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研究成果の概要（和文）：われわれは骨髄内直接移植法を用いることにより、ヒト臍帯血中に世

界で初めて非常に未分化な CD34 抗原陰性造血幹細胞（CD34-HSC）を同定した。加えて、18 種

類の lineage 抗体を用いる CD34-HSC の高度純化法を開発し、ヒト HSC に特異的な陽性分子マー

カーを同定した。また、NOG マウスを用いて CD34-HSC が CD34+CD38-HSC よりも未分化であるこ

とを示し、新たな階層制を提唱した。

研究成果の概要（英文）：We have identified human cord blood-derived very primitive
CD34-negative hematopoietic stem cell (CD34- HSC) using the intra-bone marrow injection
technique for the first time. In addition, we developed a high resolution purification
method for CD34-HSC using 18 lineage-specific antibodies and succeeded to identify
positive markers of CD34-HSC. Furthermore, we demonstrated that the CD34-HSC seemed to
be more immature than the CD34+CD38-HSC. Based on these data, we propose a novel model
of human HSC hierarchy.
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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、

その完全な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、重

症免疫不全マウス（NOD/SCID, NOG）を用い

る異種間移植系が開発されたことにより、ヒ
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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

1/25,000 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

IBMI 法でのみ同定可能なヒト臍帯血由来

CD34-SRC(HSC)の幹細胞特性を明らかにする

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、再生医療に応

用することである。

３．研究の方法

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

免疫磁気ビーズを用いて分化抗原陰性(Lin-)

細胞を得る。この細胞を 7AAD、18 種類の抗

lineage 抗体、抗 CD34 抗体、抗 CD38 抗体、

抗 CD45 抗体で 5 重染色し、FACSAria を用い

て Lin-CD45+CD34high/- 及 び Lin-CD45+

CD34highCD38+/-細胞を分取した。

SCID-repopulating cell (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 7~8 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

で移植した。移植 5〜24 週間後まで、マウス

を経時的に犠牲死させて骨髄、末梢血、脾臓、

胸腺などを採取し、抗ヒト CD45 抗体で染色

後に FACSCanto で解析した。同時に、抗ヒト

CD14,

CD33,CD34,CD19,CD3,CD4,CD8,CD41,CD235a

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。

また、自己複製能の指標として、移植後 24

週目に一次マウスの骨髄を採取して、二次マ

ウス（NOD/SCID あるいは NOG）に移植し、12

～24 週後にマウスを経時的に犠牲死させて

骨髄、末梢血、脾臓、胸腺などを採取し、抗

ヒト CD45 抗体で染色後に FACSCanto で解析

した。

次に、骨髄移植の際に使用されるフィルタ

ーバッグより回収したヒト骨髄を用いて間

葉系幹細胞（MSC）の予期的分離を行った。

抗 CD271 抗体、抗 SSEA-4 抗体を用いて骨髄

細胞を亜分画し、各分画より MSC の樹立を試

みた。その後、樹立した、MSC を用いて、

18Lin-CD34+/-細胞との共培養系、NOG マウス

を用いる異種間移植系における SRC 活性、各

分画に発現している HSC/niche関連遺伝子の

発現について検討した。

最後に、ヒト臍帯血由来 18Lin-CD34-細胞

の陽性分子マーカーについて、既知の分子・

抗原に対する抗体を用いて網羅的な解析を

行った。

４．研究成果

（1）CD34-SRC (HSC)の高度純化法の開発

われわれは 18 種類の抗 lineage 抗体を用

いることにより、ヒト臍帯血由来の未分化

HSC である CD34- SRC の新たな高度純化法の

開発に成功した（Exp Hematol 39:203,2011)

（図 1）。



（図 1）CD34-HSC の高度純化法

本法を用いて、CD34-SRC を 1/1,000 の頻度

（従来法 1/25,000 の 25 倍）まで高度に濃縮

純化することに成功している。

（2）CD34-HSC の陽性分子マーカーの同定

本高度純化法を用いて、ヒト臍帯血由来

18Lin-CD34-細胞の陽性分子マーカーについ

て、既知の分子・抗原に対する抗体を用いて

網羅的な解析を行った。その結果、有望な分

子マーカーX を同定した（図 2）。現在、この

分子マーカーXを用いてCD34-HSCの幹細胞特

性のさらなる解明を進めている。

（図 2）18Lin-CD34-細胞における分子 Xの発

現

（3）ヒト未分化 HSC を支持するヒト骨髄由

来間葉系幹細胞（MSC）の樹立

MSC と HSC の密接な相互作用が報告されて

いる。しかし、HSC の生存を支持するニッチ

としての MSC の作用（生存・維持・増殖分化

における役割）は十分明らかにされていない。

われわれは、ヒト骨髄由来 Lin-CD45-細胞より、

抗 CD271 及び抗 SSEA-4 抗体を用いることに

より、3種類の MSCs を予期的に分離すること

に成功している（Blood 116:1575,2010、投

稿中）。

（図 2）骨髄細胞よりの MSC の予期的分離

中でも、CD271+SSEA-4+細胞より樹立した DP

MSC は、in vitro 共培養系で高い CD34-SRC

支持能を示した。加えて、CD34-SRC が、従来

最も未分化なヒト HSC と考えられていた

CD34+CD38-CD90+SRC を本共培養系で産生する

ことを明らかにしている（投稿準備中）。

以上の研究成果より、CD34-SRC は、

CD34+CD38-CD90+SRC に比べてより未分化な

（hierarchy 上より上位の）HSC であること

が示唆された。
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