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研究成果の概要（和文）：老化に伴う造血幹細胞の機能低下には、DNA損傷の蓄積による分裂制御の異常が関連
すると考えられる。我々はシェルタリン複合体分子Pot1aがDNA損傷を抑制して、造血幹細胞の自己複製分裂能の
維持に働くことを明らかにした。さらに、Pot1aの導入により老化幹細胞の機能回復が見られた。加えて、Pot1a
は、酸化的リン酸化関連遺伝子およびmTORの発現抑制、活性酸素の産生抑制に働く、テロメア非依存的な機能を
持つことを新たに見出した。これらの結果から、Pot1aはDNA損傷の抑制 (テロメア依存的機能) と、テロメア非
依存的機能によって造血幹細胞の機能維持、老化幹細胞の機能回復に働くことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Hematopoietic stem cells (HSCs) maintain life-long hematopoiesis by their 
unique ability to both self-renew and differentiate along multiple lineages. The decision of stem 
cells to undergo self-renewal or differentiation occurs through asymmetric and symmetric cell 
divisions. However, age-related accumulation of intracellular stress such as DNA damages can 
negatively affect their divisions and thereby inhibit HSC function. 
Here, we found that Pot1a, a component of telomere-specific protein complex Shelterin, improved HSC 
activity during aging by protecting telomeres against DNA damage and preventing metabolic 
alterations and the production of reactive oxygen species. Transduction of Pot1a maintained the 
ability of HSCs to undergo the self-renewal division in culture. These data suggest that Pot1a 
supports HSC function via telomeric and novel non-telomeric roles and indicate that Pot1a is 
essential for the protection of HSC function and maintenance of healthy aging.

研究分野： 幹細胞生物学

キーワード： 造血幹細胞　Pot1a　テロメア　非対称分裂
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１．研究開始当初の背景	
	 造血幹細胞の機能は生涯にわたる造血シス
テムの維持に重要であるが、加齢や細胞分裂
の繰り返しによってDNA修復応答シグナル
(DNA	damage	response:	DDR)が蓄積し、自己
複製能の低下と分化の障害が生じることが報
告されている(Rossi	et	al.	2005;	2007)。特
に、染色体末端のテロメア1本鎖DNA領域は、
その構造からダメージを受けたDNAと誤って
認識され、不要なDDRシグナルが働く可能性が
高いことが知られている(de	Lange	2009)。	
	 我々は、加齢の進行に伴う造血幹細胞の自
己複製能の低下と分化障害には、対称･非対称
分裂の制御機構の異常が関連していると想定
しているが、その詳細な制御機構は不明な点
が多い。	
	 幹細胞は分裂に際して、幹細胞を2個生み出
す対称性自己複製分裂、幹細胞と前駆細胞を1
個ずつ生み出す非対称分裂、さらに前駆細胞
を2個生み出す対称性分化分裂を行う。すなわ
ち、造血幹細胞プールの維持には、適切な細
胞分裂制御が重要であると考えられる。	
	 これまでに我々は、造血幹細胞の細胞分裂
のシングルセル解析を行い、造血幹細胞の第1
回目の細胞分裂により生じる1組の娘細胞ペ
ア(paired	daughter	cell:	PDC)のシングルセ
ル遺伝子発現プロファイルを機械学習モデル	
support	vector	machine	(SVM)で分析するこ
とで、娘細胞が幹細胞として維持されたのか、
それとも前駆細胞に分化したのかを判定し、
造血幹細胞の対称性自己複製分裂、非対称分
裂、対称性分化分裂を鑑別する手法(PDC-SVM
解析)を確立した。これまでに、幼若期(4週齢)
および若年成体(8週齢)マウス造血幹細胞の
分裂様式を解析し、4週齢の造血幹細胞は対称
性自己複製分裂の頻度が高く、成体(8週齢)に
なるとその頻度が低下することを見出してい
る。これは、マウスの成長に伴う造血幹細胞
数の増加と相関するものと考えられた。しか
しながら、老化に伴う造血幹細胞の分裂様式
の変化のメカニズム、さらにはDNAダメージ制
御との関連は不明であった。	
	 一方我々は、テロメア保護に働くシェルタ
リン複合体分子の1つであるProtection	 of	
telomere	 1a	 (Pot1a)が造血幹細胞に高発現
すること、さらにその発現が加齢に伴い著し
く低下することを明らかにしている。さらに、
Pot1aは造血幹細胞のテロメアをDDRから保護
し、自己複製能の維持に働くことを見出した。
これらの知見から、幹細胞の老化に伴う自己
複製能の維持にPot1aによるテロメアDDRの抑
制が関わっていると考えられた。	
	
２．研究の目的	
	 老化に伴う造血幹細胞の自己複製・分化の
障害には、DNA損傷による造血幹細胞の対称･
非対称分裂制御機構の異常が関連していると
予想される。我々は、Pot1aが造血幹細胞のテ
ロメアDDRの抑制と自己複製能の維持に働く
ことを見出しており、テロメアDDRシグナルか

らの保護が造血幹細胞の分裂制御機構の維持
にも重要な働きをもつと考えられた。	
	 そこで本研究では、以下の項目を目標とし
て研究を行った。	
(A)老化に伴う造血幹細胞の対称・非対称分裂
制御の変化を明らかにする。	
(B)造血幹細胞の分裂制御における、テロメア
DNA領域の安定性維持の意義を明らかにする。
そのため、Pot1aを導入してDDRを抑制するこ
とで、造血幹細胞の自己複製分裂の誘導、老
化造血幹細胞の機能が回復するか明らかにす
る。	
(C)Pot1aによる造血幹細胞の自己複製能の維
持機構を明らかする。	
	 以上の研究により、造血幹細胞の老化に伴
うDNA損傷からの保護と細胞分裂制御、さらに
自己複製能の維持の関連を明らかにし、造血
幹細胞の動態制御、老化抑制の技術基盤確立
を目指す。	
	
３．研究の方法	
(1)老化造血幹細胞の細胞分裂解析	
	 加齢に伴う造血幹細胞の細胞分裂パターン
の変化を明らかにするため、4週齢(young：Y)、
8週齢(adult：A)、1.5年齢(old：O)	の造血幹
細胞と前駆細胞の遺伝子発現プロファイルを
機械学習モデル(人工神経回路網、Artificial	
Neural	Network:	ANN)に学習させて、細胞分
裂後のPDCの分裂パターンの解析を行った(図
1)。	

	
(2)Po1aによる造血幹細胞の細胞分裂制御	
	 細 胞 膜 透 過 性 タ グ (membrane	
translocation	 motif:	 MTM)を付与した可溶
型Pot1aタンパク(MTM-Pot1a)を作製した。さ
らに、MTM-Pot1a存在下で造血幹細胞の培養を
行い、PDCの分裂パターンをTie2(幹細胞マー
カー)とCD48(前駆細胞マーカー)の免疫染色、
およびコロニーアッセイにより解析した。	
(3)Pot1aによる老化造血幹細胞の機能回復	
	 若年(8週齢)と加齢(90週齢)造血幹細胞を
MTM-Pot1a存在下で10日間培養し、培養後に造
血幹細胞分画を分離して、DDRレベルを明らか
にすると共に、骨髄移植実験による機能解析
を行った。	
(4)Pot1aによる造血幹細胞維持の分子機構の
解明	
	 造血幹細胞にPot1aの過剰発現あるいは
MTM-Pot1aタンパクの導入を行い、遺伝子発現
の変化を解析した。また、Pot1aをノックダウ
ンした造血幹細胞についても同様遺伝子発現
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図 1.　機械学習モデルを用いた造血幹細胞のシングルセル分裂解析



解析を行った。	
	
４．研究成果	
(1)老化造血幹細胞の細胞分裂解析	
	 加齢に伴う造血幹細胞の細胞分裂パターン
の変化をANNにより解析したところ、幼若造血
幹細胞(4週齢)は対称性自己複製分裂の頻度
が多いのに対し、若年造血幹細胞(8週齢)では、
非対称分裂が増加した。さらに、加齢造血幹
細胞(1.5年齢)では、ほぼ全ての幹細胞が対称
性に分化することがわかった。これらの結果
から、造血幹細胞は老化に伴い、自己複製分
裂能が失われ、その結果として幹細胞が枯渇
することが明らかとなった(図2)。	

	
(2)	Po1aによる造血幹細胞の細胞分裂制御	
	 造血幹細胞にMTM-Pot1aを導入あるいはし
て8日間培養し、培養後に再度造血幹細胞を分
離、培養(2日間)して、PDCのTie2とCD48の免
疫染色結果から、以下の様に細胞分裂パター
ンを分類した(図3)。	

	
その結果、Pot1aを導入した造血幹細胞はコン
トロールと比較して、対称性分化分裂の頻度
が低下し、対称性自己複製分裂の頻度が増加
した。逆に、Pot1aをノックダウンして培養(7
日間)した場合は対称性分化分裂の頻度が増
加し、非対称分裂の頻度が低下することが明
らかになった(図4)。	

	
	 また、MTM-Pot1a存在下で造血幹細胞を2日
間培養し、得られたPDCのコロニーアッセイを
行い、得られたコロニーの性質をPDC間で比較

することにより細胞分裂パターンを解析した。
その結果、MTM-Pot1aによってPDCの両方が多
分化能を持つnmEMコロニー	 (n:	 好中球,	 m:	
マクロファージ,	 E:	赤血球,	 M:	巨核球)と
なるペア(nmEM-nmEMペア)の頻度が増加する
ことが分かった(図5)。	

	
	 これらの結果から、Pot1aは造血幹細胞の自
己複製分裂能(対称性自己複製分裂と非対称
分裂)の維持に関わることが示唆された。	
	
(3)Pot1aによる老化造血幹細胞の機能回復	
	 90週齢の老化マウス造血幹細胞にMTM-
Pot1aを導入して培養し、骨髄移植を行ったと
ころ、老化造血幹細胞の骨髄再構築能の改善
が見られた。さらに、老化造血幹細胞のコン
トロール培養群では、ドナー細胞の骨髄球系
細胞への分化の亢進と、Bリンパ球分化の低下
が見られたのに対し、MTM-Pot1aを導入した老
化造血幹細胞では、この分化異常が回復する
ことがわかった(図6)。	

	
	 次に、8週齢の成体マウスと90週齢老化マウ
スの造血幹細胞について、テロメアDDRのレベ
ルを比較したところ、老化マウス造血幹細胞
においてDDRが亢進していることが分かった。
さらに、MTM-Pot1aの導入により若年および老
化造血幹細胞のテロメアDDRが抑制されるこ
とが明らかになった。	(図7)。	

	 これらの結果から、Pot1aは老化造血幹細胞
の機能回復に働くことが示唆された。	
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図 2.　成長・老化に伴う造血幹細胞の分裂様式の変化
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図 4. Pot1aよる造血幹細胞の分裂制御
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(4)Pot1aによる造血幹細胞維持の分子機構の
解明：テロメア非依存的機能の同定	
	 Pot1aはテロメア領域に特異的に結合し、
DNAダメージの抑制、ループ構造の形成に働く
(de	Lange.	Genes	Dev	2005；Hockemeyer	et	
al.	Cell	2006;	Wu	et	al.	Cell	2006)。しか
し最近、POT1がテロメア以外のDNAに結合する
ことが報告され(Choi	 et	 al.	 Biochimie	
2015)、転写調節としての機能をもつことが予
想された。そこで、Pot1aを導入した造血幹細
胞について、マイクロアレイ解析を行い、遺
伝子発現の変化を解析したところ、Pot1aの過
剰発現により、酸化的リン酸化に関連した遺
伝子群の発現が抑制されることがわかった。
さらに、Pot1aを過剰発現した造血幹細胞では、
mTORの発現が抑制されたのに対し、Pot1aのノ
ックダウンによりmTORの発現が亢進すること
を見出した。また、Pot1aを導入した若年およ
び加齢造血幹細胞における活性酸素種
(reactive	oxygen	species:	ROS)レベルを測
定したところ、いずれの幹細胞分画において
も、Pot1aの導入によってROSの産生が抑制さ
れた	(図8)。	

	
これらの結果は、近年新たに明らかになりつ
つあるシェルタリン複合体分子のテロメア非
依存的機能であり、Pot1aはDNA損傷の抑制(テ
ロメア依存的機能)のみならず、ROS産生を抑
制することにより(テロメア非依存的機能)、
造血幹細胞の維持に働くことが示唆された。	
	
	 本研究によって、Pot1aが造血幹細胞の、①
自己複製分裂能の維持、②DNAダメージの抑制、
③ROS産生の抑制、に働くことが明らかとなっ
たが、各機能の相互関連性の解明には至って
いない。今後は、DNAダメージの抑制およびROS
産生の抑制がどのような分子機構により、自
己複製分裂を制御するのか明らかにする。	
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関連遺伝子の発現、(C) ROSレベル、(D) mTOR発現調節
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