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研究成果の概要（和文）：これまで我々は、ヒト骨髄間質細胞を用いた臍帯血および末梢血CD34陽性造血細胞が増幅で
きたことを報告したが、同システムを用いて骨髄CD34陽性造血細胞を共培養した場合、ほとんどの細胞が顆粒球・マク
ロファージ系列に分化し、リンパ球を得ることができなかった。そこで，まずヒト骨髄ストローマ細胞を用いた骨髄CD
34陽性造血幹細胞の長期培養法を確立した。培養液中のサイトカイン等（SCF,TPO,flt3-ligand,DLL4,GSH inhibitor）
 を調整することで，CD34陽性造血幹細胞の増幅は確立できた。しかし本研究の最終目的はリンパ球増幅を得ることで
有り，今後も研究の継続を要すると考える。

研究成果の概要（英文）：We have previously shown that it was difficult to evaluate 5 weeks CA-forming 
cells (CAFC) which is a surrogate indicator of hematopoietic stem cells because human stromal cells could 
not survive more than 4 weeks. In this study, we optimized surum free media, combination of cytokines and 
chemical agents such as stem cell factor, thrombopoietin, flt3 ligand with or without delta like protein 
4 (DLL4) and GSK inhibitor. By using this media, bone marrow CD34+ cells could be cocultured for 8 weeks 
without disruption of the human stromal layer. Five week CAFC could be observed in all condition of 
cytokine combination with or without chemical inhibitor. However, because cytoplasmic appearance of cells 
in some CAs is quite irregular without DLL4 or GSK inhibitor, we conducted immunohistochemical staining. 
We found that CD34+CAFCs were exclusively observed in the presence of DLL4 or GSK inhibitor. Moreover, 
NOD/SCID repopulating cells were detected in the coculture containing CD34+CAFCs.

研究分野： 血液学
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１．研究開始当初の背景 
近年、血液腫瘍に対する化学療法や分子標的
療法は目覚ましい進歩をとげ、悪性リンパ腫
や白血病の一部に長期生存が得られる症例
が見られるようになった。しかしながら高リ
スクの血液腫瘍疾患においては標準的化学
療法で腫瘍細胞を根絶することが困難で、最
終的に骨髄移植が行われる頻度が増えてき
た。しかしながら、移植後に再発する症例も
少なからず認められ、そのようなケースでは
リンパ球輸注法が有効性を示すことが知ら
れている。しかしながら、少子化が進む我が
国では、血縁者ドナーからの骨髄移植が減少
し、臍帯血やバンクドナーを利用した骨髄移
植が増加すると予測される。この場合、臍帯
血移植の場合にはリンパ球を得ることが不
可能であり、骨髄バンクから得た骨髄移植後
再発においても、リンパ球を必ずしも得られ
るとは限らず、得られたとしても 1回のみに
限られている。またリンパ球採取に際しての
ドナーの負担も少なくない。したがって、少
量の造血幹細胞から機能性リンパ球を in 
vitro で大量産生可能となれば、造血幹細胞
移植を施行された全ての症例に対してドナ
ーリンパ球輸注が繰り返し可能となり、造血
幹細胞移植の治療戦略が大幅に進展する可
能が高いと想定される。最近、申請者らはヒ
ト骨髄間質細胞の株化に成功し（ Iyama S, 
Exp Hematol. 2008 , Kobune, Blood, 2003 ）、
それらにおける遺伝子の発現を解析した。そ
の結果、Indian hedgehog ( Ihh )が造血前
駆・幹細胞の生存および増殖を支持すること
を見出した（ Kobune, Blood, 2004 ）。さら
に申請者らは、Hedgehog（ Hh ）シグナルが
造血幹細胞からリンパ球への初期分化に不
可欠であることを in vivo で明らかにした
（ Kobune, Stem cells, 2008 ）。さらに、
樹立した骨髄間質細胞における内因性
Hedgehog 抑制因子（ Human Hh-interacting 
protein, HHIP ）の発現量を解析したところ、
一部のヒト骨髄間質細胞クローンで低発現
しており（ 図 1 ）、これらのクローンでは強
力にリンパ球分化をサポートすることを
preliminary ながら見出した（ 図 2 ）。さら
に HHIP KO ストローマと CD34 陽性細胞共培
養下に SCF、delta-like protein4 および
interleukin-7 を添加することで、T リンパ
球 を 劇 的 に 増 幅 可 能 で あ る こ と を
preliminary ながら見出した。このシステム
ではストローマを8週以上にわたり培養可能
であり、産生されたリンパ球には CTL 活性が
確認された（ 図 3 ）。さらに preliminary な
がらもストローマの下層に形成された
cobblestone areaから毎週多量のリンパ球産
生が可能であった（ 図 4 ）。本研究では、こ
のシステムを利用した増幅リンパ球による
ドナーリンパ球輸注法を確立することを目
的とする。 
 
２．研究の目的 

難治性白血病などの血液疾患では、骨髄移植
療法を行っても腫瘍が根絶されず、再発する
症例が認められる。そのような症例に対して
ドナーリンパ球輸注法（ DLI ）が有効であ
ることが知られているが、臍帯血移植の場合
にはリンパ球を得ることは通常不可能であ
る。骨髄バンクドナーからもリンパ球を得る
ことは 1回のみに限定されており、採取可能
であってもドナーの負担は少なくない。また
治療上複数回のDLIが要求されることもしば
しばである。本研究では、HHIP KO ストロー
マ細胞を用いることで、小量の造血前駆・幹
細胞から大量の機能的リンパ球を増殖・採取
し、繰り返し DLI を可能とする新規移植法を
確立することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
1) HHIP KO ヒト・ストローマ細胞を用いた T
リンパ球産生系の確立    
ヒト骨髄 CD34 陽性細胞は宝酒造などから購
入したものを使用した。ヒト hTERT ストロー
マ細胞と骨髄 CD34 陽性細胞の共培養は既報
のごとく行った（ Iyama S, Exp Hematol. 
2008 ）。以下にその概略を示すが、ヒト hTERT
ストローマ細胞を、25cm2 flaskに播きなおし、
サブコンフルエントになった時点でストロー
マ細胞用の培地（ Dexter-type medium：MEM- 
modification, 12.5% horse serum, 12.5% 
fetal calf serum, 1 x 10-6 M hydrocortisone, 
1 x 10-4 M b-mercaptoethanol ）を除いた後
に、1xPBS により 3 回洗浄し、ストローマ培
地に含まれていた血清を取り除く。引き続き、
無血清培地に TPO( 50ng/ml )、FL( 50ng/ml )、
SCF( 10ng/ml )およびNotch ligandを添加し、
あらかじめ無血清培地中に調整した CD34 陽
性細胞 20,000 個を、ヒト hTERT ストローマ細
胞層上に添加した。この後、骨髄 CD34 陽性細
胞とヒトhTERTストローマ細胞を5～6週間共
培養した。 
 
2) 増殖リンパ球のNKおよびADCC活性の解析 
Ex vivo 増幅リンパ球の表面抗原として、HLA 
class I/II および CD3、CD4、CD25および CD8、
CD56を解析することでリンパ球のサブセット
を解析した。NK 活性は K562 を用いた Calcein 
release アッセイで検討した。また、ADCC 活
性はDaudi細胞を標的としたCalcein release
アッセイで解析した。また腫瘍細胞のアポト
ーシスは AnnexinV-PI アッセイでオートファ
ジーは特異抗体の蛍光免疫染色で解析した。 
 
3)免疫不全マウス（ SCID マウス ）を用いた
in vivo リンパ球移植系の確立  
増殖リンパ球の移植にあたっては、SCID マウ
スあるいは NOD/SCID マウスに移植すること
で Tリンパ球の正着を flowcytometry で解析
した（ Iyama S, Exp Hematol. 2008 ）。生
着したTリンパ球のフェノタイプはCD4、CD25、
CD122およびFoxp3を解析することで行った。
また、マウス体内のヒトリンパ球の分布（ 胸



腺・脾臓・骨髄・皮下および腸管 ）に関し
ては蛍光免疫染色を用い詳細な検討を行っ
た。さらに、GFP で標識した腫瘍細胞株（ K562
あるいは Kasumi-1 ）と同時移植系の確立を
行った。GFP に対する RCR および real time 
PCR で MRD を検出するシステムを構築した。  
 
４．研究成果 
これまで我々は、ヒト骨髄間質細胞を用いた
臍帯血および末梢血 CD34 陽性造血細胞の増
幅できたことを報告したが、同システムを用
いて骨髄 CD34 陽性造血細胞を共培養した場
合、ほとんどの細胞が顆粒球・マクロファー
ジ系列に分化し、リンパ球を得ることができ
なかった。そこで，まずヒト骨髄ストローマ
細胞を長期間培養可能にする方法を検討し
た。StemPro34 を用いることで，長期間の培
養が可能となった。 

次にヒト骨髄ストローマ細胞を用いた骨髄
CD34 陽性造血幹細胞の長期培養法を確立し
た。以下に概略図を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
培 養 液 中 の サ イ ト カ イ ン 等
（ SCF,TPO,flt3-ligand,DLL4,GSH 
inhibitor） を調整することで，CD34 陽性造
血幹細胞の増幅は確立できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

さらに，共培養後の造血細胞の造血再検能を
確認する目的で，同細胞を SCID マウスに移
植し，flowcytometry で解析した。その結果，
下図に示すように，SCF,TPO,FL,および DLL4
の群において，末梢血中に CD45 陽性細胞の
確認ができた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに，得られた CD45 陽性細胞の詳細を同
じく flowcytometry にて検索した。結果，CD3
陽性細胞割合は 0.2%であった。また CD33 陽
性細胞は 0.3%であった。本研究の最終目的は
ドナーリンパ球輸注に利用ができるレベル
の数に増幅されたCD3陽性リンパ球を得るこ
とで有る。今後はサイトカイン等の組み合わ
せ，投与量の調整をするなど，さらなる研究
の継続を要すると考える。 
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