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研究成果の概要（和文）：我々は、ヒトES細胞由来ストローマ細胞を樹立し、このストローマ細胞との共培養により、
より生理的な形でヒトES細胞から造血/血液細胞への分化誘導法を開発し、その分化過程を解析することを試みた。樹
立されたストローマ細胞は、中胚葉由来の間葉系幹細胞であることが確認され、この細胞はMEFと同様にES細胞の未分
化性を維持できることが確認できた。次に分化誘導された造血細胞は二次造血由来であることが判明した。
今回の研究で得られたヒトES細胞から二次造血由来の造血/血液細胞を分化誘導する方法を用いて、さらなる解析によ
りヒト胎生期造血の解明が期待される。

研究成果の概要（英文）：We developed the culture system to generate human hematopoietic stem/progenitor ce
lls from human embryonic stem cells (hESCs) more physiologically by the coculture with autologous stromal 
cells derived from hESCs. In this study, we analyzed fetal hematopoiesis using our culture system.
We revealed that the established stromal cells were derived from mesodermal mesenchymal stem cells (MSCs).
 Human ESC-derived MSCs described above retained the ability to support the growth of autologous hESCs sim
ilar to MEF.  And our system was capable of generating a number of adult-type human hematopoietic stem/pro
genitor cells. Using our coculture system may be available for further analysis of human fetal hematopoies
is.
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１．研究開始当初の背景 
 
(1)ヒト胎生期における造血機構の発達の研
究は、母体環境の胎児造血に及ぼす影響や先
天性の造血障害や造血器腫瘍の病因解明の
ためにも、極めて重要であると考える。しか
し、倫理的見地からヒト胎児を用いた研究が
困難であり、ほとんど進捗していない。その
ため、我々は、マウス胎仔モデルを用いた研
究（Blood 1998, 2001; Mol Cell Biol 2003）
からヒト胎生期における造血機構の発達を
類推してきた。しかしマウスを用いた研究は、
胎生期造血に多くの情報をもたらしたが、造
血機構の発達においてマウス胎仔とヒト胎
児とでは多くの相違点が認められた。 
 
(2)また、我々は、ヒト胎生期を起源とする
臍帯血中の造血幹細胞の分化増殖とその制
御機構についても研究してきた（Proc Natl 
Acad Sci USA 1995; Blood 1997, 1999, 2001; 
J Exp Med 2006; Br J Haematol 1997, 2001; 
J Immunol 1999; J Clin Invest 2000; Stem 
Cells 2000; Bone Marrow Transplant 2000;  
Int J Hematol 2001, 2003）。そこで、我々
は、マウス胎生期造血の研究成果と、ヒト胎
生期由来の臍帯血中の造血幹細胞に関する
研究成果を踏まえ、胎生期に由来するヒト胚
性幹細胞（ES 細胞）から造血/血液細胞を分
化誘導するシステムの確立を目指してヒト
ES 細胞の使用計画「ヒト胚性幹細胞（ES 細
胞）から造血細胞への分化誘導法の開発」を
東京大学バイオサイエンス委員会ヒト生
殖・クローン専門委員会に申請し、平成 14
年 5月 2７日に同委員会の承認を得た。その
後、同年７月 8 日に文部科学省特定胚及びヒ
トES細胞研究専門委員会にヒトES細胞の使
用申請し、同年 12 月 20 日に文部科学大臣の
確認を得て、研究を開始した。その結果、我々
は、ヒト ES 細胞から造血/血液細胞を分化誘
導することに成功した（Proc Natl Acad Sci 
USA 2008; Int J Hematol 2007）。 
 そこで、我々は，この分化誘導系を応用し
て、ヒト胚から血液細胞が産生されるまでの
過程を in vitro で再現することで、これま
でほとんど解っていないヒト胎生期造血を
解析することを着想した。 
 
(3)しかし、ヒト ES 細胞から造血/血液細胞
への分化誘導法の多くは胚様体形成を介し
た方法やマウス由来ストローマ細胞との共
培養法を応用したものが多く、我々の確立し
た分化誘導法も含めて、異種動物細胞との共
培養系のため、ヒト胎生期造血を正しく反映
していないと考えられる。もちろん胚様体形
成法は生理的ではなく、ヒト成人骨髄由来ス
トローマ細胞との共培養法では、ヒト ES 細
胞の造血/血液細胞への分化誘導が困難であ
る。以上を踏まえ、ヒト ES 細胞を用いたヒ
ト胎生期造血の解析には、異種動物ストロー
マに依存しないヒト ES 細胞から造血/血液

細胞への分化誘導の開発が重要であると考
えられた。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、ヒト胎児の造血発達過程とこれ
を制御する分子機構を明らかすることを目
的とする。そのために、異種動物ストローマ
に依存しないヒトES細胞から造血/血液細胞
への分化誘導系を開発し、ヒト胚から造血細
胞が発生し血液細胞が産生されるまでの過
程を in vitro で再現し、その分化過程を細
胞生物学的、分子生物学的手法を用いて詳細
に解析する。 
 
３．研究の方法 
 
(1)ヒト ES細胞からストローマ細胞を分化誘
導法の開発 
ヒト ES 細胞を、ゼラチンコートプレートに
播種し、５％ヒト platelet lysate を用いて
培養し、ヒト ES 細胞からストローマ細胞へ
の分化誘導する。 
 
(2)ヒト ES 細胞由来ストローマ細胞の解析 
①ヒト ES 細胞由来ストローマ細胞の性状の
解析 
ヒト ES 細胞由来ストローマ細胞の細胞表面
マーカーを、フローサイトメトリーで解析す
る。またマーカー遺伝子を RT-PCR 法を用い
て検討する。 
②ヒト ES 細胞由来ストローマ細胞の間葉系
幹細胞としての機能解析 
ヒト ES 細胞由来ストローマ細胞の脂肪・骨・
軟骨細胞への分化能を、それぞれ特異的分化
誘導培養法により検証する。 
 
(3)ヒトES細胞由来ストローマ細胞とヒトES
細胞との共培養による未分化性の維持 
①ヒト ES 細胞由来ストローマ細胞との共培
養後に、ヒト ES 細胞の未分化マーカーの発
現を検討する。 
②ヒト ES 細胞由来ストローマ細胞との共培
養後にヒト ES細胞を NOD/SCID マウスに移植
して teratoma 形成を確認する。 
 
(4)動物細胞に非依存的なヒトES細胞から造
血/血液細胞への分化誘導 
①ヒト ES 細胞由来ストローマ細胞との共培
養によるヒトES細胞から造血/血液細胞への
分化誘導 
ヒト ES 細胞由来ストローマ細胞を放射線照
射後、種々のサイトカインを含む無血清培養
液で共培養する。 
②ヒト ES 細胞由来ストローマ細胞との共培
養によりヒト ES 細胞から分化誘導された造
血/血液細胞の性状の解析 
ヒト ES 細胞由来ストローマ細胞との共培養
によりヒト ES 細胞から分化誘導された造血
細胞を用いて、ウシ胎仔血清を含む培地にて



血液細胞コロニー培養し、形成された血液コ
ロニーを用いて、分化解析を行う。 
 
４．研究成果 
 
(1)ヒト ES細胞からストローマ細胞への分化
誘導 
ヒト ES 細胞をゼラチンコートプレートに播
種し、5％ヒト platelet lysate を含む培養
液で継代培養すると、６〜８週後には紡錘形
のストローマ細胞に分化誘導された。 
 
(2)ヒト ES 細胞由来ストローマ細胞の解析 
①ヒト ES 細胞由来ストローマ細胞の性状の
解析 
フローサイトメトリーによる解析の結果、 
ヒト ES 細胞由来ストローマ細胞は、CD105、
CD166 陽性、CD45、CD34、CD14 陰性で、間葉
系幹細胞のフェノタイプを示した。 
②ヒト ES 細胞由来ストローマ細胞の間葉系
幹細胞としての機能解析 
ヒト ES 細胞由来ストローマ細胞を脂肪・骨・
軟骨細胞特異的分化誘導培養法により分化
誘導すると、軟骨、骨、脂肪細胞のいずれに
も分化誘導されたことより、間葉系幹細胞で
あることが確認された。また、RT-PCR 法を用
いた検討では、Oct-4 の発現は認められず、
brachury や MSX1 の発現の発現を認めた。今
回樹立したストローマ細胞は中胚葉由来の
間葉系幹細胞と考えられた。 
 
(3)ヒトES細胞由来ストローマ細胞とヒトES
細胞との共培養による未分化性の維持 
放射線照射したヒト ES 細胞由来ストローマ
細胞とヒト ES 細胞を４週間共培養した後で
もヒト ES 細胞は Oct-4、Nanog、Sox-2、
TRA-1-60 を発現しており、未分化性を維持し
ていた。また、４週間ヒト ES 細胞をヒト ES
細胞由来ストローマ細胞との共培養後にヒ
ト ES 細胞を NOD/SCID マウスに移植すると
teratoma 形成が確認できた。以上のことから、
ヒト ES細胞由来間葉系幹細胞は ES細胞の未
分化性を維持できることが確認できた。 
 
(4)動物細胞に非依存的なヒトES細胞から造
血細胞への分化誘導 
ヒト ES 細胞由来ストローマ細胞との共培養
によるヒトES細胞から造血/血液細胞への分
化誘導 
ヒト ES 細胞由来ストローマ細胞を放射線照
射後、ヒト ES 細胞と種々のサイトカインを
含む無血清培養液で共培養すると、培養 10
〜14 日目にはヒト ES 細胞コロニー中に敷石
状細胞群が観察され、その後小型円形細胞の
増殖が認められた。それらを血液細胞コロニ
ー培養すると、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
ニーも形成された。以上の結果は、ヒト ES
細胞から動物細胞に非依存的に多能性造血

細胞を含む種々の造血細胞が分化誘導され
たことを示している。また、形成された赤血
球細胞コロニーに含まれる約 80％の赤血球
がα、βグロブリンを発現しており、これら
の赤血球は成人型ヘモグロビンを合成して
いると考えられ、分化誘導された造血/血液
細胞は二次造血を起源としていることが確
認された。 
 
（まとめ） 
異種動物細胞に依存しないヒト ES 細胞から
二次造血由来の造血/血液細胞を分化誘導す
る方法を開発した。さらなる解析によりヒト
胎生期造血の解明が期待される。 
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