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研究成果の概要： 

われわれは骨髄内直接移植法を開発することにより、ヒト臍帯血中に非常に未分化な CD34
抗原陰性造血幹細胞(CD34-HSC)の同定に初めて成功した。本研究で、この CD34-HSC が c-kit
や flt3 というマウス HSC に重要な分子を発現しないこと、さらに、従来未分化とされていた

CD34+CD38-HSC よりも未分化な幹細胞であり、異なる in vivo 増殖分化動態を示すことを明

らかにした。一方、CD34-HSC の可塑性は極めて限定的なものと考えられた。 
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１．研究開始当初の背景 

ヒト造血幹細胞（HSC）の本体の解明には、

その純化が不可欠であることはいうまでも

ない。マウスに関しては、Osawa らにより骨

髄由来の１個の CD34-KSL(kit+Sca-1+Lin-)細

胞が致死量の放射線を照射したマウスの骨

髄を再構築することから、ほぼ純化された

HSC と考えられていた(Science,1996)。一方、

ヒト HSC に関しては、その陽性マーカーが明

らかにされていないことと、測定法の限界も

あって十分に明らかにされていなかった。ヒ

ト未分化 HSC の測定法としては、NOD/SCID

マウスを用いる異種間移植系が開発 (Nat 

Med,1996)されたことにより、ヒト長期骨髄再

構 築 細 胞  (LTR-HSC) と 考 え ら れ る

SCID-repopulating cell (SRC)の測定が可能に
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なった。本法を用いることにより、CD34+SRC

の幹細胞特性や その heterogeneity が次第に

明らかにされつつあった。しかし、SRC の生

物学的特性には不明の点が多く、その可塑性

に関してはほとんど明らかにされていなか

った。 

われわれは、独自に開発した骨髄腔内直接

移植（Intra-bone marrow injection, IBMI）法を

用 い る こ と に よ り 、 ヒ ト 臍 帯 血 中 に

CD34-SRC が存在することを世界で初めて直

接的に証明した（Blood 101:2924,2003）。しか

しながら、このヒト CD34-SRC の純化レベル

は 1/24,000 と低く、更なる純化法の開発と幹

細胞特性の解明が待たれていた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、われわれが、最近、IBMI

法を用いてヒト臍帯血中に同定した新規な

CD34-SRC の免疫特性と幹細胞性を明らかに

することにより、近い将来により効率的な造

血幹細胞移植療法を開発・確立し、さらに、

近未来の非造血組織の再生医療に応用する

ことである。 

 
３．研究の方法 
（1）標的幹細胞の純化方法 

 既報（Blood101:2924,2003）に従って、ヒ

ト臍帯血由来単核細胞より、８種類の抗体と

免疫磁気コロイドを用いて分化抗原陰性

(Lin-)細胞を得る。この細胞を既報の抗 CD34、

抗 CD38、抗 CD45 抗体で 3 重染色し、FACS

を用いて Lin-CD45+CD34high/-及び Lin-CD45+ 

CD34highCD38+/-細胞を採取した（図 1）。 

（図 1）標的細胞の FACS による分取法（1） 

 

 

（図 2）標的細胞の FACS による分取法（2） 

同様に、図 2 に示すように Lin-CD45+ 

CD34+/-flt3+/-細胞を採取して、以下の in vitro

および in vivo の実験に用いた。 

（2）IBMI 法を用いる Scid-repopulating cell 

(SRC)の測定方法と多臓器における解析法 

 SRC の測定方法は既報の方法を一部改変

（Blood 101:2924,2003; Int J Hematol 79:328, 

2004）して行った。予め 2.5Gy の放射線照射

を行なった8〜10週齢の雌NOD/SCID(あるい

は NOG)マウスの左脛骨に純化した細胞分画

を IBMI 法で注入した。移植 4〜24 週間後ま

で、マウスを経時的に犠牲死させて骨髄細胞

及び末梢血を採取し、抗ヒト CD45 抗体で染

色後に FACS Calibur で解析した。同時に、抗

ヒト CD13,CD14,CD33,CD34,CD19,CD3,CD41, 

GPA などに対するモノクローナル抗体で染

色し multilineage 解析も行った。さらに、マ

ウスの脾臓、肝臓、膵臓、心臓など多臓器に

おける解析も行った。 

(3）CD34-SRC の免疫特性の解明と hierarchy

上の位置付けに関する研究 

（1）で純化した Lin-CD45+CD34+/-flt3+/-細胞

を NOD/SCID マウスに移植して、CD34, flt3

の発現パターンと SRC 活性を指標として

CD34-SRC の免疫特性について検討した。  

ま た 、 Lin-CD45+CD34- 細 胞 と Lin-CD45+ 

CD34highCD38+/-細胞を各々NOD/SCID あるい

は NOG マウスに移植して長期骨髄再構築能

について詳細な検討を加えた。 

（4）臍帯血由来 Lin-CD45lowCD34-細胞に高

発現する新規（既知）マーカー分子の解析 



 

 

(1) の 方 法 で 臍 帯 血 よ り 純 化 し た

Lin-CD45lowCD34- 細 胞 お よ び Lin-CD45low 

CD34high細胞（一部は Lin-CD34+CD38+/-細胞）

より各々total RNA（あるいは poly(A)+RNA）

を抽出し、GeneChip を用いる網羅的な遺伝子

発現解析を行った。 

（5）CD34+/-SRC の可塑性（分化転換能）

に関する検討 

純化したLin-CD34+/-細胞をNOD/SCIDマウ

スに移植し、一定期間をおいて採取したマウ

ス臓器における、CD45-HLA-ABC+細胞の存在

について FCM で解析した。一部のマウスに

おいて、臓器よりパラフィン切片（あるいは

凍結切片）標本を作製し、病理組織学的およ

び免疫組織化学的な解析を行った。 

 

４．研究成果 

(1) CD34-HSC の免疫特性 

 CD34 抗原は、長い間ヒト HSC の重要なマ

ーカーと信じられてきた。しかし、マウスに

おいて長期の造血再構築能を示す HSC が

CD34 抗原を発現していないことが示された。 

 われわれは最近になり、IBMI 法を開発す

ることにより、ヒト臍帯血由来 CD34- HSC の

確実な同定に初めて成功した。本研究で

CD34-SRC の免疫特性に関して詳細な検討を

加え、最近その免疫特性が Lin-CD34-c-kit-flt3-

であることを明らかにした（図 3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

（図 3）ヒト HSC の免疫特性 

Flt3 の発現に関しては、長期骨髄再構築能

をもつマウス CD34-KSL 細胞も発現しておら

ず、flt3 の発現とともにリンパ球・顆粒球系

への分化能を示す HSC（赤血球系、巨核球系

細胞への分化能を失う）に分化することが報

告されている。このように、ヒトとマウスの

最も未分化と考えられる HSC の免疫特性は、

c-kitの発現を除くと一致している（論文 2,4）。 

（2）CD34-HSC の hierarchy 上の位置付け 

これまでの研究で、新たに同定した CD34- 

SRC が、①in vitro 及び in vivo で CD34＋SRC

を産生すること、②緩徐な骨髄再構築動態よ

り深い細胞静止状態にあることが示唆され

たことなどより、非常に未分化な幹細胞であ

ることが窺われた。本研究では、CD34-SRC

の hierarchy 上の位置付けをさらに明らかに

する目的で、従来最も未分化とされていた

CD34+CD38-SRC と自己複製能に関して NOG

マウスを用いる長期異種間移植実験系で詳

細な検討を加えた。 

(図 4)CD34-SRC（1 個、●）,CD34+CD38-SRC

（10 個、○）,CD34+CD38+SRC（2～3 個、△）

移植時の右脛骨中の生着率の推移 

その結果、①CD34+CD38+SRC は、移植後 5

週間で生着率がピークとなり、その後減少し

ていくこと、②CD34+CD38-SRC は、移植後

12 週で生着率がピークを示すが、24 週目で

も維持されていること、③CD34-SRC を 1 個

移植した場合には、5 週目ではまだ注入部位

の反対側に生着が認められず、12 週後以降に

認められることが明らかになった。特に、１

個の CD34-SRC を移植したマウスにおいて、



 

 

移植後 24 週目でも 10 個の CD34+CD38-SRC

を移植したマウスと同等の生着率が認めら

れた（図 4）。 

以上の結果より、CD34+CD38+SRC は short- 

term repopulating HSC であり、一方、CD34+ 

CD38-SRC と CD34-SRC は、NOG マウスにお

いて少なくとも 24 週間ヒトの造血を支持す

る long-term repopulating HSC と考えられた。

さらに、CD34-SRC は、CD34+CD38-SRC に

比べて、増殖が緩序で、高い増殖能を示した

ことから、hierarchy 上より上位な未分化幹細

胞であることが示唆された(投稿中)。 

（3）CD34-SRC,CD34+CD38-SRC,CD34+ 

CD38+SRC の in vivo 増殖分化動態 

  各々2～3 個の CD34-SRC,CD34+CD38- 

SRC,CD34+CD38+SRC を IBMI 法で NOD/ 

SCID マウスの左脛骨に移植し、移植後 2

～8 週間経時的に移植部位と反対側の脛骨

中の生着率を解析した。その結果、CD34+ 

CD38+ SRC は移植後 3 週目には反対側に

遊走して生着していた。CD34+CD38-SRC

は、移植後 5 週目には反対側に遊走して生

着していた。一方、CD34-SRC は、移植５

週目でも約半数のマウスで移植した左脛

骨内に留まっていた（図 5）。  

 

（図 5）CD34-SRC,CD34+CD38-SRC, 及び

CD34+CD38+SRC 移植後の注入部位（左脛

骨、○）と反対側（右脛骨、●）の生着率

の推移 

このことから、CD34-SRC は、注入部位の

ニッチ内で比較的長く留まって、ゆっくり

と増殖してから遊走していくものと推測

された。以上より、CD34-SRC と CD34+ 

CD38- SRC及びCD34+CD38+SRCは明らか

に異なる in vivo 増殖分化動態を示すこと

が示唆された（投稿中）。 

（4）臍帯血由来 Lin-CD45lowCD34-細胞に高

発現する新規（既知）マーカー分子の同定 

3－(1)の方法により純化した Lin-CD45low 

CD34-細胞および Lin-CD45lowCD34high 細胞よ

り各々total RNA を抽出し、GeneChip を用い

る網羅的な遺伝子発現解析を行った。その結

果、Lin-CD34high細胞により強く発現している

20 数個の遺伝子を同定した（この中には

AC133, HoxA9,MLF-1,c-Mpl などが含まれ

ている）。さらに、Lin-CD34+CD38+/-細胞と比

較することにより、CD34-SRC に高率に発現

していると考えられる 3 つの膜表面分子（い

ずれも接着分子）を同定した（未発表）。 

（5）CD34+/-SRC の可塑性（分化転換能） 

CD34+/-SRC の可塑性について解析するた

めに、各々CD34+/-SRC を IBMI 法で移植した

NOD/SCID マウスにおいて、骨髄以外の臓器

（脾臓、肝臓、腎臓、心臓、消化管、脳）に

おけるヒト CD45-HLA-ABC+細胞の存在につ

いて詳細な解析を行った。 

その結果、CD34+/-SRC を移植したいずれの

NOD/SCID マウスにおいても、FCM 解析で肝

臓中に少数の CD45-HLA-ABC+細胞が認めら

れた。しかしながら、これらの細胞が肝細胞

であることを免疫組織化学的解析で同定す

ることは困難であった。これ以外の臓器にお

いてはヒト由来細胞の存在は確認できなか

った。 

現在、①移植マウスをヒト細胞の生着率の

高い NOG マウスに変更すること、②定常状

態だけでなく、肝部分切除、CCl4投与などの

再生ストレス存在下、あるいは③組織再生促



 

 

進因子である HGF 投与下、における検討に

ついて準備している。 
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○取得状況（計 0 件） 
 
〔その他〕 

ホームページ： 
幹細胞生物学講座（衛生学講座） 
http://www3.kmu.ac.jp/hygiene/index.html 
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