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研究成果の概要： 
ヒト胎生期の造血発達の解明を目的として、胎生期の未分化な多能性幹細胞であるヒト胚性幹

細胞(ES細胞)から血液細胞への分化を再現することを試みた。そのためには、胎生期の造血環

境を実験的に再構築することが重要と考えた。そこで、哺乳類の胎生期造血は肝臓で劇的に増

幅するため、マウス胎仔の肝臓の造血環境を反映するストローマ細胞を樹立し、ES細胞と共培

養したところ、血液細胞へ分化誘導することに成功した。 
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１．研究開始当初の背景 
 

(1) ヒト胎生期における造血機構の発達の

研究は，正常胎児の発達の理解ばかりでなく、

母体環境の胎児造血に及ぼす影響の解明，先

天性の造血障害や造血器腫瘍の病因解明の

ためにも、極めて重要な課題であるにもかか

わらず、ヒト胎児の詳細な研究が倫理的に困

難であることから、国内外を問わず、その研

究は現在まで全く進んでいなかった。 

 

(2) 1998年に、世界で始めてヒト ES細胞が

樹立され、その胎生期医学への応用が期待さ

れていた。 

 

(3) 我々は、それまでに哺乳類の胎生期造血

の発達を研究してきたことより、胎生期の造

血環境を in vitroで構築し、胎生期に起源

を有する多能性幹細胞であるヒト ES細胞を
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そうした環境下で培養することにより、胎生

期造血が in vitroで再現できるのではない

かと考えた。そのため、胎生期の造血組織か

らストローマ細胞を樹立し、ヒト ES細胞と

共培養することを考えた。 

 

(4) 当然のことながら、ヒト胎児を実験的に

用いることは倫理的に許されないが、マウス

由来のストローマ細胞の多くがヒト造血を

指示することが報告されていたので、マウス

胎仔の造血組織からストローマ細胞を樹立

し、ヒトES細胞との共培養を計画した。 

 

２．研究の目的 
胎生期に由来する多能性幹細胞であるヒト

ES細胞から血液細胞への分化誘導法を開発

し、その分化過程を解析し、胎生期造血の発

達機構を解明する。 

 
３．研究の方法 
(1) マウス胎仔のマウス胎仔の AGM(aorta- 

gonad-mesonephros)領域、肝臓などの造血組

織からストローマ細胞を樹立する。 

 

(2) 樹立されたストローマ細胞とヒト ES細

胞を共培養する。 

 

(3) 共培養されたヒト ES細胞の分化を解析

する。 

 ①RT-PCRによる種々の分化マーカーの検 

    討 

 ②フローサイトメトリーによる血液細胞 

    マーカーの検討 

 ③血液細胞コロニー法による血液細胞へ 

    の分化の検討 

 ④免疫不全Nod-scidマウス移植系による 

    造血幹細胞活性の検討 

 

(4)ヒトES細胞から分化誘導された赤血球の

解析 

 ①赤血球に発現しているヘモグロビンの 

    解析 

 ②赤血球の酸素結合能の検討 

 ③赤血球のG6PD活性の検討 

 

４．研究成果 

 
(1)ヒトES細胞から造血細胞への分化誘導 

胎生 14～15日のマウス胎仔肝からストロー

マ細胞を培養し、ヒト ES細胞を樹立された

ストローマ細胞と共培養することを試みた。

この共培養系においては、培養2～3日間は、

ヒト ES細胞は未分化な形態を維持しつつ増

殖を続けたが、培養 3～5日目頃より分化を

開始した。培養 11～12日目頃には、cobble 

stone area(CSA)が出現し、その数は次第に

増加した。CSAに含まれるcobble stone-like 

cell (CS細胞)は、CD34を発現し、血管内皮

細胞と血液細胞への分化能を保持していた。

特にこれらのCS細胞を、エリスロポエチン、

トロンボポエチン、interleukin (IL)-3、IL-6、

SCF (stem cell factor)、G-CSF (granulocyte 

colony-stimulating factor)存在下で、コロ

ニー培養すると、赤血球コロニー、顆粒球・

マクロファージコロニー、混合コロニー（図

１）等、様々な血液細胞コロニーが形成され

た（雑誌論文⑫）。 

 以上の結果は、マウス胎仔肝由来ストロー

マ細胞を用いた共培養系により、ヒト ES細

胞から、多能性造血前駆細胞を含む種々の造

血前駆細胞が分化誘導されたことを示して

いる。 

 

図１ 

ヒト ES細胞から分化誘導された多能性造血

前駆細胞を血液細胞コロニー培養すること
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(2)ヒトES細胞由来赤血球の解析 

マウス胎仔肝由来ストローマ細胞と２週間

共培養したヒト ES細胞を血液細胞コロニー

培養したところ、培養 14日目には赤血球か

ら成る赤血球コロニーが形成された。そこで，

赤血球コロニーに含まれる赤血球で発現さ

れているグロビンのタイプを免疫細胞染色

により検討すると、培養 14日目の赤血球コ

ロニーでは 100％の赤血球がα及びγグロビ

ンを発現していた。βグロビンを発現する赤

血球は約60％であったが、培養期間を延長す

ることにより、培養期間依存的にβグロビン

を発現する赤血球の比率は上昇し，培養 18

日目にはほぼ 100％の赤血球でβグロビンを

発現していた（図２）。この結果は，我々の

確立した分化誘導法により産生される赤血

球では、コロニー培養 14日目には全ての赤

血球がα及びγグロビンからなる胎児型ヘ

モグロビン（Hb F）を合成している一方、α

及びβグロビンからなる成人型ヘモグロビ

ン（Hb A）は約60％で合成されており、その

後培養期間を延長することにより、ほとんど

全ての赤血球が Hb Aを合成するようになっ

たことを示している。また、ヒト ES細胞か

ら分化誘導された赤血球の酸素結合能を検

討してみると、その酸素結合能は、成人末梢

血赤血球よりも臍帯血赤血球に類似してい

た。（雑誌論文③） 

 以上のことより、ヒト ES細胞由来の赤血

球造血は胎児期造血を反映しており、我々の

開発したヒト ES細胞から血液細胞へ分化誘

導系は、胎生期造血のよい in vitroモデル

となると考えられた。 

 

図２ 

ヒト ES細胞由来赤血球におけるβグロビン

陽性細胞の比率 
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