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研究成果の概要（和文）：マウス胚体内では、造血幹細胞（HSC）はAGM領域の造血性血管内皮細胞（HEC）から
プロHSC・プレHSCを経て分化する。本研究では、OP9細胞による胚性幹細胞（ESC）の分化誘導により、これらの
細胞と同様な細胞表面マーカーを発現する細胞が得られることを見出した。AGM領域におけるHSC発生には炎症性
サイトカインが関与している。そこで、ESCから得られたHECをインターフェロン-γ処理したところ、Lin-Sca-1
+c-Kit+細胞（LSK細胞）が顕著に誘導された。しかし、この細胞をマウスへ移植したが骨髄定着能は認められ
ず、HSC活性を有する細胞をESCから誘導することはできなかった。

研究成果の概要（英文）：In mouse embryos, hematopoietic stem cells (HSCs) are differentiated from 
hemogenic endothelial cells (HECs) via pro-HSCs and pre-HSCs. We found that the cells phenotypically
 identical to those cells could be induced from mouse embryonic stem cells (ESCs) by co-culture with
 OP9 stromal cells. In AGM regions, inflammatory cytokines are involved in HSC development.  
Therefore in vitro-differentiated HECs from ESCs were treated with Interferon-gamma. Consequently, 
Lin-Sca-1+c-Kit+ (LSK) cells were significantly induced. However, these LSK cells were not 
engraftable when transplanted into irradiated recipient mice. Thus, engraftable HSCs could not be 
obtained from mouse ESCs.

研究分野：血液学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
マウスESCsから様々な血液細胞をin vitroで誘導することができるが、現在まで、遺伝子操作なしでHSCsへ分化
誘導する方法の開発には誰も成功していない。この原因は、AGM領域に存在するHSC分化誘導因子がin vitroでは
欠けている可能性が考えられる。マウスESCsからHSCsをin vitroで分化誘導できる因子の同定は、哺乳類胚発生
におけるHSC発生機構の理解につながるものであり学術的意義は高い。また、ヒト人工多能性幹細胞（iPSCs）か
らin vitroでHSCsへ分化誘導する培養法の開発にも繋がるものであり、iPSCsを利用した再生医療などへの応用
も期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
研究代表者は、ホメオボックス転写因子 Lhx2 の強制発現により、マウス胚性幹細胞（ESCs）
から in vitroで Lineage陰性 Sca-1陽性 c-Kit陽性（LSK）細胞を得ることに成功している。この
LSK細胞は、放射線照射したマウスへ移植すると長期骨髄再建能を示す。マウス人工多能性幹
細胞（iPSCs）からも同様な細胞を得ることができる。ホメオボックス転写因子 HoxB4 の強制
発現により、マウス ESCsから長期骨髄再建能を示す造血幹細胞（HSCs）が得られることも知
られているが、Lhx2 による LSK 細胞の誘導効率は HoxB4 よりも優れていた。しかし、Lhx2
や HoxB4などの転写因子の強制発現なしでは、in vitroで、マウス ESCs・iPSCsから長期骨髄
再建能を示す細胞を得ることには未だ誰も成功していない。 

マウス胚体内では、胎生 10.5 日目の背側大動脈・生殖隆起・中腎（AGM）領域の造
血性血管内皮細胞（HECs）から HSCsは発生する。一方、OP9ストロマ細胞によるマウス ESCs
から血液細胞への in vitro分化誘導でも HECsを得ることはできるが、この細胞は HSCsに分化
しない。このことから、1）AGM 領域の HECsと ESC由来の HECsの性質が異なること、２）
両 HECsは似たような性質を持つが、現在の in vitro分化誘導システムは HSCsへの分化をサポ
ートしていないこと、などが考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、遺伝子操作なしで、マウス ESCs から長期骨髄再建能を示す HSCs を誘導するこ
とが目的である。そのため、マウス胎仔のAGM領域における造血発生と、マウス ESCsの in vitro
造血細胞誘導を比較し、HSCs の発生に関与する因子を見つけ出す。また、HSCs の発生には、
インターフェロン-α/γ、腫瘍壊死因子（TNF）シグナルなどが関与していることが知られてい
る。予備的知見から、マウス ESCsの分化誘導により得られた HECsは、インターフェロン-γ
（Ifn-γ）により、LSK細胞への分化が大幅に亢進することを見出している。そこで、Ifn-γに
より得られた LSK細胞の骨髄再建能を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
【HECsの比較解析】 
マウス ESCs（E14tg2a株）を OP9ストロマ細胞と 6日間、および 9日間共培養し、Tie-2陽
性 c-Kit陽性 CD45陰性の HECsを得た（それぞれ、Day 6 ES-HECs、Day 9 ES-HECsと称す）。
また、胎生 10.5日目の C57BL/6マウス胎仔の AGM領域から Tie-2陽性 c-Kit陽性 CD45陰
性の HECsを採取した（E10 AGM-HECsと称す）。これらの HECsにおける細胞表面マーカ
ーをフローサイトメーターにより解析した。また、マイクロアレイ解析より遺伝子発現パタ
ーンを比較した。さらに、これらの HECsを免疫不全マウスに移植し、骨髄再建能を調べた。 

 
【AGM領域の HSCsの骨髄定着能の改善】 
胎生 10.5日目の AGM領域から採取した CD45陽性細胞には HSCsが存在するとされている
が、この HSCsは骨髄定着能が低い。そこで骨髄定着能を改善できるかどうか調べた。 

 
【ESCs由来と AGM由来の未分化血液細胞の比較解析】 

Day 6 ES-HECs、Day 9 ES-HECs、および E10 AGM-HECsを OP9細胞と共培養して得られる
血液細胞の細胞表面マーカーの解析を行った。 

Day 6 ES-HECsに Lhx2遺伝子を強制発現させ OP9細胞と共培養すると、in vitro自己
複製活性を持つ c-Kit陽性血液細胞を得ることができる（ES-Lhx2細胞と称す）。同様に E10 
AGM-HECs からも Lhx2 により in vitro 自己複製活性を持つ c-Kit 陽性血液細胞を得た
（AGM-Lhx2 細胞と称す）。この両者に違いがあれば、その差は、それぞれの元の細胞の差
を反映しているのではないか、と考え、移植実験・コロニーアッセイ・フローサイトメータ
ー解析・マイクロアレイ解析を行った。 
予備的知見により、Day 6 ES-HECsを Ifn-γ処理すると LSK細胞が顕著に誘導される

ことが判明している。そこで、E10 AGM-HECsからも同様に LSK細胞が誘導されるのかど
うかを調べた。これらの LSK 細胞を放射線照射した免疫不全マウスに移植し、骨髄再建能
を調べた。 

AGM領域では、HECsから ProHSCs（CD31陽性 CD41弱陽性 CD43陰性 CD45陰性）、
Type I PreHSCs（CD31陽性 CD41弱陽性 CD43陽性 CD45陰性）、Type II PreHSCs（CD31陽
性 CD41弱陽性 CD43陽性 CD45陽性）を経て、HSCsに分化する。そこで、Day 6 ES-HECs
を OP9細胞と共培養し、これらの細胞が認められるかどうかを調べた。 

AGM領域の ProHSCs・Type I PreHSCs・Type II PreHSCsは、直接、成体マウスへ移植
しても骨髄再建能が認められないが、OP9細胞と凝集培養すると、骨髄再建能を持つ HSCs
に分化する。そこで、ESCsから得られた ProHSCs・Type I PreHSCs・Type II PreHSCsを OP9
細胞と凝集培養し、得られる血液細胞の解析を行った。 
 
４．研究成果 
【HECsの比較解析】 
Day 6 ES-HECs・Day 9 ES-HECs・E10 AGM-HECs のフローサイトメーター解析を行った結果、



E10 AGM-HECs は CD34 陽性であったが Day 6 ES-HECs の 90%近くは CD34 陰性であり、CD34
陽性細胞は 10%以下であることが判明した。一方、Day 9 ES-HECs は約 40%が CD34 陽性であ
った。CD34 陰性 Day 6 ES-HECs を単離し、OP9 細胞と 3日間共培養すると、CD34 陽性 HECs
に分化した。以上の結果から、Day 6 ES-HECs の多くは CD34 陰性であり、E10AGM-HECs と異
なること、および、E10AGM-HECs と同様な CD34 陽性 HECs は、分化誘導期間を長くすること
により、ESCs から得られることが判明した。 
次に、Day 6 ES-HECs・Day 9 ES-HECs・E10 AGM-HECs のマイクロアレイ解析を行った

結果、E10 AGM-HECs と比べて、Day 6 ES-HECs・Day 9 ES-HECs の両者で発現が低い（Log2：
<1.0）、あるいは高い（Log2：>1.0）遺伝子がそれぞれ 872 個、597 個（計 1,469 個）であ
ったのに対し、Day 6 ES-HECs のみで発現が低い、あるいは高い遺伝子はそれぞれ 2365 個、
191 個（計 2,556 個）であり、Day 9 ES-HECs は、より E10 AGM-HECs に近い細胞であるもの
と思われた。 
興味深いことに、E10 AGM-HECs と比べて、Day 6 ES-HECs・Day 9 ES-HECs ではミト

コンドリアゲノムにコードされている遺伝子の発現が、全体的に低下していることが見出さ
れた。一方、核ゲノムにコードされているミトコンドリア関連遺伝子の発現は低下していな
かった。この意義については不明であるが、胚発生では、細胞のエネルギー獲得は、血液循
環系・胎盤の発達に従って解糖系から酸化的リン酸化にシフトする。今後、ESCs の in vitro
分化誘導では、このシフトが in vivo と同じように進行しているのかどうかを調べる必要が
ある。 
マウス ESCs の試験管内分化誘導により得られた Flk-1 陽性細胞は極めて低い頻度で

あるが、短期的な骨髄再建活性を示すことが報告されている。Day 6 ES-HECs は Flk-1 陽性
である。そこで、Day 6 ES-HECs・Day 9 ES-HECs・E10 AGM-HECs を免疫不全マウスへ移植
したが、骨髄再建能は認められなかった。 

 
【AGM領域の HSCsの骨髄定着能の改善】 
予備的知見から、胎生 10.5日目の AGM領域の CD45陽性細胞を放射線照射した免疫不全マ
ウスに移植したが、骨髄再建能は認められなかった。骨髄 HSCs は、dmPGE2 処理により骨髄
再建能が亢進することが知られている。そこで、胎生 10.5日目の AGM領域の CD45陽性細
胞を dmPGE処理後、移植すると長期骨髄再建能が認められた。 
 
【ESCs由来と AGM由来の未分化血液細胞の比較解析】 
胎生 10.5日目の AGM領域の CD45陽性細胞は、大部分が c-Kit陽性 CD34陽性であった。
Day 6 ES-HECs・Day 9 ES-HECs・E10 AGM-HECs を OP9 細胞と共培養すると、いずれの HECs
からも CD45 陽性 c-Kit 陽性 CD34 陽性細胞が得られた。しかし、E10 AGM-HECs と比べると、
Day 6 ES-HECs からは CD45 陽性 c-Kit 陽性 CD34 陽性細胞への分化効率が低いことが判明し
た。一方、Day 6 ES-HECs と比較すると、Day 9 ES-HECs から CD45 陽性 c-Kit 陽性 CD34 陽
性細胞への分化効率が高いことが明らかとなった。 
 ES-Lhx2 細胞と AGM-Lhx2 細胞は、双方とも長期骨髄再建能を有していた。コロニーア
ッセイでは、AGM-Lhx2 の方が 2 倍程度、コロニー形成能が高いことが明らかとなった。両
細胞の遺伝子発現を比較すると、AGM-Lhx2 では、炎症性シグナル経路に関する遺伝子の発
現が高いことが判明した。そこで、これらの遺伝子の発現が、元の細胞（胎生 10.5 日目の
AGM領域の CD45陽性 c-Kit陽性細胞と Day 6 ES-HECs を分化誘導して得られた CD45陽性
c-Kit陽性細胞）においても異なっているのかどうかを調べることを試みたが、AGM領域の
CD45陽性 c-Kit陽性細胞からの RNA調製が難航しており、結果は得られなかった。 
 予備的知見から、Day 6 ES-HECs を Ifn-γ処理すると LSK 細胞が誘導できることを見
出している。また、E10 AGM-HECs からも Ifn-γにより LSK 細胞が誘導できた。しかし、こ
れらの ESC 由来、AGM 由来の LSK 細胞は骨髄再建能を示さなかった。 
 次に、マウス ESCs を 5日間 OP9 細胞と共培養し、得られた Tie-2 陽性 HECs を、さら
に OP9 細胞と共培養したところ、2日後の接着細胞分画に、ProHSCs（CD31陽性 CD41弱陽
性 CD43陰性 CD45陰性）、浮遊細胞分画に、Type I PreHSCs（CD31陽性 CD41弱陽性 CD43
陽性 CD45陰性）と、Type II PreHSCs（CD31陽性 CD41弱陽性 CD43陽性 CD45陽性）と同
様の細胞表面マーカーを発現する細胞が認められた。そこで、ProHSCs 様の細胞を OP9 細
胞と再凝集培養したところ、CD45 陽性 Sca-1 陽性細胞が出現した。しかし、この細胞は骨
髄再建能を示さなかった。 
マウス AGM領域では、Sca-1陽性細胞に HSC活性がある。本研究の結果から、Ifn-

γ処理、OP9 細胞との凝集培養により、Sca-1 を発現する血液細胞を得ることに成功した。
しかし、胎生 10.5日目の AGM領域の CD45陽性細胞が骨髄再建能を示すような移植条件を
用いて移植しても、骨髄再建能を示す HSCsをマウス ESCsから遺伝子操作なしで得ること
ができなかった。Day 6 ES-HECs・Day 9 ES-HECs では、ミトコンドリアゲノムにコードさ
れているの遺伝子の発現が低いことが判明した。この現象と、HSCs を得ることができなか
ったこととの関連性は、今後、明らかにする必要があると考えられる。 
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