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研究成果の概要（和文）：我々は、ヒツジ胎仔肝臓内でヒトiPS細胞由来の中胚葉系細胞から造血幹細胞を分化
させることに成功した（特許第6861405号）。本研究では、ヒト造血幹細胞の産生メカニズムを明らかにし、体
外培養系に応用することを試みた。その結果、ヒトiPS細胞由来造血性内皮細胞はヒツジ胎仔肝臓内で、Notchシ
グナルを介して、多系統分化能を特徴とする造血幹細胞へと分化することを明らかにした（Exp Hematol., 
2021）。ヒツジ胎仔体内で起きる造血幹細胞への分化誘導メカニズムを試験管内に応用するには、培養法のさら
なる改善が必要である。

研究成果の概要（英文）：We have succeeded in the generation of hematopoietic stem cells (HSCs) from 
human iPS cell-derived mesodermal cells in fetal sheep liver (Patent No. 6861405). In this study, we
 attempted to clarify the generation mechanism of human hematopoietic stem cells and to apply it to 
an in vitro culture system. As a result, we found that human iPS cell-derived mesodermal cells 
differentiate into HSCs, which are characterized by long-term engraftment and multilineage 
differentiation, via Notch signaling in the liver of sheep fetuses (Exp Hematol., 2021). To apply 
the mechanism of differentiation into HSCs in sheep fetuses in vitro, further improvement of the 
culture method is necessary.

研究分野： 幹細胞生物学、実験動物学

キーワード： 多能性幹細胞　造血幹細胞　分化　動物体内　胎仔　ヒツジ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
骨髄や臍帯血を用いた造血幹細胞移植は、がん治療や細胞移植のための有効な治療手段である。造血幹細胞のド
ナー不足が続く近年、新たな移植細胞源としてiPS細胞の活用が期待されているものの、iPS細胞の造血幹細胞へ
の分化誘導はいまだに難しい。本研究により、試験管内でヒトiPS細胞から造血幹細胞を分化誘導・大量生産す
るための基盤となるデータが明らかとなった。また将来的に本研究を応用して、動物体内での臓器の三次元構築
や、未だ作製が困難な系統の細胞の分化誘導が可能になると期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



基盤研究（Ｃ）（一般）１ 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 ヒト多能性幹細胞から造血幹細胞を分化誘導する技術が開発されていない 
 骨髄や臍帯血を用いた造
血幹細胞移植は、がん治療や
細胞移植のための極めて有
効な治療手段である。一方で
造血幹細胞移植は、慢性的な
ドナー不足という深刻な問
題を抱えている。そのため近
年、新たな移植細胞源として
ES/iPS 細胞の応用が期待さ
れている。しかしながら、試
験管内では造血幹細胞の生
体内での本来の発生を完全
には再現できていないため
に、分化効率が極めて低く、
機能が不十分な細胞しか作
れない（右図）。 
 
 ヒツジ胎仔造血環境を利用したヒト iPS 細胞の造血分化誘導技術の開発 
 一方、申請者らは、妊娠早期（約 60 日齢、満期は 147 日齢）のヒツジ胎仔が免疫寛容を誘導するこ
とを利用し、造血発生の場である胎仔肝臓内でヒト iPS 細胞由来の中胚葉細胞を造血幹細胞に分化さ
せることに成功した（特許第 6861405 号）。ヒツジ胎仔肝臓を介して得られたヒト iPS 細胞由来造血
幹細胞は、骨髄由来の造血幹細胞と同じく、長期生着能を有していることがわかっている。 
 
 ヒツジ胎仔肝臓内でのヒト造血幹細胞の産生機序は明らかではない 
 申請者らの研究における独創的な点は、本来の造血幹細胞の発生過程を忠実に再現できることであ
る。すなわち哺乳動物では、造血幹細胞は中胚葉系細胞を経て発生し、胎仔肝臓で成熟・増殖を遂げた
後で、成体造血組織である骨髄に移行する。本研究では、将来、造血幹細胞となる細胞（ヒト iPS 細
胞由来の中胚葉細胞）を発生学的に近い段階の体内環境（胎仔の肝臓）に移植することで、本来の発生
の仕組みと同じように造血幹細胞へ分化させることができる。この時、ヒツジ胎仔の造血環境からヒ
ト iPS 細胞由来中胚葉細胞に、分化を進めるための何らかの働きかけがあると考えられる。本研究で
は、「なぜヒツジ胎仔肝臓内でヒト iPS 細胞由来の中胚葉細胞が造血幹細胞へ分化できるのか」を解く
分子機構を明らかにする。また、明らかになった分化の仕組みを基に、試験管内でヒト造血幹細胞を分
化誘導する技術を開発する。 
 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、試験管内でヒト
iPS 細胞から造血幹細胞を作る
技術の開発を目指す。我々は、ヒ
ツジ胎仔肝臓内で長期生着能と
多系統分化能をもつ造血幹細胞
を作ることに成功している。こ
の独自の特許技術を使い、次の
２つの項目に取り組む。すなわ
ち、①ヒツジ胎仔の造血環境か
らヒト iPS 細胞由来中胚葉細胞
への作用とその因子の探索、②
試験管内培養系への応用、であ
る。 
 
 
 
 
 



基盤研究（Ｃ）（一般）２ 
【１ 研究目的、研究方法など（つづき）】 
３．研究の方法 
 本研究の実施にあたっては、自治医科大学医学部 花園豊 教授ならびに宇都宮大学農学部 長尾慶和
教授の協力を得た。 
 
 ヒツジ胎仔体内でのヒト iPS 細胞由来中胚葉細胞の動態解析 
 ヒト iPS 細胞を、6 日間にわたってサイトカイン添加下で OP9 ストローマ細胞と共培養し、妊娠 60
日齢前後（満期 147 日齢）のヒツジ胎仔肝臓内に移植した。移植手技は、子宮壁越しに超音波ガイド下
で胎仔の肝臓を把握し、細胞を注入する方法を用いた（Abe ら, 2014, 2012, 2011, 2009）。移植 28日
後のヒツジ胎仔の肝臓および骨髄、ならびに移植 23ヶ月後のヒツジ成体骨髄を採取した。これらのサ
ンプルに対して、血球細胞マーカーCD45 および Notch シグナル活性化マーカーN1ICD および HES-1、リ
ンパ球系マーカーCD2、赤芽球系マーカーCD71、巨核球系マーカーCD42b、造血幹細胞マーカーSCL の発
現を免疫染色で評価した。この時、ヒト iPS 細胞に由来する細胞をヒト特異的マーカーSUN2 または
STEM121 で同時に染色した。 
 
 共培養系の確立 
 造血発生に関与すると考えられるヒツジ胎仔組織として、臍帯血静脈内皮細胞、肝臓、骨髄からスト
ローマ細胞を初代培養し、その一部は SV40LT antigen の導入により不死化した。これらの細胞とヒト
iPS 細胞由来中胚葉細胞を共培養し、CD45 や N1ICD の発現を免疫染色で評価した。 
 
 倫理面への配慮 
① 遺伝子組換え実験 
 本研究で行われる組換え DNA 実験は、以下の通り承認を得た。ヒト iPS 細胞の作製は自治医科大学
再生医学研究部（P2 に対応可）で実施し、ヒツジの飼養管理は宇都宮大学農学部附属農場（P1A に対応
可）で行った。 
 なお、本実験では、遺伝子非組換え細胞または遺伝子組換え済み細胞を入手し、ウイルス粒子の残存
がないことを予め確認したもののみを、ヒツジ胎仔への移植に用いた（機関承認 P1A 実験）。 

 「大型動物を利用する幹細胞操作技術の開発」、阿部朋行申請、自治医科大学 平成 28年 3 月 30
日承認（許可番号：16-37 号） 

 「幹細胞を利用する再生医療の基盤作技術の開発」、花園豊申請、自治医科大学 平成 28 年 3月
30 日承認（許可番号：16-36 号） 

 「ヒツジ胎子内微小環境へ移植した GFP 導入ヒト iPS 細胞由来造血系細胞の動態解析」、長尾慶
和申請、宇都宮大学 平成 29 年 9 月 26 日承認（許可番号：D17-0005 号、令和 4 年 3 月 31 日ま
で） 

 
② 生命倫理 
ヒト iPS 細胞の作製・使用、ならびにヒト臍帯血・リンパ球の使用について以下の通り承認を得た。 

 「iPS 細胞の作製」、花園豊申請、自治医科大学 平成 29 年 5月 29 日承認（許可番号：臨大 17-
変 063 号、令和 3年 3 月 31 日まで） 

 「造血幹細胞移植治療の効率化をめざす研究」、花園豊申請、自治医科大学 平成 29 年 5月 29 日
承認（許可番号：臨大 17-変 064、令和 3年 3月 31 日まで） 

 「ヒツジ胎子内微小環境を利用した霊長類幹細胞の分化誘導法の確立」、長尾慶和申請 宇都宮
大学 平成 29年 8月 30 日承認（許可番号：H17-0022 号、令和 4年 3月 31 日まで） 

 
③ 動物実験倫理 
 本研究ではヒツジへの外科的処置が必須となることから、動物福祉または動物実験倫理への十分な
配慮が必要と考えた。ヒツジを用いる実験は、以下の通り承認を受けた。 

 「ヒツジを利用する幹細胞研究」、阿部朋行申請、自治医科大学 平成 30年 3 月 29 日承認（許可
番号：17145-01 号） 

 「幹細胞の増殖・分化の解析」、花園豊申請、自治医科大学 平成 29 年 3 月 30 日承認（許可番
号：17173 号） 

 「ヒツジ胎子内微小環境を利用した霊長類幹細胞の分化誘導法の確立」、長尾慶和申請、宇都宮
大学 平成 29年 8月 25 日承認（許可番号：A17C-0013 号、令和 4年 3月 31 日まで） 

 
 



基盤研究（Ｃ）（一般）２ 
【１ 研究目的、研究方法など（つづき）】 
４．研究成果 
 ヒツジ胎仔体内でのヒト iPS 細胞由来中胚葉細胞の

動態解析 
ヒト iPS 細胞由来中胚葉細胞を移植したから 28 日後

にヒツジ胎仔を摘出し、胎仔肝臓や骨髄の組織切片を評
価した。その結果、移植に用いた中胚葉細胞はもともと
CD45 や N1ICD、HES-1 は全て陰性だった（上図）のに対
し、移植 28 日後にヒツジ胎仔肝臓内で CD45 を発現し、
Notch シグナルを活性化した（中図）。加えて、造血幹細
胞マーカーSCL、リンパ球系マーカーCD2、赤血球系マー

カーCD71、血小板系マーカーCD42b を発現するヒ
ト細胞を検出した（下図）。これらの結果から、ヒ
トiPS細胞由来中胚葉細胞はヒツジ胎仔肝臓内で、
Notch シグナルを介して、多系統分化能を特徴と
する造血幹細胞へと分化したことが示された。ま
た、移植 23 ヶ月後の成体骨髄においても多系統
の分化マーカー陽性細胞が検出されたことから、
ヒトiPS細胞由来造血細胞は長期にわたって生着
し、多分化能を有していたことが示された。以上
の成果について論文発表した（Exp Hematol., 
2021）。 
 

 共培養系の確立 
造血発生に関与することが推測されるヒツ

ジ胎仔造血支持組織として、肝臓や骨髄、臍帯
静脈から細胞を初代培養し、その一部は不死
化を行った。各組織で複数株のストローマ細
胞または血管内皮細胞が得られた。しかし現
状では、これらの細胞をフィーダーとして、ヒ
ト iPS 細胞由来中胚葉細胞と共培養しても上

記①で見出したマーカ
ー（CD45、N1ICD）を発
現しなかった。このこ
とから、Notch シグナ
ル活性化に関わる上流
制御因子の探索ができ
なかった。今後、二次
元での共培養系だけで
なく、ヒツジ胎仔造血
組織由来の細胞を再凝
集させて三次元で培養
するような実験系を検
討する。 

 
 

ヒツジ胎児肝臓内に移植する前（体外分
化6日目）には、ヒトiPS細胞由来中胚葉
細胞はCD45, N1ICDおよびHES-1は発現し
ていなかった。バーは10um。

N1ICD / 
STEM121

HES-1 / SUN2CD45 / SUN2

STEM121 / N1ICD HES-1 / SUN2

ヒツジ胎仔肝臓内に移植後、ヒトiPS細胞由来細
胞（STEM121またはSUN2陽性）は、CD45、N1ICD
およびHES-1を発現した。また、CD45陽性ヒト血
液細胞は胎仔骨髄にも検出された。バーは10um。

対照群
(胎仔肝臓の非検出部)

CD45 / SUN2

胎仔骨髄

CD45 / SUN2CD45 / SUN2

胎仔肝臓

u CD45に対する免疫染色

u N1ICDおよびHES-1に対する免疫染色

リンパ球系 赤芽球系 巨核球系 骨髄球系

CD2 / SUN2 CD71 / SUN2 CD42b / SUN2 CD11b / SUN2 SCL / SUN2

造血幹細胞

移植28日後の胎仔肝臓、および移植23ヶ月後の成体骨髄において、ヒ
トiPS細胞由来細胞（SUN2陽性）はリンパ球系、赤芽球系、巨核球系、
骨髄球系へと分化したことを示す。胎仔肝臓では造血幹細胞への分化
も確認された。バーは10um。

u 胎仔肝臓（移植28日後）

リンパ球系 赤芽球系 巨核球系 骨髄球系

CD2 / SUN2 CD71 / SUN2 CD42b / SUN2 CD11b / SUN2

u 成体骨髄（移植23ヶ月後）
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