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緒緒  言言  
 
血球細胞は骨髄中に存在するごく少数の造血幹細胞（HSC）によって生涯供給される。若齢期の HSC は多様

な造血細胞をバランスよく分化供給するが、加齢期の HSC はリンパ球への分化能が低下することで免疫系が   
減弱し、骨髄球系に分化能が偏ることで造血システムの恒常性が低下する。さらに、このような加齢 HSC の     
分化指向性は骨髄異形成症候群（MDS：myelodysplastic syndromes）をはじめとした造血器腫瘍の温床となる

とされる。これまでに加齢に伴う HSC の機能的な変化の詳細を解明する試みは多くの研究者により行われてい

るものの、機能異常を示す分子基盤の理解は十分ではない。そこで、筆者らは若齢と高齢マウスの HSC を       
シングルセルレベルで比較解析を行うことで、加齢に伴う HSC の機能異常の分子機序を明らかにすることを目

的とした。 
若齢（8～10週齢）および高齢（18～20ヶ月齢）マウスから採取したHSCを用いて、single cell RNA-sequence

解析を行った。また、single cell RNA-sequence解析結果から加齢HSCにおいて顕著に発現亢進するClusterin
（Clu）に着目し、そのレポーターマウスを用いて加齢HSCにおけるClu陽性とClu陰性の機能的差異を競合移植

から検証した。 
若齢および高齢マウス HSC の single cell RNA-sequence 解析の結果、加齢 HSC は一部若齢 HSC と類似した

細胞が含まれるものの、大部分は若齢型と異なる転写発現をすることが明らかとなった。さらに加齢 HSC で    
顕著な発現変動のあった遺伝子を調べた結果、分子シャペロンである Clu が加齢 HSC において特異的に高発現

することが明らかとなった。そこで、Clu-GFP レポーターマウスを導入し、加齢 HSC を Clu 陽性と陰性で比較

解析を行った。その結果、加齢 HSC では Clu 陽性型が大半を占めており、その機能はリンパ球産生能が低下す

るなど幹細胞活性が低下していた。一方、Clu 陰性型は加齢 HSC 中では少数であるものの、若齢 HSC に近しい

幹細胞活性を示した。 
これらの結果より、Clu は加齢 HSC を機能的に分類する有望なマーカーであることが明らかとなった。今後

Clu 陽性 HSC を標的とした介入法を確立することで、老化関連疾患への新たな治療戦略が期待される。 
 

方方  法法  
 
11．．ママウウスス  
シングルセル解析には日本 SLC より購入した C57BL/6NCrSlc マウスを東京大学医科学研究所にて最大    

20 ヶ月間加齢させたマウスを用いた。Clu-GFP reporter（Tg（Clu-EGFP）OD95Gsat）マウスは MMRRC よ

り購入した。東京大学医科学研究所内にて繁殖し、実験には C57BL/6NCrSlc マウスと 5 回以上の交配を行った

世代を用いた。全ての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、骨盤骨を採取し、乳鉢・乳棒を用いて骨髄を回収した。回収した骨髄はリン酸緩衝食塩
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水で懸濁後、以下の標識抗体を用いて染色を行った。CD3e（145-2C11）、CD4（GK1.5）、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）、CD34（RAM34）。成熟血球マーカーである Lineage（Lin）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 
を含むリン酸緩衝食塩水に懸濁したのち、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。 
 
33．．SSiinnggllee  cceellll  RRNNAA--sseeqquueennccee 解解析析  

10週齢と20ヶ月齢のマウスよりフローサイトメトリーを用いてHSC（Lin－／Sca-1＋／c-Kit＋／Flk2－／CD48
－／CD150＋／CD34－）、並びに造血幹前駆細胞（LSK）（Lin－／Sca-1＋／c-Kit＋）を各 10,000 細胞分取した。HSC
は Single Cell 3’ Reagent Kits v3.1（10x Genomics）によりライブラリーを作製し、NextSeq500（Illumina）
を用いて NGS 解析を行った。 
 
44．．HHSSCC のの移移植植  

9.5 Gy の放射線照射により造血系を破壊したマウス（CD45.1＋）に、フローサイトメトリーで分取した Clu 陽

性 HSC と Clu 陰性 HSC 各 150 個（CD45.2＋）を 2×10５個の補助細胞（CD45.1＋）とともに移植した。造血幹

細胞の機能性は、移植後 1 ヶ月毎に末梢血のフローサイトメトリーを行い評価した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  
  
11．．若若齢齢おおよよびび加加齢齢 HHSSCC のの ssiinnggllee  cceellll  RRNNAA--sseeqquueennccee 解解析析  
若齢および高齢マウスから分取したHSC、LSK分画の細胞を用いてsingle cell RNA-sequence解析を行った。

得られた RNA 情報を UMAP でクラスター分類した結果、若齢 LSK と比較して加齢 LSK ではリンパ球系前駆

細胞である MPP4 が減少していた（図 1a）。これは高齢マウスに見られるリンパ球系細胞への分化障害を反映し

ていると考えられる［1～3］。また、若齢 HSC と加齢 HSC は互いに近しい状態を示しながらも、明確に異なる

転写状態であることが明らかとなった（図 1b）。さらに、加齢 HSC において有意な発現亢進が認められる遺伝

子を調べたところ、分子シャペロンである Clusterin（Clu）を見出した（図 1c）。 

図 1．Clu は加齢 HSC において高発現する 
a） 若齢・高齢マウスの LSK と HSC の single cell RNA-sequence 解析（UMAP）。 
b） a）のクラスター構成割合。 
c） 若齢・高齢マウスの LSK と HSC における Clu の発現度合い。Clu は加齢 HSC

において高発現する。 
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22．．CClluu レレポポーータターーママウウススをを用用いいたた若若齢齢・・加加齢齢 HHSSCC のの解解析析  
シングルセル解析の結果から、Clu の発現は HSC の加齢状態を示すマーカーとなりうると考え、そのレポー

ターマウスである Clu-GFP（Tg（Clu-EGFP）OD95Gsat）マウスを MMRRC より購入し、その若齢、並びに

高齢マウスにおいて Clu の発現を検証した（図 2a）。その結果、HSC は若齢期においては Clu 陰性が支配的で

あるものの、加齢の進行度に応じて Clu 陽性割合が増加することを明らかにした（図 2b）。また、高齢マウスは

若齢マウスと比較して HSC の絶対数が増加することが報告されている［4，5］。Clu レポーターマウスの HSC
を解析した結果、高齢マウスで増加する HSC の大部分は Clu 陽性であることが明らかとなった（図 2c）。 

 

 
 

図 2．Clu レポーターマウスを用いた HSC の加齢変化 
a） 導入した Clu レポーターマウスの概念図。 
b） HSC におけるClu 陽性細胞の割合。Clu 陽性HSC の割合は加齢に伴い増加する。 
c） 若齢・高齢マウスにおける造血幹細胞数。加齢 HSC の大部分は Clu 陽性である。 
***P＜0.001（Student’s t-test）。 

  
33．．CClluu レレポポーータターーママウウススをを用用いいたた若若齢齢・・加加齢齢 HHSSCC のの解解析析  
前述の解析から、加齢 HSC は大部分の Clu 陽性と一部分の Clu 陰性集団から構成されていることが明らかと

なった。続いて Clu 陽性と Clu 陰性の機能性について、骨髄移植実験から検証を行った（図 3a）。9.5Gy の放射

線照射により造血系を破壊したマウス（CD45.1＋）に、フローサイトメトリーで分取した Clu 陽性と Clu 陰性の

加齢 HSC、並びに若齢マウス HSC 各 150 個（CD45.2＋）を 2×10５個の補助細胞（CD45.1＋）とともに移植し

た。移植後 1 ヶ月毎にフローサイトメトリーを用いて抹消血球を解析した結果、Clu 陽性の加齢 HSC は Clu 陰

性の HSC と若齢 HSC に比べて有意にドナー細胞の割合が低いことが明らかとなった（図 3b）。また、移植後  
4 ヶ月の抹消血球を解析した結果。Clu 陽性の加齢 HSC は骨髄球系（Myeloid 系）の細胞割合が高いことが明ら

かとなった（図 3c）。これは高齢マウスの末梢血で Myeloid の細胞が増加することと合致した結果であった。   
また、移植後 4 ヶ月の時点で骨髄を解析したところ、HSC において Clu 陽性の加齢 HSC のドナー細胞が維持さ

れていた（図 3d）。以上の結果から、加齢 HSC における分化能が著しく失われ、Clu 陽性細胞は未分化状態で 
維持されていると考えられた。実際、加齢 HSC を移植したところ、末梢血血球においてはドナー細胞が検出さ

れないのに対して、骨髄においてドナー細胞が検出されることが報告されている［6，7］。 
一連の結果から、HSC は加齢に伴い細胞数が増加すること、その大部分は Clu 陽性であることが明らかとな

った。加えて、Clu 陰性 HSC は若齢 HSC と同様に高い幹細胞活性を示すのに対して、Clu 陽性 HSC はこれま

で報告されてきた古典的な加齢 HSC であることが明らかとなった。このことから高齢マウスの造血系は少数の

Clu 陰性 HSC が担っていると考えられる。今後、Clu 陽性 HSC を標的とした介入法が確立できれば、骨髄異形

成症候群（MDS）などの老化関連疾患への新たな治療戦略が期待される。 
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図 3．骨髄移植解析による Clu 陽性・陰性 HSC の機能的差異の検証 

a） HSC 移植実験の概略。 
b） HSC 移植後の末梢血におけるドナー細胞の割合。Clu 陽性の加齢 HSC は末

梢血においてドナー細胞の割合が有意に少ない。 
c） HSC 移植後 4 ヶ月の時点の末梢血割合。Clu 陽性の加齢 HSC は Myeloid 系

の細胞割合が多く、高齢マウス末梢血と同様の傾向を示す。 
d） HSC 移植後 4 ヶ月の時点の HSC。Clu 陽性の加齢 HSC は HSC 分画におい

てはドナー細胞が維持されている。 
* P＜0.05、** P＜0.01、*** P＜0.001（Student’s t-test）。 
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