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緒 言 

 

造血幹細胞は加齢に伴い造血再構築能および正常な分化能が徐々に失われる一方、骨髄中の幹細胞の総数はヒトにお

いてもマウスにおいても増加する。造血幹細胞の機能低下と数的増加の要因を明らかにすることは、加齢関連血液疾患

（易感染性、慢性貧血、造血器悪性腫瘍）の克服にも重要な課題である。高齢者においてはDNMT3AやASXL1など、

骨髄系悪性腫瘍に特徴的な遺伝子変異が生ずることで、10%程度の高齢者でクローン造血［1，2］を引き起こすことか

ら造血幹細胞の加齢変化の一部は遺伝子変異により説明できる可能性がある一方、大部分のヒト高齢者で造血幹細胞数

の増加とリンパ球分化能の低下を呈することから［3］、遺伝子変異によらない変化が造血幹細胞に生じていることが想

定される。細胞分裂は造血幹細胞の加齢変化の要因の一つと報告されているものの、造血幹細胞の細胞分裂を促す要因

や、細胞分裂の下流で造血幹細胞にどのような長期的変化が起こるかはわかっていない。造血幹細胞の分裂は感染など

のストレス下でニッチとの相互作用の変化が重要な役割を果たしであることは申請者による研究も含めて明らかにな

ってきており［4，5］、骨髄の炎症－再生（造血幹細胞の増殖）の長期的帰結と考えられる造血幹細胞の加齢変化につい

ても造血幹細胞―ニッチの相互作用を明らかにする必要がある。一方、ゲノム・エピゲノムの変化を含めて個々の細胞

で多様な変化も加齢に影響しており単一細胞レベルでその多様性を理解することが不可欠であった。私たちは若齢およ

び様々な加齢段階の造血幹細胞に対して単一細胞RNAシークエンス（scRNA-seq）を実施し、若齢から高齢に至るま

での造血幹細胞の性質の細胞ごとの経時的な変化を解析した。さらに細胞分裂と造血幹細胞の加齢変化との関係を明ら

かにするために細胞分裂履歴マウスを用いて scRNA-seq を行い、加齢マウスとの遺伝子発現の相違を比較した。同様

に造血幹細胞ニッチとして知られる骨髄間葉系幹細胞（MSC）に対して scRNA-seqを実施した。 
 

方 法 

 
1．マウス 

C57BL/6J マウスを三協ラボサービスもしくは日本 SLC より購入した。Tal1-tTA：Col1a1-TetO-H2B-GFP マウス

（H2B-GFP）マウスは Jackson ラボラトリーSCLtTA（Stock No：006209）および pTRE-H2BGFP（Stock No：
005104）を交配することで得られた。 
2．造血幹細胞採取 
両側大腿骨および脛骨を21ゲージ針を用いてPBS＋2%FCSにてフラッシュし骨髄プラグを採取した。よく懸濁し

細胞浮遊液を得て溶血剤（0.17 M NH4Cl、1 mM EDTA、10 mM NaHCO3）により赤血球を除去後、Lineage抗体

（CD4、CD8a、B220、Ter-119、Gr-1、Mac-1）-PerCP-Cy5.5、CD150-PE、CD41-FITC、CD48-FITC、Flt3-APC、
CD34-Alexa700により10週齢の個体はCD150＋CD41－CD48－Flt3－CD34－LSK、7ヶ月齢以上の加齢個体はCD150
＋CD48－Flt3－CD34－LSK分画を採取した。 
3．単一細胞RNAシークエンス 
単離した造血幹細胞ないし間葉系幹細胞をソート後、約10,000細胞/mLとなるようメディウムに懸濁し、Fluidigm 

C1システムを用いて単一細胞ごとに cDNA合成および増幅を行った。その後Nextera XT DNA Sample Preparation 
Kit（Illumina）を用いてタグ付けを行い、造血幹細胞は京都大学腫瘍生物学分野（小川誠司教授）、間葉系幹細胞は東
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京大学ゲノム情報解析研究分野（白髭克彦教授）にてそれぞれ Illumina HiSeq2000にてシークエンスされた。 
4．細胞分裂履歴の確認 

H2B-GFPマウスは造血未分化細胞に特異的に発現するTal1プロモーター下で tTA を発現し、ドキシサイクリンの

非存在下で恒常的にGFPを結合したヒストンH2B（H2B-GFP）を発現するマウスである。ドキシサイクリン投与に

よりH2B-GFP の発現は抑制され、細胞分裂に従って細胞のGFP シグナルは減弱する。1 年齢時点でドキシサイクリ

ンを飲用水に混ぜ、2.5 ヶ月にわたり投与を継続した。その時点で骨髄細胞を採取し、Lineage 抗体（CD4、CD8a、
B220、Ter-119、Gr-1、Mac-1）-PerCP-Cy5.5、抗CD150-BV421、抗CD48-PE、抗Flt3-APCの各抗体により染色、

FACS AriaIIにて、GFP シグナルの強い分画（GFP-high CD150＋CD48－Flt3－LSK）およびGFPシグナルの弱い分

画（GFP-low CD150＋CD48－Flt3－LSK）をそれぞれ分取した。分取にあたって、ドキシサイクリン非投与マウスおよ

び、H2B-GFP を発現しないマウスをポジティブコントロールおよびネガティブコントロールとしてそれぞれ用いた。 
5．間葉系幹細胞の分取 
マウスの骨髄より骨髄プラグを採取し、HBSS（Ca+、Mg+）中、リベラ―ゼ（Roche）およびDNaseIにて37℃10

分間の処理を2回行い、間葉系細胞を分離した。溶血剤（0.17 M NH4Cl、1 mM EDTA、10 mM NaHCO3）により赤

血球を除去後、CD45-PerCP-Cy5.5、Ter-119-PerCP-Cy5.5、CD140a-APC、CD31-PE、Lepr-biotin抗体にて染色を

行った。ストレプトアビジン-PE-Cy7にて二次染色を行い、FACS AriaにてCD45－Ter119－CD31－CD140a＋Lepr＋細
胞を分取した。 

 
結果および考察 

 

私たちは若齢から高齢に至るまでに造血幹細胞の遺伝子発現プロファイルが細胞ごとにどのように変遷していくか

を明らかにするため、10 週齢、7 ヶ月齢、12 ヶ月齢、18 ヶ月齢および 24 ヶ月齢の各加齢段階の造血幹細胞に対して

単一細胞 RNA シークエンス（scRNA-seq）を実施し、経時的な変化を解析した。10 週齢から 2 年齢に変化する時点

で1.5倍以上の発現変化を認める383遺伝子に対して主成分分析を実施した（図1）。その結果10週齢と7ヶ月齢以上

の造血幹細胞は別々のクラスターを形成し、7ヶ月齢以降では明確なクラスターに分かれなかった。これは、加齢に特

徴的な遺伝子発現プロファイルが、実際の個体の加齢よりもかなり早期に起こっていることを示唆している。また、加

齢に伴いクラスターはより大きな広がりを見せており細胞ごとの遺伝子発現の多様性は増加していると考えられる。特

に加齢変化を特徴付ける第一主成分（PC1）を特徴付ける個々の遺伝子発現を見ても、加齢造血幹細胞に高発現するSelp
やSdprなどは7ヶ月齢から発現が上昇しており、以降明瞭な違いは認めない（図2）。 

 

 
図1．若齢および加齢（A）造血幹細胞の scRNA-seqの結果の主成分分析結果 

造血幹細胞は7ヶ月齢から加齢様プログラムへと変化している。 
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図2．加齢に伴い発現変動する遺伝子 

ANOVAによりP値を算出した後、FDRをStoreyの方法で算出した。 
 

10週齢と2年齢の造血幹細胞に限って、scRNA-seqのデータを用いてgene set enrichment analysis（GSEA）を

実施したところ、2年齢の造血幹細胞では、分化した前駆細胞である多能性前駆細胞より未分化な造血幹細胞で発現す

る遺伝子が10週齢造血幹細胞に比較してenrichしていたことから、加齢に特徴的な遺伝子発現プロファイルはより高

い未分化性を示すことが示唆された（図3）。 

 
図3．Gene set enrichment analysis 

2年齢造血幹細胞（Old HSC）と10週齢造血幹細胞（Young HSC）のscRNA-seqによる遺伝子発現を比較した。 
遺伝子発現セットは造血幹細胞と多能性前駆細胞を比較して造血幹細胞に多く発現する遺伝子群。 

 
造血幹細胞の加齢変化は細胞分裂によって引き起こされるという先行研究があり［6，7］、細胞分裂履歴を評価でき

るH2B-GFPマウス［8］を用いて、1年齢時点から10週間ドキシサイクリンを投与することで、この10週間の間に

細胞分裂した造血幹細胞が分裂していない細胞と比較してどのような遺伝子発現プロファイルの相違があるかを

scRNA-seqによって検証した。細胞分裂した造血幹細胞は娘細胞へヒストンが分配されるため、H2B-GFPシグナルが

細胞分裂に伴う希釈によって減弱することを用いる。H2B-GFP シグナルが強い細胞（H2B-GFP-High）と弱い細胞

（H2B-GFP-Low）を比較した。H2B-GFP-Low の細胞はPC1 について10 週齢と2 年齢の中間段階にあり、PC2 に

ついては 10 週齢および 2 年齢と比較して低値を示した（図 4）。両者の違いは、Mcm2、Mcm6 の上昇やLy6a（Sca-
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1）、Fosの発現低下が顕著であった（図5）。一方加齢関連遺伝子の上昇はPbx1およびCluにのみ見られ、SelpやSdpr
の発現に相違はなかった。Mcm の発現上昇は加齢変化では認められないことから、細胞分裂の影響は短期的には加齢

様変化よりもむしろ細胞分化に関連していた。 

 
図4．分裂履歴の有無による遺伝子発現の相違 

10週齢、2年齢の造血幹細胞および、12ヶ月齢から14.5ヶ月齢までの間に分裂履歴のある細胞（H2B-GFP-Low） 
および分裂履歴のない細胞（H2B-GFP-High）を主成分分析にて図示。 
 

 
 

図5．分裂履歴の有無による個別の遺伝子発現の相違 
H2B-GFP low（青）とH2B-GFP-High（黄）の造血幹細胞のscRNA-seq遺伝子発現。H2B lowとH2B highの間で検出 
された遺伝子についてt検定を行いその後Storeyの方法でFDRを算出した。 

 
最後に、造血幹細胞を維持するニッチ細胞である間葉系幹細胞について scRNA-seq を実施した。間葉系幹細胞の加

齢に伴う遺伝子発現変化は造血幹細胞ほど明瞭ではなく、主要な発現変動は同一固体内の細胞間の相違によって説明さ

れた。重要な造血幹細胞ニッチ因子について遺伝子発現変化を比較したところ、液性因子である Kitl、Cxcl12 には遺

伝子発現変化を認めなかったが、接着因子であるVcam1の低下が加齢に伴って認められた（図6）。このことは造血幹

細胞と間葉系幹細胞の相互作用が低下することを示唆しており、今後両者の接着の低下が造血幹細胞の機能変化にどの

ような影響があるのかを明らかにしていく必要があろう。 
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図6．加齢間葉系幹細胞の scRNA-seq解析 

加齢間葉系前駆細胞ではVcam1の発現が低下する。Vcam1以外のニッチ因子は明らかな低下を認めない。2年齢

（Old）と10週齢（Young）の間で両側t検定を行った後FDRを算出した（左）。また主成分分析を行った後、Vcam1の
z-scoreにより色づけを行った（右） 
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