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緒緒  言言  

 
造血組織における老化は、貧血、免疫系の異常、クローン造血及び造血器腫瘍の発症など、造血システムの破綻をき

たし、酸素供給低下や易感染性、心血管病リスクの増大など、その影響は全身に波及する。そのため、造血組織の老化

メカニズムの解明は個体老化の理解と介入を考える上で重要である。造血組織の老化の重要な原因の一つとして、造血

幹細胞の加齢性変化が挙げられる。造血幹細胞は自己複製能と分化多能性を併せ持ち、血液恒常性の維持および造血 

再生を担うが、加齢とともに自己複製の亢進、骨髄球系優位な分化など、造血幹細胞レベルでの変化が起きる。一方、

造血幹細胞の機能は骨髄微小環境（ニッチ）に依存しているが、加齢に伴い骨髄内で慢性炎症が生じ、ニッチによる  

造血幹細胞支持能が変化する。造血幹細胞を取り巻くこれらの内因性・外因性変化の結果、老齢マウスでは造血幹細胞

の数は増加するが、個々の造血幹細胞の再生能は低下する。しかしながら、造血幹細胞の加齢性変化の原因については

まだ不明な点が多く、造血組織の「若返り」の方法も開発されていない。近年、慢性炎症の重要な発生源として、組織

障害などで細胞外に放出されるダメージ関連分子パターン（DAMPs）の関与が指摘されている。さらに、DAMPs の

放出は制御されたネクローシスの一種であるネクロプトーシスが深く関与することが知られている。そこで筆者らは、

ネクロプトーシスの実行因子である MLKL に着目し、Mlkl ノックアウト（Mlkl －／－）マウスを用いて、炎症や造血

老化モデルにおける MLKL の活性化が造血幹細胞の表現系に及ぼす影響を解析した。その結果、造血細胞における

MLKLの活性化が造血幹細胞の老化様表現系の少なくとも一部を担う可能性が示唆され、MLKLの活性化を抑制する

アプローチが造血老化の若返りに有効である可能性が示唆された。 
 

方方  法法  

 
11．．ママウウスス  

Mlkl －／－ マウス（C57BL/6 の遺伝的背景）はドイツのケルン大学と MTA を締結のうえ供与を受けた。Mlkl －／－ 

マウスは同腹子より得た野生型（Mlkl ＋／＋ ）マウスと比較した。炎症モデルとして、poly I:C 5 mg/kg を 1 回また   

隔日で7回腹腔内投与、LPS 0.4 mg/kgを1回腹腔内投与、またはTNF-α 2μgを1回静脈内投与し、最終投与翌日

に解析した。また、造血老化モデルとして、150 mg/kgの5-FUを1ヶ月毎に3回腹腔内投与し、最終投与1ヶ月後に

解析した。動物実験は東京大学医科学研究所の動物実験委員会より承認を受けて行われた。 
22．．フフロローーササイイトトメメトトリリーー  
マウス大腿骨、脛骨、骨盤骨、上腕骨および胸骨より骨髄を採取し、溶血剤および Ficoll 液で単核球分離したのち、

染色バッファー（2％FBS/PBS）で希釈された以下の標識抗体を用いて染色を行った。CD3e（145-2C11）、CD4（GK1.5）、
CD5（53-7.3）、CD8a（53-6.7）、B220（RA3-6B2）Mac1（M1/70）Gr-1（RB6-8C5）Ter119（TER-119）、c-Kit（2B8）、
Sca-1（D7）、CD150（TC15-12F12.2）、CD48（HM48-1）、Flk2（A2F10）、FcgR（93）、CD34（RAM34）EPCR
（eBio1560）、CD41（MWReg30）。Lineage（Lin）マーカーにはCD3e、CD4、CD5、CD8a、B220、Mac1、Gr-1
および Ter119 を用いた。染色後の細胞を Propidium Iodide を含む染色バッファーに懸濁したのち、FACS Celesta  

およびFACS Aria IIIu（BD Bioscience）を用いてデータ取得および標的細胞の分取を行った。 
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33．．造造血血幹幹細細胞胞のの培培養養  
フローサイトメーターを用いて分取された造血幹細胞（Lin－／Sca-1＋／c-Kit＋／Flk2－／CD48－／CD150＋）を、  

造血幹細胞を効率良く増幅する培地として最近開発された polyvinyl alcohol を含む無血清培地［1］で 7 日間培養し、

造血幹細胞の数をフローサイトメトリーによって評価した。 
44．．造造血血幹幹細細胞胞のの移移植植  
フローサイトメーターを用いて分取された造血幹細胞250個（CD45.2＋）を2×10５個の補助細胞（CD45.1＋）とと

もにレシピエントマウス（CD45.1＋）に移植し、末梢血のドナー由来細胞の割合を1ヶ月毎にフローサイトメトリーに

よって評価した。 
 

結結  果果  

  

11．．炎炎症症モモデデルルににおおけけるるMMLLKKLL  ––  //  ––  ママウウスス造造血血幹幹細細胞胞のの解解析析  
各種造血細胞におけるMLKLの発現量を定量PCRで解析したところ、MLKLは成熟血球にはほとんど発現してお

らず、造血幹細胞を含む未分化な造血細胞で発現が高いことがわかった（図 1a）。定常状態では MLKL は不活性化型

であり、I 型インターフェロンや TNF-αなどの炎症刺激を介して活性化されることが知られている［2］。実際、すで

に報告されているように、Mlkl －／－ マウスにおける定常状態での造血幹細胞数および機能は野生型と同等であった

［3］。そこで、炎症環境下でのMlkl －／－ マウス造血幹細胞の表現系を調べるために、さまざまな炎症性リガンドを投

与したのちに造血幹細胞を採取し、その増殖能を in vitroで評価した。興味深いことに、poly I:Cによる炎症刺激後に

造血幹細胞におけるMLKLの発現量はやや増加し、活性型の指標であるリン酸化MLKL（p-MLKL）の発現は著しく

増加していた（図1b、c）。さらに、炎症刺激によって野生型の造血幹細胞の増殖は抑制されたが、poly I:C投与および

TNF-α投与後において Mlkl －／－ マウス由来の造血幹細胞では増殖能が有意に改善していた（図 1d）。この結果は、

炎症刺激による MLKL の活性化が造血幹細胞の増殖能を抑制することを示唆する。しかし、このマウスでは全身で

MLKL を欠損しているため、非造血組織での MLKL の活性化による二次的な影響を排除できない。MLKL は炎症反

応の増幅に寄与する可能性も示唆されており、実際にマルチプレックスELISA による解析の結果、poly I:C 投与後に

おける骨髄中の IL-6、IL-10、IL-12、G-CSF、IFNγ、CXCL1およびCCL2の濃度上昇がMlkl －／－ マウスで有意に

抑制されていた。そこで、野生型マウスにMlkl －／－ マウス骨髄細胞を移植して造血細胞特異的Mlk －／－ –マウスを作

製し、このマウスにpoly I:Cを投与して造血幹細胞の増殖能を同様に評価した。その結果、poly I:C投与後の造血特異

的Mlkl －／－ マウスにおいても造血幹細胞の増殖能が有意に改善することがわかり、造血細胞におけるMLKL 活性化

が造血幹細胞の増殖能抑制に重要であることが明らかになった（図1e）。 
22．．造造血血老老化化モモデデルルににおおけけるるMMLLKKLL  －－／／－－  ママウウスス造造血血幹幹細細胞胞のの機機能能解解析析  
抗がん剤の一種である5-FUをマウスに連続投与することにより、造血老化の表現系を再現できることが知られてい

る［4］。そこで、この Mlkl －／－ マウスに 5-FU を連続投与し、造血老化表現系が再現されるかどうかを検討した    

（図 2a）。末梢血の解析では、5-FU 投与後の Mlkl －／－ マウスにおける汎血球減少および血球再生は野生型と比べて

有意な差は認めなかった。一方、3回目の5-FU投与後1ヶ月時点での野生型マウス末梢血では既報通り骨髄球系優位

の血球産生が見られたのに対し、Mlkl －／－ マウスではリンパ球系細胞の産生が保たれていた（図 2b）。さらに、骨髄

フローサイトメトリーの結果、野生型マウスでは5-FUの連続投与によって造血幹細胞の数が顕著に増加するのに対し、   

Mlkl －／－ マウスではその効果が減弱していた（図 2c）。これらのマウスから採取した同数の造血幹細胞をレシピエン

トマウスに競合的に移植したところ、5-FU 投与後の野生型造血幹細胞では骨髄再構築能の減弱およびミエロイド優位

な血球分化という老化様の表現系を示したが、Mlkl －／－ マウスではそれらが有意に改善していた（図2d、e）。すなわ

ち、5-FUによって誘導される造血幹細胞の老化様表現系が、MLKLの欠損で抑制されることが明らかとなった。 
 

2



 

 
図1．MLKLは炎症刺激によって活性化し造血幹細胞の増殖能を抑制する 

a） 定量RT-PCRを用いたマウス造血細胞におけるMLKL mRNAの発現量。未分化

な造血細胞で発現が高く、成熟細胞ではほぼ発現が認められなかった。 
b） 定量RT-PCRを用いたpoly I:C 1回投与前後のマウス造血幹細胞におけるMLKL 

mRNAの発現量評価。poly I:C投与後にMLKLの発現量が増加していた。 
c） Western blotting を用いたマウス造血幹細胞でのMLKL およびp-MLKLタンパ

ク量の評価。poly I:C 投与によって活性型であるp-MLKL が造血幹細胞で増加し

ていた。 
d） 各種炎症リガンド1回投与後の造血幹細胞の in vitro増殖アッセイ。poly I:Cおよ

びTNF-α投与後で認める造血幹細胞の増殖能低下はMLKL 欠損によって改善し

た。  
e） poly I:C反復投与後の造血細胞特異的Mlkl －／－マウスより採取した造血幹細胞の

in vitro増殖アッセイ。poly I:C投与後における造血幹細胞の増殖能低下には造血

細胞側のMLKLが関与することが示唆された。 
* P＜0.05、** P＜0.01、*** P＜0.001（Student’s t-test）（d、e）。 
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図2．MLKLは造血老化モデルにおいて造血幹細胞の機能低下を促進する 

a）5-FU連続投与を用いた造血老化モデル実験の概略。 
b）造血老化モデルにおける末梢血ミエロイド細胞の割合の評価。代表的なフロー 

サイトメトリーパターン（左）およびミエロイド、B 細胞および T 細胞の割合

（右）。5-FU連続投与によって誘発されるミエロイド優位な造血がMLKL欠損

で緩和された。 
c）造血老化モデルにおける骨髄造血幹細胞の絶対数。5-FU 連続投与後に誘導され

る見かけの造血幹細胞数の増加がMLKL欠損で緩和された。 
d）造血老化モデルマウスより採取した造血幹細胞を同数移植した際のレシピエント

における末梢血ドナー由来細胞割合の推移。5-FU 連続投与によって誘発される

造血幹細胞の生着能低下がMLKL欠損によって緩和された。 
e）造血老化モデル造血幹細胞移植後4ヶ月時点での末梢血ドナー由来細胞における

ミエロイド、B 細胞および T 細胞の割合。5-FU 連続投与によって誘発される 

造血幹細胞のミエロイドバイアスがMLKL欠損によって緩和された。 
* P＜0.05、** P＜0.01（one-way ANOVA）（c、d）。 

 
考考  察察  

 
本研究により、MLKL が炎症刺激に伴う造血幹細胞の機能抑制に重要な役割を担い、造血幹細胞の老化様表現系を

促進することが明らかとなった。poly I:C の in vivo 投与は I 型インターフェロンを介して造血幹細胞の機能を抑制す

ることが知られているが［5］、造血幹細胞におけるMLKLの活性化がその作用の少なくとも一部を担うことを筆者ら

の結果は示唆している。ネクロプトーシスは通常、アポトーシス実行因子であるカスパーゼが抑制された時に活性化す

る［2］。造血幹細胞では何らかの内因性因子によってカスパーゼが抑制されていることが知られており［6］、このため

MLKL はカスパーゼ阻害剤なしに造血幹細胞で活性化できると考えられる。筆者らは造血幹細胞レベルでの細胞死が

造血器腫瘍の発症予防に重要であることを報告しており［7］、造血幹細胞が MLKL を利用して悪性化を防いでいる  

可能性が考えられる。また、活性化した MLKL は細胞膜へと移行し、チャネル様の「穴」を形成することによって   
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ネクローシス様の細胞死を引き起こすが、MLKL の持つ細胞死以外の機能も最近注目されている［8］。従って、    

本研究でみられた造血幹細胞の機能低下が自身の細胞死によるものか、あるいはMLKL が持つ細胞死以外の機能によ

るものかについては今後更なる検証が必要であろう。インターフェロン応答はTNF-α応答とともに老齢マウス造血幹

細胞において有意に増加する遺伝子シグネチャーの一つである。筆者らは TNF-α暴露後の造血幹細胞が MLKL を  

介して機能低下に至ることを見出しており［9］、加齢に伴う炎症刺激が MLKL を介して造血幹細胞の加齢性変化を  

促進する可能性が示唆される。今後、実際に加齢した造血幹細胞におけるMLKLの役割が明らかになれば、MLKLの

活性化を標的とした造血老化の「若返り」の道が開けると期待される。 
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