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研究成果の概要（和文）：我々は、ヒト多能性幹細胞由来の造血幹細胞をヒツジの体内で作製することを目指している
。これが出来れば、動物は、ヒト成体・ヒト臍帯血に次ぐ、造血幹細胞の第三のソースになり、現在のドナー不足の解
決につながるであろう。以前我々は、サルES細胞を体外で中胚葉系に分化させた後、ヒツジ胎仔の肝臓内（胎仔期の造
血器官）に移植する方法で、2年にわたって骨髄内にサル造血細胞をもつヒツジを作出できることを報告した。本研究
では、ヒツジ体内で多能性幹細胞由来の造血幹細胞を効率的に作製するために、ヒトリンパ球を用いて、ヒツジ造血系
の抑制およびヒツジ骨髄内のヒト造血生着率の促進法を開発した。

研究成果の概要（英文）：The generation of definitive (engraftable) human hematopoietic stem cells (HSCs) 
from pluripotent stem cells (PSCs) has been a major challenge in hematology. We are trying to generate 
hematopoietic chimera in sheep with human iPSCs.

研究分野：医歯薬学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
＜多能性幹細胞に由来する恒久的な血液生
産を目指して＞ 
 ES/iPS 細胞は、身体を構成する全ての細胞
に分化することができる。これまでに神経幹
細胞や網膜組織などへの分化誘導法が報告
されており、臨床への応用が期待されている。
しかしながら、白血病や再生不良性貧血など
の血液疾患への細胞移植治療を目的とした、
長期的に血液を生み出せるような造血幹細
胞への分化誘導は、in vitro ではいまだに成
功していない。 
 
＜ヒツジ胎仔微小環境を用いた in vivo 分化
誘導＞ 
 2005 年に申請者らのグループは、サル ES
細胞を体外で初期分化させた後、ヒツジ胎仔
の肝臓（胎仔期の造血器官）に移植する方法
で、2年にわたって骨髄内に約 1%の割合でサ
ル造血をもつキメラヒツジを作出した(下図、
Transplantation 2005)。続いて 2006 年には、
同様の方法でヒト ES 細胞由来造血をもつキ
メラヒツジも作出されている(Blood 2006)。
さらに申請者らは、サル ES 細胞の生着がヒ
ツジ胎仔体内の制御性T細胞によって支持さ
れることも明らかにした (Tanaka, Abe, 
Hanazono et al., Stem Cells Dev. 2008)。
これらのことは、ヒツジ胎仔体内環境には多
能性幹細胞の分化に必要な条件が揃ってお
り、異種である移植細胞に対し免疫寛容を誘
導できることを示唆している。 
 またヒツジには、①イヌやブタと比べてヒ
ト造血幹細胞の生着が良い、②マウスなどの
小動物と比べて長期的な観察が可能、③胎盤
の構造上、移植後の流産が少ない、④ヒツジ
を禁忌とする宗教がない、⑤大きさがヒト胎
児に極めて近い、といった特徴がある。 
 以上より、ヒツジ胎仔体内環境が多能性幹
細胞から造血幹細胞を作り出す足場として
適していると考えられる。しかしながら、キ
メラヒツジ骨髄中におけるサル造血細胞の
生着率は約 1-8%と低く、またキメラヒツジ末
梢血中に移植細胞に由来する血液細胞はほ
とんど出現していない(0.01%以下)。 
 このことに対して申請者は、臍帯血に含ま

れる造血幹細胞を用いて、 
I. HoxB4 遺伝子を一過性発現させること
で、ヒト造血幹細胞の増殖を強化し、生
着率を約5倍上昇できる(Abe, Hanazono 
et al., Exp Hematol. 2011) 

II. 化学療法剤であるブスルファンをヒツ
ジ胎仔に投与することで、ヒツジ体内の
生着スペースを拡げ、生着率ならびにキ
メラヒツジの獲得割合を向上できる 
(Abe, Hanazono et al., Exp Hematol. 
2012) 

ということを明らかにしてきた。すなわち、
移植細胞の増殖力強化およびヒツジ胎仔体
内の生着スペースのコントロールにより、
ES/iPS 細胞から造血幹細胞を効率的に作り
出せる可能性を示した。 
 
＜多能性幹細胞から造血幹細胞を効率的に
作出するための戦略＞ 
 リンパ球投与は、臨床およびマウス同種移
植実験系においてドナー細胞の強力な増強
効果が知られているが、その効果は同種間で
のみ知られており、作用機序は未解明である
(Bone Marrow Transplant. 2000, Blood 2002)。
ヒト造血幹細胞を生着したヒツジにヒトリ
ンパ球を投与すれば、効率的に多能性幹細胞
から造血幹細胞を作製できるかもしれない。
またこのことは、同種の実験系でのみ知られ
ている効果が異種間でも作用する、すなわち
液性因子等が作用していることを示唆して
いる。したがって、リンパ球投与がもつドナ
ー細胞の増強メカニズムを解明できる可能
性がある。そこで本研究では、安定的にキメ
ラヒツジを獲得できる臍帯血を用いて、臍帯
血造血幹細胞を生着したキメラヒツジを作
出した後、ヒトリンパ球の投与によってヒト
造血生着率を向上できるか検討を行った。 
 

 
２．研究の目的 
 臍帯血由来のヒト造血幹細胞を生着した
キメラヒツジに対して、同じロットの臍帯血
に由来するリンパ球を投与することで、ヒト
造血生着率を向上できるか検討した。 
 



３．研究の方法 
 本研究では、ヒトリンパ球の投与によって
ヒツジの造血系を抑制し、ヒツジ体内のヒト
造血幹細胞の増幅・分化を促進する技術を開
発する。そこで、（１）ヒトリンパ球の投与
条件の検討を行い、（２）臍帯血造血幹細胞
を生着したキメラヒツジへのヒトリンパ球
投与を実施し、ヒト造血生着率が向上するか
解析した。その後、ヒト造血生着率が向上し
たヒツジにおいて、（３）リンパ球の作用機
序の検証、を行った。 
（１） ヒトリンパ球投与量の検討 
 ヒト末梢血由来リンパ球を増幅培養して
ヒツジ静脈内に投与することで、ヒツジ造血
の抑制を誘起する条件を検討した。ヒツジの
造血能の評価には造血コロニー形成法を用
い、ヒトリンパ球投与後のヒツジ骨髄細胞に
おけるコロニー数を計測・比較した。 
（２） 臍帯血造血幹細胞を生着したキメ
ラヒツジへのヒトリンパ球投与 
ヒト臍帯血（理研セルバンク）から、造血幹
細胞分画として CD34 陽性細胞を分離し、残
りは凍結保存した。胎齢 47 および 58日のヒ
ツジ胎仔（満期は 147 日）に対し、移植前処
置としてブスルファンを母体静脈経由で投
与した後、子宮壁越しのエコーガイド下で胎
仔肝臓内に細胞を注入した(Abe et al., 
2012)。生後（移植から約 3ヶ月後）、得られ
た産仔の骨髄をコロニーPCR 法で解析し、ヒ
ト造血の生着効率を評価した。キメラヒツジ
が得られたのを確認できたら、凍結保存した
CD34 陰性分画の細胞からリンパ球を増幅培
養した後、キメラヒツジ静脈内に投与した。
投与後、骨髄を経時的に採取し、骨髄中のヒ
ト造血生着率をコロニーPCR で測定した。 

（３） ヒトリンパ球の作用機序の検証 
 キメラヒツジへヒトリンパ球を静脈内経
由で投与した後、経時的に末梢血を採取し、
ヒツジ末梢血中のヒトサイトカインを ELISA
にて測定した。 
 
４．研究成果 
（１） ヒトリンパ球投与量の検討 
 5 x10e7 cells/kg のヒトリンパ球を投与
4-8 週間後、一過性に造血コロニー数の低下

が認められた。このことは、ヒツジ体内でヒ
ト造血幹細胞に競合すると思われる内因性
のヒツジ造血を、ヒトリンパ球の投与によっ
て一時的に抑制できることを示唆している。
以上より、5 x10e7 cells/kg のヒトリンパ球
をヒツジに投与することで、一過性の造血抑
制を誘導することが出来た。 

（２） 臍帯血造血幹細胞を生着したキメ
ラヒツジへのヒトリンパ球投与 
 臍帯血中の造血幹細胞を用いて作出した
キメラヒツジに対し、同じドナー由来のリン
パ球を体外増幅後に投与した。その結果、投
与してから8週間後に骨髄中のヒト造血生着
率を約 2-5 倍に向上させることに成功した。 

（３） ヒトリンパ球の作用機序の検証 
 ヒト造血生着率が向上していたヒトリン
パ球投与後 8週目のヒツジ末梢血中に、ヒト
IFN-γを検出した。 



 
 以上のことから、ヒトリンパ球投与後の造
血促進作用は、①投与されたヒトリンパ球が、
ヒツジ造血を抑制した結果、ヒト造血の割合
が向上した可能性、および②ヒトリンパ球か
ら分泌された液性因子によってヒト造血系
細胞が増幅した可能性（栄養効果）、が示さ
れた。今後は、ヒトリンパ球の動態およびヒ
ツジ体内のヒト造血細胞との相互作用を解
明し、さらにヒト iPS 細胞由来造血をもつキ
メラヒツジへのヒトリンパ球投与を実施し
て、ヒツジ体内でヒト造血幹細胞を増幅でき
るか検証を行いたい。 
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