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研究成果の概要（和文）：我々は、ヒト ES 細胞から造血細胞を分化誘導し肥満細胞・好酸球を産生、胎生期における
肥満細胞や好酸球の発生・発達を再現することに成功した。各種解析から、胎児期の初期においてはまず結合組織型TC
型肥満細胞が発生し粘膜型T型肥満細胞は造血系の発達に伴い発生すると推測された。また好酸球と好塩基球は共通の
前駆細胞を起源としている可能性が示唆された。さらにヒトiPS細胞から同様に分化誘導し、好中球機能異常症由来iPS
細胞からのものと比較して、健常な好中球機能パターンを示す好中球を産生することに成功した。
これらの分化誘導系は自然免疫の発生と各種疾患の発生メカニズムの更なる解明に寄与することが期待される。

研究成果の概要（英文）：We succeeded the production of human mast cells and eosinophils from 
hematopoietic cells derived human ES cells and established the system that reflect the generation and 
development of these immune cells in human embryo. It is indicated that they first develop connective 
tissue-type mast cells that both express chymase and tryptase at primary time of induction and then from 
multipotential hematopoietic progenitor cells at a comparatively later stage they develop mucosal mast 
cells. It is also suggested that eosinophils and basophils might be originated from common progenitor 
cells. We succeeded the production of human neutrophils from hematopoietic cells derived human iPS cells 
as well. In the analyses, they showed normal and healthy functions, compared with the one derived from 
iPS cells from patients of congenital neutrophilic disorders.
it is expected to be a useful tool for investigations into the mechanism of the generation of innate 
immune system and many diseases.

研究分野：小児血液
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１．研究開始当初の背景 
 
 獲得系免疫が十分に確立されていない胎
児においては、自然免疫はその感染防御の
中心的役割を担っているが、胎児期におけ
る自然免疫機構の発生・発達についてはほ
とんど解明されていない。そこで、我々が
開発したヒト胚を起源とするヒト胚性幹細
胞（ES細胞）からの各種血球への分化誘
導法を用いて、ヒト ES細胞から自然免疫
に関わる種々の免疫細胞を分化誘導するこ
とにより、ヒト胎児において免疫細胞が発
生し、自然免疫が発達する過程を in vitro
で再現し、その分化過程を細胞生物学及び
分子生物学的に解析することを計画した。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、ヒト胎児における自然免疫
機構の発生・発達の詳細を明らかにするこ
とを目的とし、さらに母体をとりまく環境
物質の胎児の免疫機構の発達に及ぼす影響
の評価システムを提供し、ヒト胎生期の免
疫機構の生理的発達の破綻に起因する乳幼
児の易感染性やアレルギーの発症機構の解
明と治療法の開発へ寄与することも期待さ
れる。 
 
３．研究の方法 
 
(1)肥満脂肪および好酸球、好塩基球への分化
誘導と発達の解析 
 
 ①肥満細胞への分化誘導と継時的な分化・
成熟の検討 
マウス胎仔 AGM(aorta-gonad-mesonephros)
領域由来ストローマ細胞との2週間の共培養
によりヒトES細胞から分化誘導されたCD34+
細胞から、SCF、IL-3、IL-6、FL、TPO 存在下
で液体培養し、続いて SCF、IL-6、FL、TPO
存在下での無結成培地での液体培養を行う
ことで肥満細胞への分化誘導を行った。 
得られた細胞の性状を、免疫細胞染色、フロ
ーサイトメトリー、電子顕微鏡による観察な
どにより解析する。 
 
②好酸球・好塩基球への分化誘導と発達の検
討 
上記同様に分化培養されたヒト ES 細胞を、
液体培養し、SCF、IL-3、IL-5、GM-SCF 存在
下で好酸球および好塩基球への分化誘導を
行う。 
得られた細胞をフローサイトメトリー、免疫
染色、電子顕微鏡観察などによるフェノタイ
プの解析により好酸球および好塩基球の継
時的な分化・成熟を検討する。 
 
(2)結合組織型肥満細胞と好酸球を用いたア
レルギー関連細胞の機能の検討 
①Substance P および compound 48/80 刺激に

よるヒスタミン放出の確認 
肥満細胞細胞懸濁液に substance P, 
compound 48/80 を添加し反応させ、細胞を遠
心分離、その上清を回収する。細胞ペレット
を冷凍・融解をさせ遠心した後、水溶性抽出
物を回収する。ヒスタミン量は ELISA 法にて
測定する。  
 
②ヒト ES 細胞由来好酸球の機能の検討 
ヒトES細胞由来好酸球を、分泌型IgA (sIgA)
で予めコートしたディッシュで培養し、
ELISA 法を用いて培地中の
eosinophil-derived neurotoxin (EDN)量を
測定する。また、好酸球をTranswellへ移し、
各濃度の IL-5、Eotaxin および fMLP を添加
して 1から 2時間培養し、上層から下層へ移
動した細胞数を測定することで遊走能を確
認する。 
 
(3)好中球への分化誘導と機能解析 
 
①ヒト ES 細胞由来造血幹細胞の好中球分化
増殖能の確認 
分化誘導された CD34+細胞を血液コロニー培
養法を用いて検討する。 
 
②好中球分化への誘導と機能解析 
ヒト ES 細胞およびヒト iPS 細胞を用いて、
AGM 領域由来ストローマ細胞との共培養法、
および間葉系細胞株である 10T1/2 細胞との
共培養法により分化誘導された CD34+細胞か
ら、さらに G-CSF 存在下で液体培養を行い好
中球への分化誘導を行う。  
得られた細胞の性状と機能を、各種染色、フ
ローサイトメトリー、電子顕微鏡、NBT 法に
よる好中球貪食能、活性酸素産生能（好中球
殺菌能）、NET(nuclear extracellular trap)
形成能により測定した。同時に好中球の活性
酸素産生障害を来す遺伝性免疫不全症であ
る慢性肉芽腫症(CGD)患者由来 iPS 細胞のそ
れと比較する。 
 
４．研究成果 
 
(1)肥満脂肪および好酸球、好塩基球への分化
誘導と発達の解析 
 
 ①肥満細胞への分化誘導と継時的な分化・
成熟の検討 
分化誘導された肥満細胞を、May-Giemsa、
Toluidine Blue または Alcian Blue 溶液で染
色したところ形態学的に肥満細胞と確認さ
れた。また、c-kit、tryptase、 chymase に
対する抗体、さらに、IgE-R (CRA-1)、
Cathepsin-G、CD203c、Carboxypepti dase-A、
CD88 に対する抗体を用いて免疫染色を行っ
たところ、のマーカー遺伝子は全て陽性であ
った。以上より得られた細胞は肥満細胞と確
認された。 
また、それらのほとんどがトリプテースとカ



イメースの両方を発現する結合組織型肥満
細胞であった。一方、分化誘導された CD34+
細胞を血液細胞コロニー形成法で2週間培養
して形成された多能性造血前駆細胞から分
化誘導された肥満細胞は、ほとんどがトリプ
テースのみを発現し、カイメースを発現して
いない粘膜型肥満細胞であった。 
 
 以上の結果より、胎児期の初期においては、
まず結合組織型 TC 型肥満細胞が発生し、粘
膜型 T型肥満細胞は、造血系の発達に伴い発
生すると推測された。 
 
②好酸球・好塩基球への分化誘導と発達の検
討 
分化誘導された好酸球は、光学顕微鏡およ 
び電子顕微鏡による形態学的観察で確認さ 
れた。さらに、免疫細胞染色により、これら
の好酸球は、EPO 及び MBP (major basic 
protein)を発現していた。また、RT-PCR で 
も、ヒト ES 細胞由来好酸球は EPO、MBP、 
EDN、ECP(eosinophilcationicprotein)、 
IL-5 受容体を発現していることが確認され
た。さらにフローサイトメトリーによる解析
でも、好酸球と一致するフェノタイプを示
し、特に好酸球に特異的な siglec-8 はほぼ
全ての細胞で発現していた。 
分化誘導されたCD34+細胞をIL-3存在下で液
体培養すると、培養 1週間目ぐらいまでは、
培養される細胞は好酸球と好塩基球の両者
の形質を有しているが、その後好酸球の形質
のみを有する細胞と、好塩基球の形質のみを
有する細胞が出現する。その後、好塩基球の
形質を有する細胞は約 1 週間程度で消失し、
最終的には好酸球のみが培養される。 
 
 以上の結果は、好酸球と好塩基球は共通の
前駆細胞を起源としている可能性が示唆さ
れた。 
  
(2)結合組織型肥満細胞と好酸球を用いたア
レルギー関連細胞の機能の検討 
①Substance P および compound 48/80 刺激に
よるヒスタミン放出の確認 
compound 48/80、あるいは substance P で 
刺激すると、ヒト ES 細胞由来肥満細胞は、 
刺激物質の濃度依存的にヒスタミンを放出 
した。 
②ヒト ES 細胞由来好酸球の機能の検討 
ヒト ES 細胞由来好酸球を分泌型 IgA で刺激 
すると、健常人末梢血中の好酸球に匹敵す 
る量の EDN を放出した。また、eotaxin、IL-5、 
fMLP 刺激に対して、濃度依存的な遊走能を 
示した。  
 
以上の結果は、ヒト ES 細胞から充分な機能
を有する肥満細胞および好酸球が分化誘導
されたことを示している。したがってこれら
は胎生期の肥満細胞および好酸球の発生・分
化・成熟過程を再現していると考えられ、こ

れらを解析することにより、今後さらに自然
免疫の発生と各種疾患の発生メカニズムが
解明されることが期待される。 
 
(3)好中球への分化誘導と機能解析 
 
①ヒト ES 細胞由来造血幹細胞の好中球分化
増殖能の確認 
分化誘導された CD34+細胞を血液コロニー
法にて解析したところ、様々な血液細胞コ
ロニーが形成された。それらの血液細胞コ
ロニーには、骨髄球系細胞コロニー、赤血
球系細胞コロニーばかりでなく、骨髄球系
細胞及び赤血球系細胞の両者を含む混合コ
ロニーも含まれていた。 
②好中球分化への誘導と機能解析 
ヒト ES 細胞から AGM 領域由来ストローマ細
胞との共培養法により分化誘導された CD34+
細胞を、さらに G-CSF 存在下で液体培養を行
い好中球への終末分化を試みたが、あらゆる
条件下でも得られる好中球はわずかで、充分
な検討を行うための好中球数は得られなか
った。間葉系細胞株である 10T1/2 細胞との
共培養法を用いたが、結果は同様であった。 
そのため、ヒト iPS 細胞を用いて同様に分化
誘導を行ったところ、Wright-Giemsa 染色、
ミエロペルオキシダーゼ染色、好中球アル
カリフォスファターゼ染色陽性にて形態学
的に好中球と確認される細胞が充分量得ら
れたことから以後の検討はこれを用いた。こ
れらの細胞はフローサイトメトリーによる
表面マーカー解析でも骨髄球系のマーカー
が陽性で、電子顕微鏡でミエロペルオキシ
ダーゼ陽性・陰性の好中球特殊顆粒が確認で
きた。  
また、NBT 法による好中球貪食能、活性酸素
産生能および NET 形成能を測定したところ
CGD 患者由来iPS細胞で欠如しているのと対
照的に健常人好中球と同様のパターンを示
した。 
 
以上の結果は、ヒト iPS 細胞から充分な機能
を有する好中球が分化誘導されたことを示
している。これらは骨髄での好中球の発生・
分化・成熟過程を再現していると考えられ、
好中球の分化・成熟過程のさらなる解明のみ
ならず、CGD をはじめとした好中球機能異常
症などの先天異常症との比較から各種疾患
の発生メカニズムが解明されることが期待
できる。 
一方今後、今回ヒト ES 細胞からの分化誘導
の系で充分な好中球分化が得られなかった
原因を明らかにし、肥満細胞、好酸球および
好塩基球と同様の系での好中球、さらには他
の免疫担当細胞を分化誘導および解析を進
めていく必要があると考えている。 
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