
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４４０１

挑戦的萌芽研究

2014～2013

末梢血循環核酸を解析する個体老化評価パネルの開発

Evaluation of aging by using cell-free nucleic acid

２０１７７４８９研究者番号：

金倉　譲（KANAKURA, YUZURU）

大阪大学・医学（系）研究科（研究院）・教授

研究期間：

２５６７０４５１

平成 年 月 日現在２７   ５ １５

円     2,800,000

研究成果の概要（和文）：Wnt関連分子soluble Frizzled-related protein (sFRP)-5を過剰発現するマウスを作製した
。このマウスでは、骨髄中の共通リンパ球前駆細胞以降の分化が障害される結果、末梢血や脾臓のBリンパ球が著明に
減少していた。クロマチン構造調節分子Special AT-rich sequence binding protein 1 (SATB1)ローカスの片アレルに
Tomato遺伝子を導入したレポーターマウスを作製した。造血幹細胞は、Satb1-Tomato陽性・陰性に細分化でき、Tomato
陽性分画細胞では造血幹細胞特性が減弱するとともにリンパ球産生能が亢進していた。

研究成果の概要（英文）： We established transgenic chimera mice to produce soluble Frizzled-related 
protein (sFRP)-5 under the immunoglobulin-kappa promoter. Overexpression of sFRP-5 inhibited B lymphocyte 
differentiation after the level of common lymphoid progenitors, leading to massive decrease of B 
lymphocytes in spleen. On the other hand, sFRP-5 deficient mice showed significant decrease of 
hematopoietic stem cells (HSC) when the mice were stimulated by estrogen. We established reporter mice, 
which monitor Special AT-rich sequence binding protein 1 (SATB1) gene expression. HSC contained two 
populations divided by SATB1-positivity, and the SATB1-positive cells had less HSC characters and more 
lymphocyte production than SATB1-negative cells.
 Therefore, we successfully clarified in vivo roles of sFRP-5 and SATB1 in the lymphocyte production. Our 
results provide useful information to understand HSC aging.

研究分野： 血液内科
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１． 研究開始当初の背景 
 細胞老化は、テロメア短縮など必然的な変
化（プログラムされたもの）の関与が知られ
るものの、DNA やミトコンドリアの損傷など
も関係することが知られている。また、加齢
に伴う細胞機能障害にはエピジェネティッ
ク修飾による遺伝子発現異常が深く関与す
ることも報告されている。リンパ造血組織に
おける細胞老化に関しても、加齢に伴う造血
幹細胞の変化として(1) 高齢者の骨髄内に
は CD34+CD38-の表面形質を示す造血幹細胞分
画比率が増加する (2) 造血幹細胞の細胞増
殖能が低下する (3) 造血幹細胞からリンパ
球への初期分化が障害されている、などが知
られている。老化造血幹細胞のリンパ球分化
障害は、高齢者における繰り返す誤嚥性肺炎
およびワクチン効果不全・自己反応性クロー
ン高出現などの一因と考えられている。我々
は、リンパ球初期分化に関わる分子メカニズ
ムの解明を目指して研究を進めてきた。特に、
クロマチン構造調節分子 Special AT-rich 
sequence binding protein 1 (SATB1)や Wnt
関連分子 soluble Frizzled-related protein 
(sFRP)に着目している。 
 
２． 研究の目的 
 造血幹細胞老化を１つのモデルとして、細
胞老化と関連する分子の同定を試みる。特に、
sFRP による環境変化が造血幹細胞老化に及
ぼす影響や造血細胞におけるSATB1発現調節
機序を明らかにすることで細胞老化に関わ
る分子メカニズムの解明に取り組む。さらに、
血清中に存在する DNA, RNA, miRNA を材料と
した個体レベルにおける老化評価パネルの
作製に取り組む。 
 
３．研究の方法 
(1) Wnt/decorin による環境変化が老化に及
ぼすメカニズムの解析 
Wnt関連分子 (Wnt3a, sFRP-1, sFRP-5, Dkk, 

WIF)に関して、成獣マウスのみ対象蛋白を発
現するトランスジェニックキメラマウスを
作製する。若年マウス／加齢マウスから造血
幹細胞を採取し、培養時の Bリンパ球産生能
や移植時の骨髄再構築能の変化を解析する。 
(2) SATB1 レポーターマウスを用いた SATB1
発現細胞の解析 
SATB1 ローカスの片アレルに赤色蛍光蛋白

質 RFPをノックインした SATB1-RFP レポータ
ーマウスを作製し、SATB1 陽性細胞の発生部
位を解析する。また、SATB1-RFP マウスを用
い て 、 造 血 幹 細 胞 ・ Lymphoid-primed 
multipotent progenitor (LMPP) ・ common 
lymphoid progenitor (CLP)各分画における
SATB1-RFP 発現変化を若年／老齢マウス間で
比較を行なう。 
(3) 末梢血の解析に基づく個体老化評価パ
ネルの作製 
血清から精製した DNAや RNA を材料として、

効果関連候補分子の発現を解析する。 
 
４．研究成果 
老化に伴うリンパ球産生抑制への関与を

in vitro実験系で提唱してきたsFRPとSATB1
について生体内での役割を明らかにするこ
とができた。 
(1) Wnt 関連分子 sFRP 
sFRP-5を免疫グロブリンkappa鎖プロモー

ター下流で発現する（成熟 Bリンパ球が産生
する）トランスジェニックキメラマウスを作
製した。このマウスでは、sFRP-5 過剰により、
末梢血中（図１）・脾臓（図２）の B リンパ
球は著明に減少した。骨髄中の Bリンパ球前
駆細胞では、共通リンパ球前駆細胞以降の分
化段階の細胞が著明に減少していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
sFRP-5 欠損マウスでは、特にエストロゲン

存在下において、造血幹細胞と造血前駆細胞
分画が著明に減少していた（図３）。以上よ
り、sFRP-5 は造血幹細胞レベルには必須であ
るが、高濃度の sFRP-5 は B リンパ球産生を
抑制することが明らかになった。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(2) クロマチン構造調節分子 SATB1 
Satb1 locus の片アレルに赤色蛍光タンパ

ク質(Tomato)を導入した ES 細胞を作製し、
キメラマウスを作製した（図４）。このマウ
スの細胞は SATB1 発現を Tomato 発現として
捉えることが出来る。造血幹細胞は、
Satb1-Tomato 陽性・陰性分画に細分化でき、
cell-sorting により各々の分画を高純度で
回収できた。Tomato 陽性分画細胞では造血幹
細胞特性が減弱するとともにリンパ球産生
能が亢進していた。現在、各分画の遺伝子発
現・分化能力などの性質を、RNA-seq・分化
誘導培養・放射線照射マウスへの移植実験等
により比較検討中である。また、リンパ球分
化に伴う SATB1 発現を解析した。B リンパ球
系への分化について蛍光パターンを解析し
たところ、造血幹細胞から共通リンパ球前駆
細胞までは段階的に Satb1-Tomato の蛍光レ
ベルが上昇し、その後骨髄内分化の進行と並
行して一旦 WT マウスと同レベルまで低下し
た蛍光強度が、特定の分化段階において再上
昇する特徴的な変動パターンを示すことが
判明した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

条件付きノックアウトマウスを Tie2 プロ
モーター下にCreリコンビナーゼを発現する
マウスと交配し、造血細胞特異的な SATB1 欠
損状態を誘導したマウスを作製した（図５）。
そのマウスの血球においては、SATB1 の発現
がほぼ完全にノックアウトできていること
が genomic PCR、western blotting 両方によ
り確認できており、このマウスを解析するこ
とにより、従来は不可能であった成獣マウス
における解析が可能になると考えられる。 

 

(3) ヒト血清を用いた老化関連遺伝子発現 
ヒト血清を用いて老化関連遺伝子発現を解
析することを目的として、予備的検討ではあ
るが、血清中の cell-free nucleic acid(DNA, 
RNA)の精製および PCR に成功しており、予定
している解析実験系を確立できた。今後、候
補分子の発現量を解析していく。 
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