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研究成果の概要（和文）：ヒト造血幹細胞の加齢現象を評価する方法を確立すること、造血細胞移植前後による造血幹
細胞の変化をとらえることを目的とした。具体的には、造血組織における幹細胞を集団としてとらえ細胞分画内の加齢
（老化）現象を観察する方法を実施した。造血幹細胞分画のリンパ球系細胞と骨髄球系細胞の比率で細胞集団の加齢を
評価する方法である。通常加齢マーカーに使用されるテロメア長では造血幹細胞の短期間での加齢現象は証明できない
が、CD34陽性細胞のIkaros/CEPBPa比では15～45歳のヒト造血幹細胞の変化を検出できる。しかしながら、その精度に
課題が残るため、さらに高い精度で検出方法の開発が望まれる。

研究成果の概要（英文）：The purposes of this study were to establish the method of evaluating aging 
process in human hematopoietic stem cells (HSC) and to detect biological variations of HSC induced by HSC 
transplantation. We analyzed aging process of HSC with the use of CD34-positive cell population as a 
substitute for a single HSC. As a result, the ratio of Ikaros/CEPBPa, which are transcription factors of 
lymphoid and myeloid respectively of primitive HSC, can be used as an evaluation method for HSC variation 
at the age of between 15 and 45. Although the precision of this method should be improved with some 
modifications, aging process by HSC transplantation can be shown with this method.

研究分野：医歯薬学
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1.	
 研究開始当初の背景	
 

	
 白血病や再生不良性貧血などの造

血器疾患の根本的治療法として確立

された造血細胞移植術は、骨髄移植、

臍帯血移植、および末梢血幹細胞移植

の総称であり、自己複製能

(Self-renewal	
 capacity)を有する造

血幹細胞を採取して移植する方法で

ある。開発当初は、患児と年齢が近い

HLA 一致同胞ドナーからの提供を受け

ていたが、その後骨髄バンクを介して

の非血縁間移植が可能になり、同胞数

の減少と対象疾患の拡大とともに非

血縁間移植数の増加が著明である。	
 

	
 小児患者は自分より高齢のドナー細

胞を移植されることが多く、自分より暦

年齢が高いドナーの造血幹細胞は，非自

己組織という新しい環境で自身の細胞

年齢をどのように維持できるのであろ

うか。高齢者に発生する骨髄異形成症候

群や白血病は、造血幹細胞の加齢（老化）

現象の一つと考えられている。小児患者

に移植された造血幹細胞が移植後数年

から数十年の間に造血機能を失うこと

や、種々のストレス下で加齢（老化）が

促進され癌化の頻度が高くなることが

懸念される。移植後の長期生存者の晩期

障害として注目されるべき問題である

が、現在までヒトでは解明されていない。	
 

	
 造血幹細胞の加齢に関する研究はマ

ウスで行われてきた。マウス造血幹細胞

で加齢マーカーになりうる指標はテロ

メア、テロメラーゼ活性、活性酸素種

(ROS)の細胞内蓄積、p16INK4a	
 mRNA の増

加、などが報告されてきた。1.2）	
 マウス

では serial	
 transplantation という実

験手法が可能で、移植による造血幹細胞

の加齢（老化）現象が確認されているが、

ヒトでは不可能な方法である。我々はヒ

ト造血幹細胞を CD34 陽性細胞や CD133

陽性細胞として純化し、ヒト造血細胞移

植術によるヒト造血幹細胞の加齢（老化）

現象の解明を目指してきた。一連の研究

で、ヒト細胞のテロメア長は 10 歳以降

では経年的な変化が小さく単独では造

血細胞加齢の指標に利用しにくいこと、

ヒト造血幹細胞内に蓄積される ROS は

移植によって短期的には変動しないこ

とを確認した。また、マウスで検討され

たp16INK4a	
 mRNAはヒト正常造血幹細胞で

の発現は極めて微弱で検出が困難であ

った。これらの結果から、マウス造血幹

細胞で証明されている加齢（老化）マー

カーはヒト造血幹細胞では指標になら

ないことが判明した。	
 

	
 

２．研究の目的	
 

	
 ヒト造血幹細胞の加齢現象を全年齢を通し

て評価する方法を確立すること、造血細胞移

植前後による造血幹細胞の変化をとらえるこ

とを目的とした。具体的には、造血組織にお

ける幹細胞を集団としてとらえ細胞分画内の

加齢（老化）現象を観察する方法を実施した。

個々の細胞加齢を観察するのではなく、造血

幹のリンパ球系細胞と骨髄球系細胞の比率で

細胞集団の加齢を評価する方法である。	
 

	
 

３．研究の方法	
 

（１）研究用健常人細胞、小児がん患者への

移植細胞、移植後患者細胞あるいは研究用臍

帯血細胞から純化したヒト造血幹細胞

(CD34/CD133)陽性細胞に発現する分化関連転

写因子の mRNA 発現量を測定した。	
 

＜細胞純化＞	
 



AutoMACS	
 cell	
 separator で細胞処理し純

化した。	
 

＜遺伝子＞	
 

1)リンパ球系分化：Ikaros	
 

2)骨髄球系分化：C/PBPα	
 

3)自己複製能保持：HOXB4,GATA-2（必要時

検査）	
 

以上を real	
 time	
 PCR 法を用いて定量的に

測定した。	
 

＜評価方法＞	
 

細胞内の参照遺伝子 GAPDH からみたリン

パ球系遺伝子 IKARS と骨髄球系遺伝子

C/EBPαの発現量を Real-time	
 PCR 法で算

出する。凍結細胞も含む種々の年齢の骨髄

CD34 陽性細胞を対象としているので、細

胞の条件を補正する目的で、一つの細胞の

各遺伝子量を１と対象細胞の各遺伝子発

現量との比で算出し、評価対象細胞の

IKAROS/CEPBPAα比を算出した。	
 

	
 

（２）マウスで加齢と相関することが報告さ

れた Wnt5a について、発現量を（１）と同様

に以下の方法で検討した。	
 

1)	
 臍帯血、小児白血病細胞の寛解期の骨髄、

購入した成人骨髄の解凍	
 

2)	
 AutoMACS を用いて CD34 陽性細胞に純化	
 

3)	
 CD34 陽性細胞から Total	
 RNA を抽出	
 

4)	
 RNA の確認	
 

5)	
 cDNA の作成	
 

6)	
 Wnt5a、GAPDH のリアルタイム PCR	
 

	
 

４．研究成果	
 

（１）造血幹細胞の初期分化段階に発現する

転写因子の mRNA 発現パターンを定量的に検

討することで、一定の細胞集団の加齢（老化）

現象を推定できると考え、種々の転写因子か

らリンパ球系で Ikaros、骨髄球系で CEBPA を

選択した（図１）。	
 

【図１】	
 

その結果、ヒト造血幹細胞（CD34/CD133 陽性

細胞）内の転写因子 Ikaros の mRNA 発現量と

造血幹細胞集団としての加齢（老化）との関

係を推測できることがわかった。同時に免疫

系が発達する幼児期の細胞評価は Ikaros で

は加齢（細胞疲弊）を評価しにくいことも判

明した。	
 

	
 患者細胞では 8 歳児の細胞をコントロール

として、15〜45 歳の症例の Ikaros/CEPBPA 比

を対照遺伝子として GAPPDH を用いて比較し

た。	
 

【図２】	
 

	
 

その結果、図２に示したように、15〜45 歳の
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検体では、加齢とともにその比が低下する逆

相関を認めた。	
 造血幹細胞の加齢現象を明確

に表現するためには、臍帯血移植を想定した

乳幼児の検体、また年長者として 40 歳代から

の検体では不十分で、平均寿命に近い高齢者

の検体での検討が必要と考えた。そこで、図

２の 45 歳以下の検体に加えて 50〜86 歳の検

体を加えて検討した。しかし、全年齢での相

関係数 0.048、p=0.71で、加齢と Ikaros/CEBPA

比で相関関係は得られなかった（図３）。	
 

【図３】	
 

	
 

（２）Wnt5a は加齢とともに上昇すると報告

されているので、Ikaros/CEBPa 比に Wnt5a を

加えて年齢との関係を検討した。	
 

【図４】	
 

	
 

	
 

その結果、CD34 陽性細胞ではその傾向が見ら

れたが、図４のごとく、有意に相関すると言

えるレベルではなかった。	
 

	
 またIkaros/CEBPA比とWnt5aは逆相関して

いるが、加齢現象は単純に暦年齢と相関する

ものとは言えず、Ikaros/CEBPa 比が高く、

Wnt5a が低い細胞は、暦年齢に関わらず細胞

学的加齢現象が進んでいない細胞といえる可

能性があると思われた。この方法では、Wnt5a

の発現量は CD34 陽性細胞では弱く、結果の再

現性に課題が残った。	
 

	
 結論として、従来の検討結果と合わせ、通

常加齢マーカーに使用されるテロメア長では

造血幹細胞の短期間での加齢現象は証明でき

ないが、CD34 陽性細胞の Ikaros/CEPBPa 比で

は 15〜45 歳のヒト造血幹細胞の変化を検出

できる。しかしながら、その精度に課題が残

るため、さらに高い精度で検出方法の開発が

望まれる。また、乳幼児と 50 歳以上のヒト検

体での評価はこの方法では難しく、出生児か

ら 80 歳程度までを通して検出する方法がな

ければ、造血幹細胞の移植による変化を再現

性よく示すことが困難である。	
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