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研究成果の概要（和文）：本研究は、ヒト造血幹細胞(HSC)におけるCD34抗原の発現意義について解析を行っ
た。具体的には、ヒト臍帯血由来CD34+ HSCよりCRISPR/Cas9を用いてCD34遺伝子をノックアウト(KO、以下
CD34KO HSCとする)し、その造血幹細胞活性をin vitroおよびin vivoの両系で評価した。その結果、CD34+およ
びCD34KO HSCともに同等の骨髄再構築能と多分化能を有していることが明らかとなった。このことから、ヒト
HSCにとってCD34抗原の発現は実験的に検出可能な範囲では、造血幹細胞活性に影響を与えないことが分かっ
た。

研究成果の概要（英文）：This study analyzed the significance of CD34 antigen expression in human 
hematopoietic stem cells (HSCs). Specifically, we knocked out the CD34 gene in CD34+ HSCs derived 
from human umbilical cord blood using CRISPR/Cas9, hereafter referred to as CD34KO HSCs, and 
evaluated their hematopoietic stem cell activity in both in vitro and in vivo systems. As a result, 
it became clear that both CD34+ and CD34KO HSCs possess equivalent bone marrow reconstruction and 
multi-differentiation abilities. From this, it was found that within the experimentally detectable 
range, the expression of the CD34 antigen does not affect the hematopoietic stem cell activity in 
human HSCs.

研究分野： 幹細胞生物学

キーワード： 造血幹細胞　CD34抗原
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現在CD34抗原は、ヒト造血幹細胞のマーカーとして広く用いられているが、その機能的意義は明らかになってい
ない。本研究により、CD34抗原はヒト造血幹細胞に発現していてもしていなくてもその幹細胞としての性質に大
きな差はない可能性が示唆された。この知見は、今後の造血幹細胞移植などのドナー選択の基準の策定等への応
用が期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
CD34 抗原はヒト造血幹細胞(HSC)のマーカーとして基礎研究から臨床に至るまで広く用いら

れている。特に、HSC 移植(HSCT)において CD34 陽性細胞数は移植用検体中の造血幹/前駆細胞数
(HSPCs)を推定するための指標として重要視されている。現在まで、多くの研究グループにより
HSC における CD34 抗原の機能的発現意義が調べられてきた①、②。ヒト HSPCs においては CD34
抗原が、他の細胞との接着に働いていることも報告されているが③、これらの研究を通しても、
ヒト HSC の未分化性の維持や幹細胞活性に関して CD34 抗原がどのような役割を果たしているの
かは不明のままであった。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、ヒト HSC における CD34 抗原の発現意義とその機能の解明を目的とし行われた。 
 

３．研究の方法 
 

最初にヒト臍帯血より HSC が 1/5 の頻度で濃縮される 18Lineage(Lin)-CD34+CD38-CD133+GPI-
80+分画細胞(④)をセルソーターにより分取した。次いで、この細胞に CD34 遺伝子のシグナルペ
プチド部分をターゲットととした crRNA を用いて gRNA を構築し、CRISPR/Cas9 システムにより
CD34 遺伝子をノックアウトした(図 1)。CRISPR/Cas9 は HSC に高効率で導入可能な手法(⑤)を用
いて行った。対照群は crRNA を含まない RNP 導入群とした。RNP 導入後、HSC は我々がすでに報
告しているヒト HSC 支持能を有する骨髄間質細胞(DP MSC、⑥)と 3日間共培養した。次いで、細
胞を回収した後、抗 CD34、抗 CD133 および抗 CD45 抗体で染色した。その後、セルソーターで
CD45+CD34-CD133+分画を回収し、この細胞を CD34KO HSC として後の実験に用いた。また、対照群
より CD45+CD34+CD133+分画を回収し CD34+ HSC として同様に後の実験に用いた(図 1)。 
 

 

また、CD34+および CD34KO HSC の準備段階での細胞分裂によるバイアスがないことを確認するた

め、両群における分裂回数をセルトレーサーダイを用いて確認した(図 2)。 

 
これら、CD34+ HSC および CD34KO HSC を用いて以下の実験によりその幹細胞活性を評価した。 

1) 半固形培地を用いたコロニー形成能試験(コロニーアッセイ) 

図 1：CD34+ HSC と CD34KO HSC の単離方

法。18Lin-CD34+CD38-CD133+GPI-80+細胞

に CRISPER/Cas9 を導入した後、各細胞

を回収した。(左)および(右)のプロット

中の赤枠の分画細胞を回収し、それぞれ

CD34+および CD34KO HSC とした。 

図 2：CRISPR/Cas9 導入 72 時間後における(A)CD34+および(B)CD34KO HSC の分裂回数の

解析。(C)両群における分裂回数のまとめのグラフ。両群ともに分裂回数に有意な差は認

められない。 



2) 重症免疫不全マウスへの異種間移植による長期骨髄再構築能の検討(SRC アッセイ) 
3) RNA-seq による遺伝子発現の比較解析 
4) In vitro における T細胞への分化能の比較 
5) 機械学習による細胞の形態の比較解析 
 
４．研究成果 
 
1) コロニーアッセイにおいては CD34+ HSC および CD34KO HSC ともに形成するコロニーの種類
およびその数に有意な差は認められなかった。また、その形態に関しても大きな差は認められな
かった(図 3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2) SRC アッセイにおいては、1次マウスにおいて CD34+ HSC と CD34KO HSC 移植群間でヒト CD45+
細胞の生着率に有意な差は認められなかった(図 4)。また、CD34KO HSC 移植群においも、非移植
部位でのヒト CD45+細胞の生着が認められた。両群ともに、多血球系統への分化能が認められた
(図 5)。2次マウスにおける長期生着解析においても有意な差は認められなかった。 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3) RNA-seq による遺伝子発現解析の結果、CD34 を KO しても全体として大きな遺伝子発現変動

図 3 

図 4 

図 5 



は認められなかった(図 6)。特に HSC の未分化性維持や分化に係る遺伝子発現にスポットを当て
て解析を行ったが、発現変動は認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4) 異種間移植における T細胞分化は個体差への依存が大きいため、定量的な評価が困難である。
そこで、単一の CD34+および CD34KO HSC を用いて in vitro で T細胞への分化能を評価した。そ
の結果、両群に有意な差は認められなかった(図 7)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
5) イメージングフローサイトメーターを用いて、CD34+および CD34KO HSC の画像の明視野像を
取得し、深層学習(畳み込みニューラルネットワーク)により各分画細胞の形態の特徴量を抽出
し、比較した。その結果、CD34KO HSC は CD34+ HSC とは明確に異なる形態的特徴を有している
ことが明らかとなった(図 8) 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
今回の検討において、ヒト HSC において CD34 抗原の発現の有無は HSC 活性に検出可能な範囲

で影響を与えていないことが明らかとなった。しかしながら、CD34 抗原の発現が HSC から失わ
れることで、その形態に何かしらの変化が起こることも分かった。本研究で行った検討は、異種
間移植系を用いた 1 年程度の HSC 活性の評価であり、実際のヒトの寿命には遠く及ばない期間
での評価でしかない。より長期においては、CD34 抗原の存在の有無が HSC 活性に影響を与える
可能性は十分に考えられる。今後、より長期の観察が可能な評価系を構築し、その HSC 活性に与

図 6 

図 7 

図 8 



える影響を詳細に解析する予定である。 
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