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研究成果の概要（和文）：ヒトES細胞より誘導される造血幹細胞の骨髄再構築能はヒト成体型造血幹細胞に比べ著しく
劣るものであり、造血系再生医療に応用可能な造血幹細胞の分化誘導には至っていない。本研究では、ヒトES細胞由来
の造血幹前駆細胞とヒト成体型造血幹細胞との質的相違に着目し、ヒトES細胞由来の造血幹前駆細胞の分化段階（発生
学的成熟度）を詳細に追跡し、より成体型造血幹細胞に近い造血幹前駆細胞の存在を明らかにした。また、造血幹細胞
の増幅・自己複製に関与する遺伝子及び白血病細胞誘導遺伝子を用いた解析では、造血幹前駆細胞の増幅を示す遺伝子
はなく、上述の転写因子群の複合発現、もしくは新規な遺伝子の探索の必要性が示された。

研究成果の概要（英文）：To understand the molecular basis of hematopoietic differentiation from human 
pluripotent stem cell included human embryonic stem cells and human induced pluripotent stem cells, we 
first analyzed a hematopoietic phenotype and gene expression on human ES-derived hematopoietic progenitor 
cells. As a result, hematopoietic progenitor cells with long-term culture showed developmental maturation 
of hematopoietic. We also evaluated the effects of overexpression of key molecules predicted to support 
the generation and maturation of HSCs. Among genes tested, we found that only SOX17 plays a critical role 
in priming hemogenic potential of endothelial cells.

研究分野：幹細胞生物学

キーワード： 造血幹細胞
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１．研究開始当初の背景 
ヒト人工多能性幹細胞（ヒト iPS細胞）の樹
立成功により、ヒト胚性幹細胞（ヒト ES 細
胞）に始まった再生医療への期待はより実現
性の高いものとなってきた。造血系再生医療
の領域においては、造血不全や白血病などの
移植治療の供給源として長期骨髄再構築能
を兼ね備えた造血幹細胞の分化誘導技術の
確立に大きな期待が集まっているが、その現
状はいまだ厳しい状況にある。これまでにヒ
ト ES 細胞から長期骨髄再構築可能な造血幹
細胞の分化誘導に関するいくつかの報告が
なされているが、ヒト ES 細胞より誘導され
る造血幹細胞の骨髄再構築能はヒト骨髄ま
たは臍帯血由来の成体型造血幹細胞に比べ
著しく劣るものであり、造血系再生医療に応
用可能な造血幹細胞の分化誘導には至って
いない。申請者は、これまでにマウス ES 細
胞からの造血幹細胞発生、また成体型造血幹
細胞の増幅において重要な役割を担ってい
る転写因子 HoxB4 の標的遺伝子をマイクロ
アレイと ChIP-chip 解析を用いて同定し、
HoxB4が造血幹細胞の発生・維持に重要性な
多くの遺伝子を同時に制御することを明ら
かにした(Oshima et al, Blood, 2011)。また、ヒ
ト ES/iPS 細胞から胚様体法を用い造血系細
胞の分化誘導について検討を行ない、アクチ
ビンや TGF阻害剤（特願 2010-193827 号）
が造血幹前駆細胞の誘導効率を有意に上げ
ることを見いだし、効率的かつ安定的な造血
系細胞の分化誘導法を確立している。血管内
皮細胞や造血幹細胞などの中胚葉系細胞の
細胞表面抗原マーカーである CD34と造血系
特異的細胞表面抗原マーカーである CD45と
CD43 を用いて、造血コロニー形成数を指標
に造血幹前駆細胞分画の同定を行ない、
CD34+ CD43+CD45+細胞分画に最も高頻度に
コロニー形成細胞が存在することを明らか
にした。コロニー形成細胞が多く存在する分
化誘導１０日目の CD34+ CD43+CD45+細胞を
用いたマイクロアレイによる遺伝子発現解
析では、ヒト臍帯血由来 CD34+細胞に比べ赤
血球系転写因子群や血管内皮細胞関連遺伝
子群（VE-Cadherin、KDR、Tie2等）、胎児期
造血幹細胞に発現が認められるAA4.1遺伝子
の高い発現が認められるが、成体型造血幹駆
細胞に発現しているCD150やCD48遺伝子の
発現が低いことから、YSや AGMにおいて出
現する造血発生初期の細胞を多く含む細胞
分画であることが推測される。また、このヒ
ト ES 細胞より誘導された造血発生初期の造
血幹前駆細胞に造血幹細胞発生（Runx1、SCL、
GATA2、Gfi1/1B）や成体造血幹細胞の増幅・
自己複製（Sox17、Erg、EZh2、Hmga2、HoxB4、
Bmi1）において重要な役割を担っている遺伝
子群を過剰発現させ、in vitroにおける機能解
析を行なってきたが、Sox17 以外の遺伝子に
おいて顕著な細胞増殖やコロニー形成能の
増加は認められていない。 
 

２．研究の目的 
ヒト ES細胞から長期骨髄再構築可能な造血
幹細胞の分化誘導に関する報告がなされて
いるが、ヒト ES 細胞より誘導される造血幹
細胞の骨髄再構築能はヒト成体型造血幹細
胞に比べ著しく劣るものであり、造血系再生
医療に応用可能な造血幹細胞の分化誘導に
は至っていない。申請者はこれまでに、ヒト
ES 細胞由来の造血幹前駆細胞とヒト成体型
造血幹細胞との質的相違に着目し、遺伝子発
現プロファイルやコロニー形成能を指標に
分化誘導系の改良を行ってきた。その結果、
ヒト ES 細胞を長期間分化誘導することによ
り、よりヒト成体型造血幹細胞に近い造血幹
前駆細胞が誘導されることを見いだしてい
る。本研究では、分化誘導後期に出現するヒ
ト ES 細胞由来の造血幹前駆細胞の分化段階
（発生学的成熟度）を詳細に追跡し、より成
体型造血幹細胞に近い造血幹前駆細胞の同
定を行う。そして、それらの解析より得られ
たヒト ES 細胞由来の造血幹前駆細胞に造血
幹細胞の増幅や自己複製に関与する遺伝子
群の過剰発現を行い造血幹細胞の誘導を試
みた。 
３．研究の方法 
本研究では、ヒト ES 細胞より誘導される
分化誘導後期（胚様体分化１６-３０日目）
の造血幹前駆細胞の質的変化を詳細に追跡
し、より成体型造血幹細胞に近い造血幹前
駆細胞の同定を行う。そして、それらの解
析より得られたヒト ES 細胞由来の造血幹
前駆細胞に造血幹細胞の増幅や自己複製に
関与する遺伝子群の発現操作を行い造血幹
細胞の誘導を試みる（下図参照）。 

 
• 長期分化誘導により出現する造血幹前駆
細胞の分化段階の同定と機能解析 
前述のように、分化誘導後期に出現するヒト
ES 細胞由来の造血幹前駆細胞の分化段階（発
生学的成熟度）をマイクロアレイによる遺伝
子発現解析やコロニー形成能を指標に解析
を行い、より成体型造血幹細胞に近い造血幹
前駆細胞の同定を行う。 
• ヒト ES 細胞由来の造血幹前駆細胞とヒト
成体型造血幹細胞の質的相違の解析 
これまでの報告、また申請者の解析において、
ヒト ES 細胞より分化誘導して得られる造血



幹前駆細胞は、成体型造血幹細胞に比べ in 
vitro での増幅能力、また移植実験における
生着能が著しく劣ることが示されており、こ
の質的相違を解明することは必須である。上
記の研究で得られた遺伝子発現プロファイ
ルを詳細に比較解析し、分化誘導後期に出現
するヒト ES 細胞由来の造血幹前駆細胞とヒ
ト成体型造血幹細胞の質的相違を補完する
遺伝子の探索を行なう。 
• 造血幹細胞の増幅・自己複製に関与する遺
伝子の発現操作による機能解析 
胎仔期の造血幹細胞発生（Runx1、SCL、GATA2、
Gfi1/1B）や成体造血幹細胞の増幅・自己複
製（Sox17、Erg、EZh2、Hmga2）において重
要な役割を担っている遺伝子群を長期分化
誘導により得られた造血幹前駆細胞に発現
させ、in vitro における機能解析と免疫不全
マウス（NOD/SCID/Jak3null）を用いた移植
実験によりヒト ES 細胞からの造血幹細胞誘
導について検証を行なう。 
• 白血病細胞誘導遺伝子の発現操作による
機能解析 
長期培養によって誘導された造血幹前駆細
胞に TEL-Lyn、MLL-AF9、Bcr-Abl 遺伝子等の
白血病細胞誘導遺伝子を過剰発現させ、白血
病細胞に形質転換可能かどうかの検証を行
なう。これまでにヒト ES 細胞より白血病を
誘導した報告はなく、我々が分化誘導してい
る造血幹前駆細胞が、ヒト造血幹細胞と同様
に上記の白血病遺伝子群に対する反応性を
有するか否かは、ヒト ES 細胞より分化誘導
される造血幹前駆細胞の発生学的分化段階
を推定する上で非常に重要である。 
 
４．研究成果 
① 長期分化誘導により出現する造血幹前駆
細胞の分化段階の同定と機能解析： 
培 養 期 間 に 伴 い 造 血 幹 前 駆 細 胞 数
（CD34+CD43+細胞分画）の減少が認められた
が、造血コロニー形成率は反比例して顕著に
増加することが確認された（培養１０日目で
０.３％、培養１７日目で１.３％、培養２４
日目で１２％、培養３１日目で約３０％の造
血コロニー形成率を確認）。また、造血発生
成の指標の１つであるグロビン遺伝子群の
解析では、培養期間に伴い胎児型グロビン遺
伝子（-GLOBIN）の低下、及び成人型グロ
ビン遺伝子（-GLOBIN）の増加が認められ
た。このグロビン遺伝子の発現変移は、長期
培養において単に造血幹前駆細胞が生存し
得たというだけではなく、造血幹前駆細胞と
して質的な成熟を伴っているということが
示された。  
② ヒト ES細胞由来の造血幹前駆細胞とヒト
成体型造血幹細胞の質的相違の解析： 
造血幹前駆細胞の先駆細胞である造血能と
血管内皮分化能を有する造血内皮細胞
（hemogenic endothelium）において発現が
見られる血管内皮系遺伝子群（Endogline, 
CD31, PROCR/EPCR, TIE1 等）や造血幹前駆細

胞と血管内皮系細胞に共通に発現する遺伝
子群（SCL, GATA2, LHX2 等）の発現維持、ま
た上記の細胞の発生学的上流の位置する中
胚葉系細胞に発現しているBrachyury遺伝子
が依然として高発現していることから、造血
幹前駆細胞は成熟過程を進んでいるものの
生体内の造血発生のような正常な成熟は確
認できなかった。また、今後、この造血幹前
駆細胞の正常な成熟を促進するようなサイ
トカイン、発生学的制御因子（Wnt, TGFb, 
Notch signaling）、プロスタグランジン
（PGE2）や活性酸素（ROS: Reactive Oxygen 
Species）の抑制等の外的因子の検討、また
転写因子群の検討が必要と考えられる。  
③ 造血幹細胞の増幅・自己複製に関与する
遺伝子の発現操作による機能解析 
これまでの解析において顕著な細胞増殖や
造血コロニー形成能増加が認められた SOX17
遺伝子の発現誘導系（Nakjima Y, Osawa M, et 
al. Blood, 2013）を用いて、造血幹細胞発
生において重要な役割を担っていることが
示されている９つの転写因子群（RUNX1, SCL, 
GATA2, GFI1, HMGA2, BMI1, ERG, EGH2, 
HOXB4）との共発現による機能解析を行った。
実験は、SOX17 遺伝子発現により誘導された
造血内皮細胞において上記候補遺伝子と共
発現実験、また候補遺伝子の共発現後に
SOX17 遺伝子の発現抑制を行い、造血細胞分
化を促す実験系において検証を行った。その
結果、SOX17 遺伝子単独発現の場合よりも細
胞増殖や造血コロニー形成能増加が認めら
れる表現型を示す遺伝子は認められなかっ
た。これらの結果は、上述の転写因子群以外
の新規な遺伝子の探索の必要性、もしくは上
述の転写因子群の複合発現の可能性を示す
ものであり、研究計画②の解析（ヒト ES 細
胞由来の造血幹前駆細胞とヒト成体型造血
幹細胞の質的相違）で得られた遺伝子群より
候補遺伝子を抽出し検討を進める必要があ
るものと考えられる。  
④ 白血病細胞誘導遺伝子の発現操作による
機能解析 
ヒト ES 細胞由来の造血幹前駆細胞への白血
病細胞誘導遺伝子（TEL-Lyn、MLL-AF9、
MLL-ENL、Bcr-Abl）の単独発現、また研究計
画③と同様にSOX17遺伝子発現により誘導さ
れた造血内皮細胞、また SOX17 遺伝子の発現
抑制により誘導された造血幹前駆細胞にお
いて上述の白血病細胞誘導遺伝子群を強制
発現させ検証を行った。その結果、上述の白
血病細胞誘導遺伝子群の単独発現、また
SOX17 遺伝子発現により誘導される造血内皮
細胞や造血幹前駆細胞において、顕著な細胞
増殖や造血コロニー形成能増加が認められ
る表現型を示す遺伝子は認められなかった。
ヒト ES 細胞由来の造血幹前駆細胞において
は十分な成熟が行われていないため（上記の
研究成果①〜③より）、白血病細胞誘導遺伝
子がヒト成体型造血幹細胞で認められるよ
うな表現系が得られないことが予測される。 
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