論文、準備中）。 
次に、我々は、chronic myelogenous leukemia 
(CML)において、白血病幹細胞ニッチの研究
を行った。マウス造血幹細胞に bcr/ablを導入
し、それらの細胞を移植し CML-Like モデル
を作成した。本モデルでは c-Kit陽性CD25 陽
性細胞（白血病幹細胞および肥満細胞）が増
殖し、IL-6, IL-13などの炎症性サイトカイン
が上昇して、造血ニッチの異常が起きている
ことが明らかとなった。白血病幹細胞ニッチ
が、病態の進行に関与することを見出した
（Blood, in press）。 
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