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要旨 

背景・目的 

HSCは全ての血球細胞の源であり、免疫応答や恒常性の維持に寄与している。炎症や加齢などの生体ス

トレス環境下における HSC の変容を理解することは病態のさらなる理解や造血制御による新規治療法

の開発に寄与すると期待できる。しかしながら、現在の同定法によって定義されるHSC分画はヘテロな

細胞集団であり、長期の骨髄再構築能を有するHSC（真のHSC）を識別することは出来ない。また、申

請者は造血前駆細胞の識別に使用される細胞表面分子（マーカー）の発現は炎症等の生体ストレスによ

って変動することを発見し、従来の造血前駆細胞同定法を生体ストレス下の造血応答解析に用いること

で実験結果が大きく歪曲するリスクを報告してきた (1)。加齢のような慢性的な炎症では、定常状態で

「真のHSC」が多く含まれるとされるCD34陰性の分画は加齢により増大する一方、その中に含まれる

「真の HSC」の割合は減少し、多能性や骨髄再構築能を失った細胞が HSC 分画に増加する (2)。この

ように、マーカー分子の発現に基づく現在のHSC同定法は「真のHSC」を正確に捉えておらず、加齢

による「真のHSC」の割合変化や「真のHSC」以外の細胞で起こる変容も反映するため、「真のHSC」

の内在的な加齢変容を解析できなかった。そこで本研究提案では、将来的な生体ストレス環境下におけ

造血研究で最も盛んに研究されてきた造血幹細胞（HSC）はヘテロな細胞集団であり、HSCに特徴的

な骨髄再構築能や多能性が低い細胞も含まれている。HSC画分内の細胞構成は炎症や加齢等の刺激に伴

って大きく変化するため、HSC画分の解析から得られた実験結果がHSCの内在的変容を捉えているの

か、細胞構成の変化を反映しているのか判断が困難であった。この問題を解決するため、HSC画分の中

でも幹細胞性の高い休眠 HSC を同定する方法が開発されてきた。古くは薬剤排出能に基づく side 

population の同定、最近では一酸化窒素や細胞内カルシウムの検出などが挙げられる。しかしながら、

これらの方法はHSCの培養を必要とするため、培養によってHSCの機能や遺伝子発現、分化段階が変

化する可能性を排除できず、定常状態と生体ストレス存在下の比較実験には適さない。シングルセル

RNA発現解析（scRNA-seq）は休眠HSCの正確な検出を可能にするものの、RNA抽出過程で細胞を溶

解するため標的細胞の単離が行えず、機能評価による検証が行えないという短所があった。休眠HSCを

培養無しで簡便に同定・単離するために、休眠HSC特異的な細胞表面マーカーも複数提案されているも

のの、生体ストレス存在下での有用性は十分に検証されていなかった。本研究では、定常状態と加齢や

炎症時のマウスからHSC を採取し、CITE-seq を用いた細胞表面分子とmRNA の網羅的な発現解析を

行うことで、定常状態と生体ストレスの両方で休眠HSCを正確に同定できる既知の休眠HSCマーカー

は存在しないことを確認した。そこで、培養を必要とせず、加齢や炎症の存在下で従来法より正確な休

眠HSCの識別が可能な、新たな「休眠HSCを簡便に識別できる手法」の樹立を行った。 
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る正確なHSCの内在的変容の検証と、新たなHSCの維持機構の発見を行うための手段を確立するため

に、HSCの機能的な特徴に基づいて幹細胞性の高いHSCを簡便に同定する新たな手法を開発すること

を目的とした。 

方法 

 申請者は HSC 画分内の細胞における機能的特性の違いによって、ある分子を細胞表面に提示する細

胞集団と、提示しない細胞集団に分けられることを見出した（未公表のため詳細は割愛）。細胞表面に提

示される分子の有無をフローサイトメトリーで調べることで、培養等の操作なく簡単に HSC 画分内に

あるこの２つの細胞集団を単離出来ることから、各細胞集団の幹細胞性（骨髄再構築能、多分化能）を

移植実験により調べるとともに、CITE-seqを用いた遺伝子発現と細胞表面分子の網羅的な発現解析によ

って、休眠性に関連する分子の発現や細胞増殖関連分子の発現を調べた。また、DAPI 染色や BrdU の

取り込みを評価することで、実際にそれらの細胞の細胞増殖を調べた。さらに、加齢や炎症といった生

体ストレス存在下において、当該分子の識別が休眠HSCの同定を可能とするか、同様に検証を行った。 

結果 

 長期造血幹細胞（LT-HSC：Lin-c-kit+Sca-1+CD48-CD150+）において、細胞の機能的特性を反映した

細胞表面分子（以後当該分子と呼称）が検出できる細胞と出来ない細胞をフローサイトメトリーで比較

したところ、当該分子陽性 LT-HSCと比較して当該分子陰性 LT-HSCはCD48や c-kitの発現が低く、

Sca-1 の発現が高く、高い割合で CD34 陰性細胞が含まれていた。この結果から、当該分子陰性の画分

には幹細胞性の高い HSC が多く含まれていると推察した。そこで、HSC（Lin-c-kit+Sca-1+CD48-

CD150+CD34-）（CD45.2+）を当該分子陰性と陽性に分けて単離し、5, 10, あるいは 40個ずつ 105個の

EGFP 陽性細胞（レスキュー細胞）と混合して放射線照射したレシピエントマウス（CD45.1+）に移植

した。その結果、当該分子陰性 HSC は陽性 HSC と比較して高い骨髄再構築能を示した（図１A）。ま

た、その差は二次移植を行った際にさらに拡大した。特に、当該分子陰性HSCはHSC画分を再構築す

る能力が高かった。以上の結果から、幹細胞性の高い休眠HSCが当該分子陰性HSCに多く含まれてい

ると推察できた。これを検証するため、DAPI染色やBrdU染色による細胞増殖の評価を行ったところ、

当該分子陰性 HSC はほとんど細胞増殖を示さないことが分かった（図１B）。以上の結果をさらに裏付

けるため、HSC画分に対する

CITE-seq によって細胞表面

分子と遺伝子発現の網羅的な

解析を行ったところ、当該分

子陰性HSCは休眠性に関連す

る既知の分子が高発現してお

り、逆に増殖や細胞周期に関

連する分子はほとんど発現し

ていないことが示された。こ

のように、HSCの機能を反映

した当該分子を指標として簡

便に休眠HSCを識別する方法
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を樹立した。 

 以上の結果は定常状態における解析から得たものであった。そこで次に、加齢や敗血症といった生体

ストレス存在下でも、当該分子に基づく休眠 HSC の識別が可能か CITE-seq を用いて調べた。その結

果、加齢や敗血症においても HSC 画分内における当該分子の非検出は細胞増殖活性の低い細胞集団の

正確な指標となっていることを確認できた。また、CITE-seqを用いた解析から、当該分子の識別は既知

のマーカーと比べて休眠HSCの指標として高い正確性を有していることが示された。実際に、加齢マウ

スやリポポリサッカライド投与後 24時間のマウスから当該分子陰性と陽性のHSCを単離しレシピエン

トマウスに移植したところ、定常状態と同様に当該分子陰性HSCが、高い骨髄再構築能や多能性を示す

ことが確認された。 

考察 

 本研究では新たな指標に基づいた休眠HSCの同定法を開発した。この方法は、既存の方法と比較して

培養を必要とせず簡便であり、加齢や炎症といった生体ストレス存在下でも信頼性が高いという優位性

を有している。新手法は一つの分子の発現に依存せず、HSCの機能的な特徴に基づいて識別するという

点で、過去に報告された休眠HSCマーカーとは一線を画し、生体ストレスに伴う偶発的な遺伝子発現の

変化の影響を受けにくいと考えられる。本研究成果は、将来的なストレス造血研究の正確性を向上させ、

新たな発見につながる可能性がある。この新たな手法を用いて既存の方法では同定できなかった新たな

HSCの機能制御因子やメカニズムの発見を行うことで、本研究手法の血液学・幹細胞生物学における有

用性を証明することが望まれる。 
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