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研究成果の概要（和文）：申請者は当該研究期間において、ヒト造血幹細胞(HSC)が高度に濃縮された、ヒト臍帯血由
来18Lin-CD34+/-分画細胞の一部あるいは全部に反応性を示す抗体産生ハイブリドーマを約500クローン作製した。これ
ら抗体より、ヒト骨髄由来間葉系幹細胞(MSC)によるHSC支持能阻害活性を持つ抗体のスクリーニングを行った。このス
クリーニングは、50クローン分程度終えており、その中には、ヒトMSCによるHSC支持能を約20%程度阻害するものも含
まれていた。残りのクローンにおいても同様のスクリーニングを行う予定である。今後、阻害活性を有する抗体を見つ
けることにより、ヒトHSC支持因子の同定が期待される。

研究成果の概要（英文）：I developed about 500 hybridoma clones which produce the monoclonal antibody (mAb)
 against human cord blood-derived 18Lin-CD34+/- fractions. In this fraction, human primitive hematopoietic
 stem cells (HSCs) are highly concentrated. Then, I performed screening of neutralization antibodies again
st the human HSC supportive activities of human bone marrow-derived mesenchymal stem cells (MSCs) using th
is antibody library. For this propose, these developed mAbs were added into coculture of  MSC and 18Lin-CD
34+/- cells. In the result, I found the antibody which inhibited (approximately 20%) the HSC supportive ab
ility of MSCs from this antibody library. This screening is currently in progress.
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１．研究開始当初の背景 

 

 造血幹細胞(HSC)は、自己複製能と多分化

能を有しており、生涯にわたり造血を支持す

る。HSC は成体において骨髄微小環境(ニッ

チ)中でその未分化性を維持すると考えられ

ている。従来、ヒト HSC は、CD34 抗原陽性

(CD34+)分画にのみ存在すると考えられてき

たが、Sonoda らは、ヒト臍帯血において CD34

抗原陰性(CD34-)分画に、より未分化な HSC が

存在することを報告した(Blood, 101:2924, 

2003)。さらに、申請者らは、この CD34- HSC

を 18種類の分化抗原マーカー(18Lin)抗体を

用いることにより高度に純化する事に成功

した (Exp Hematol, 39:203, 2011)。一方、

マウスにおいてHSCニッチの構成要素として

は骨芽細胞(Nature, 425:778, 2003.)や血管

内 皮 細 胞 (Cell, 121:1109, 2005) 、

CXCL12-abundant reticular cell (Immunity, 

25:977, 2006) 骨 髄 間 葉 系 幹 細 胞

(mesenchymal stem cell: MSC) (Nature, 

466:829, 2010) などが報告されていた。し

かしながら、ヒト HSC ニッチに関しては、そ

の構成要素および支持機構ともに、ほとんど

明らかになっていない。そこで、申請者は、

ヒト HSCニッチによるヒト HSC支持機構の解

明と、その機構を利用したヒト HSC の体外増

幅法の開発を着想した。 

 

２．研究の目的 

  

本研究は以下の 2点を目的とし行った。 

 

(1) ヒト骨髄ニッチにおける HSC 支持機構

の解明。 

 

(2) 上記 HSC 支持機構および CD34- HSC を利

用したヒト HSC 体外増幅法の開発。 

 

３．研究の方法 

 

申請者は予備的検討により、すでにヒト骨髄

由来 CD45-Lin-CD271+SSEA-4+分画より他の分

画より樹立した MSC と比較し、高いヒト HSC

支持能を有する MSC (DP MSC)の樹立に成功し

ていた。そこで、本研究は以下の方法で行っ

た。 

 

(1) 18Lin-CD34+/-細胞に対する抗体の作製 

 

(2) 上記、(1)により作製される抗体ライブ

ラリーを用いた、DP MSC による HSC 支持

能に対する阻害活性を有する抗体のス

クリーニング 

 
４．研究成果 
 
(1) 18Lin-CD34+/-細胞に対する抗体の作製 
 

 最初に、ヒト HSC 支持因子受容体を同定す

るため、ヒト HSC が高度に濃縮された

18Lin-CD34+/-細胞に結合可能な抗体の作製を

試みた。具体的には、まず、18Lin-CD34+/-細

胞あるいはヒト白血病細胞株である KG-1 細

胞を、Balb/c マウスの足底部に 2 回/週で 2

週間にわたり注射し、マウスを犠牲死させた

後、鼠径部リンパ節よりリンパ球を回収した。

その後、回収したリンパ球をマウスのミエロ

ーマ細胞株と融合させ、ハイブリドーマを作

製した。次いで、1 次スクリーニングとして

18Lin-CD34+/-細胞に対する結合性を評価した。
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図 1:ヒト CB 由来 18Lin-CD34+/-分画に反応性

を示す抗体の例。PE標識したgoat anti-mouse 

IgG 二次抗体にて検出した。 



その結果、18Lin-CD34+/-分画細胞の一部ある

いは全部に反応性を示す抗体産生ハイブリ

ドーマを約 500 クローン作製した（図 1）。そ

の後、これらのハイブリドーマを自作の無血

清培地に移し、その培養上清より抗体を回収

および精製した。 

 

(2) DP MSC による HSC 支持能に対する阻害活
性を有する抗体のスクリーニング 

 

二次スクリーニングとして、ハイブリドーマ

上清より回収した精製抗体を、DP MSC と

18Lin-CD34+/-細胞との共培養系に添加するこ

とにより、DP MSC による CD34+細胞維持・産

生能を阻害する抗体のスクリーニングを行

った。現在、50 クローン分程度のスクリーニ

ングを終えている。図 2に、阻害活性を示し

た抗体の例を示す。今後、残りのクローンに

おいても同様のスクリーニングを行う予定

である。 

 

(3) In vivoにおけるDP MSCのHSC支持能の検

討を行った。具体的には、NOGマウス左脛骨に

2 x 105 /mouseのDP MSCと8,000/mouseの

18Lin-CD34-細胞を骨髄内直接移植(IBMI)法に

て同時に移植した。対照群には、18Lin-CD34-

細胞単独で移植を行った。移植後20週目にマ

ウスを犠牲死させ、移植部位におけるヒト

CD45陽性細胞の生着率を解析した。その結果、

18Lin-CD34-細胞単独で移植を行っても80%以

上の非常に高いヒトCD45陽性細胞の生着を示

すマウスが認められた。そのため、この系で

は、DP MSCによるヒトHSC支持能を正確に評価

することは困難であると考えられた。今後、

新たなin vivoにおけるHSC支持能の評価系を

開発する必要があると考えられた。 
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