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研究成果の概要（和文）：staticな培養系およびshakerを用いた独自の3D 培養系の比較から、造血系細胞のそれぞれ
の細胞運命決定のための培養環境条件（未分化性維持、初期造血、その後の細胞系譜決定、作業に適したずり速度条件
）が大きく異なっていること、培養液組成、密度によって微調整が必要など、今後の臨床応用展開、巨大培養系への応
用においての課題を整理することに繋がった。細胞の不均一性（heterogeneity）は、生体内の組織同様に培養細胞に
おいても大きな課題であり、Single cell RNA-seqによる１個細胞レベルでの遺伝子発現解析法を組み合わせることが
その課題克服に有用であることを示唆した。

研究成果の概要（英文）：Comparison between static and 3D conditions allowed us to conclude that physical 
irritant action including shear stress to contribute to differentiation to a cell growth as well as 
specific cell genealogy (lineage decision, for example, from a hematopoietic system cell [HSC] to 
megakaryocyte) and last maturity phase (i.e., platelet production from megakaryocyte). This implicated 
the importance of culture circumstances towards clinical application, in particular using from 
pluripotent stem cells. On the other hand, there is the problem of the wide “heterogeneity” of the 
cells during cell culture. We simultaneously clarified the importance of single cell analyzing technology 
useful for lineage commitment and controllable differentiation. Development of analysis technology by the 
single cell levels was associated with development of this research task.

研究分野：血小板、幹細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
生体内各組織の“体性幹細胞（組織幹細胞）”
を自家移植することで組織の修復あるいは
置換を促す細胞療法が現実的になりつつあ
る。中でも同種造血幹細胞移植による骨髄再
構築は歴史も長く、血液悪性腫瘍患者や代謝
疾患に対する治癒法として既に同種他家移
植が一般化した。しかし骨髄バンクを含むソ
ースは非常に限られている上、その能力を維
持したまま造血幹細胞（HSC）を体外増幅で
きる確実な技術は未だに確立されていない。
ドナーに代わるソースとして、多能性幹細胞
であるヒト胎生幹細胞（ES 細胞）やヒト人
工多能性幹細胞（iPS細胞）が提案されてい
るものの、ヒト骨髄や臍帯血由来 HSC と同
等の生着および多分化能を示すヒト HSC を
in vitro環境下において作製誘導できた報告
はない。これらの知見は今までの培養環境条
件では限界があることを示唆している。iPS
細胞のような胎児型細胞から成体型の終末
分化細胞に至る過程では劇的な“遺伝子発現
プログラムの書き換え”過程であるエピジェ
ネテイック修飾（ヒストン化学修飾、DNA
のメチル化、クロマチン制御などの遺伝子発
現制御の関与）が関与すると想定される。し
かし遺伝子発現プログラムを人為的に書き
換える作業【エピジェネテイックプログラム
変換】を実行するためのエピゲノムの全貌解
明は未だに達成されていない。 
 
２．研究の目的 
 
iPS 細胞などの多能性幹細胞は、未分化状態
から細胞が分化する際、細胞内部でのエピジ
ェネテイックプログラム変換によって目的
とする細胞系譜への分化決定およびその維
持機構が制御されている事が想定される。一
方、エピゲノム変化を制御するための細胞外
環境や細胞外から細胞核への伝播方法は明
らかになっていない。本研究では、①エピゲ
ノム、特に細胞核ヒストンの状態が細胞外環
境の変化によって劇的に変化することを証
明し、②生体外においてエピゲノムやその下
流の転写因子発現を制御できる培養技術確
立のための材料、材質の選定を特に（１）弾
性硬度、（２）酸素飽和度、（３）細胞外基質
特性、の観点において検証し、未だに実現で
きていない移植可能な高品質の造血幹細胞
を実際に in vitro で誘導するためのシステ
ム開発を行う。 
 
３．研究の方法 
 
（１） 免疫不全マウスに移植したヒト iPS
細胞から発生する“奇形腫”内部環境を解剖
学的、分子生物学的に解析し、造血幹細胞
（HSC）の発生各ステージにおけるエピゲノ
ム情報、転写因子発現プロファイルをデータ
ベース化する。 

（２） CT、MRI解析と解剖切断サンプル
でのルシフェラーゼ染色、蛍光染色を組み合
わせ、HSC発生過程とその周囲の環境を 3D
画像で再現構成し、３D培養プロトコルを組
み立てる。 
（３） HSC への分化、維持が困難である
場合、HSCとシグナル系譜が類似する巨核球
への【エピジェネテイックプログラム変換】
をヒト ES 細胞、iPS 細胞から実施し、その
エピゲノム変化を捉えることで効率良く血
小板が製造可能な培養方法を確立する。 
 
４．研究成果 
 
① iPS細胞などの多能性幹細胞は、未
分化状態から細胞が分化する際、細胞内部で
のエピジェネティックプログラム変換によっ
て目的とする細胞系譜への分化決定およびそ
の維持機構が制御されていると示唆される。
エピゲノム変化を制御するための細胞外環境、
ならびに細胞外から細胞核内のエピゲノム制
御までの伝搬方法の解明が成されて来ていな
い。この重要な命題を解明する目的で当初の
計画では、すべて、マウス体内の奇形腫内部
で形成されるであろうヒトES細胞あるいは
iPS細胞由来のHSCの解析系からデータを取得
しようとしていた。一方、東京大学では成功
していた方法が京都大学に移動後には再現で
きなかった。 
② そこで計画を変更し、複数のヒト多
能性幹細胞を用いて、(i)低酸素、(ii)各種の
シグナル刺激、遮断、が造血多能性細胞集団
(CD34+CD43+)の出現時期、出現頻度がどのよ
うに変化するかの基礎データ取得を実施した。 
その結果、ヒト胚性幹細胞(ES 細胞)から造血
細胞が出現し、様々な血液細胞に分化するヒ
エラルキーに関し、従来から指摘されている
特異的サイトカインによってのみ依存して
決定されるわけでなく、“時間空間依存的に
厳密な制御のもと、細胞核内に異なったシグ
ナルが順次伝えられる事で、中胚葉からの血
管、あるいは血液系への運命決定、また血液
細胞としての多能性が維持されていく”こと
を明らかにした。 
③   この上記の細胞分化系譜決定機構
をさらに確認する為に、新たに改良した培養
系を用いて、異なったクローンのヒト ES 細
胞、iPS 細胞からの造血多能性細胞集団
（CD34+CD43+）の出現頻度と出現時期を検証
した。その結果、造血多能性細胞が生み出さ
れるための新規のシグナル系譜の活性化及
び遮断経路を見いだした。方法の一つとして
Single cell RNA-seq による遺伝子発現解析
法を組み合わせ、さらに機械学習の手法によ
る新規アルゴリズムを用いた高次元データ
解析を取り入れて、細胞内部のエピゲノム変
化をシミュレーションした。 
④   最終年度は、特定の細胞分化（巨核
球分化）に的を絞って実際の３D 培養の開発
を行った。まず、static な培養系および



shakerを用いた独自の3D 培養系を構築した
のち、その両者を比較した。その結果、shear 
stress を含む物理的な刺激作用が、造血系細
胞の（i）前駆細胞集団としての細胞増殖、
（ii）巨核球細胞系譜への分化、（iii）最終
成熟（例、血小板産生）に寄与することを実
証した。また、非常に面白いことにそれぞれ
の細胞運命決定のための培養環境条件（未分
化性維持、初期造血、その後の細胞系譜決定、
作業に適したずり速度条件）が大きく異なっ
ていること、培養液組成、密度によって微調
整が必要など、今後の臨床応用展開、巨大培
養系への応用においての課題を整理するこ
と に 繋 が っ た 。 細 胞 の 不 均 一 性
（heterogeneity）は、生体内の組織同様に
培養細胞においても大きな課題であり、
Single cell RNA-seq による１個細胞レベル
での遺伝子発現解析法を組み合わせること
がその課題克服に有用であることを示唆し
た。この手法は、単一細胞レベルでの RNA 発
現レベルだけでなくエピゲノム解析が可能
であることも示し、エピゲノムモニターが可
能な実例として多能性幹細胞から目的のあ
った分化細胞集団を誘導作製するための条
件を最終的に決定することに成功した（Cell 
Stem Cell, 2014、および論文準備中）。一方、
さらに重要な知見として、細胞は単一で行動
する血球細胞であってもお互いに“コミュニ
ケート”していることが強く示唆され、今後
の研究課題として大きな命題を生み出すこ
とに貢献した。 
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