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研究成果の概要（和文）：ヒトES/iPS細胞から２次元無血清条件で誘導したCD34陽性造血前駆細胞に対し、同じくES/i
PS細胞に由来する血管内皮細胞ストロマとの共培養によって造血幹細胞様活性を賦与できることを明らかにした。さら
に、低分子化合物の添加によって、NOGマウス体内における長期生着能を維持したままこれらの細胞を増幅できること
を示した。

研究成果の概要（英文）：Developing the way of hematopoietic stem cell (HSC) expansion or de novo stem 
cell induction has been of great interest in medical scientific fields. We cleared that pluripotent stem 
cell (PSC)-derived VE-Cadherin+ endothelial cells function as stromal microenvironment to induce 
PSC-derived HSC-like cells; they showed serial colony forming potential in vivo and were observed 
engrafted in NOG mice as long as twelve weeks. Moreover, a small molecule cocktail containing GSK3 and 
AHR pathway inhibitors successfully expanded them as high as six times in vitro, and increased the 
chimerism in vivo.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 
 近年、Wnt や HIF をはじめとする細胞内
シグナル経路、あるいは血管内皮細胞などの
微小環境細胞が造血幹細胞の長期恒常性維
持に対し果たす役割が徐々に明らかにされ
てきている。こうしたシグナルを試験管内で
人為的に制御することができれば、造血幹細
胞を老化や酸化ストレスから防御しながら
自己増幅する手法に結びつく可能性がある。
移植可能な造血幹細胞の体外増幅は重要な
医学的課題である。また、ES/iPS 細胞から
の機能的造血幹細胞作出は再生医療にとど
まらず、血液疾患の病態解析への応用という
観点からも臨床的学術的な意義が大きい。 
 
 
２．研究の目的 
 
 まず、マトリクスからのシグナルや酸素濃
度、化合物の違いが、臍帯血由来の造血幹前
駆細胞集団にどのような細胞プロファイ
ル・幹細胞能の変動をもたらすかを明らかに
することを目指す。そうして得られたデータ
をヒト ES/iPS 細胞からの造血細胞分化に適
用し、マウスへの長期生着可能な造血幹細胞
を試験管内で作出・同定する方法の開発を目
指す。 
 
３．研究の方法 
 
①臍帯血 CD34 陽性造血幹前駆細胞分画を
種々の低分子化合物での刺激、あるいは iPS
細胞由来血管内皮細胞などとのストロマ共
培養法を用いて維持増幅する。継代コロニー
形成能および免疫不全NOGマウスへの生着率
を指標に、それら増幅後の細胞の幹細胞能を
評価する。 
②申請者らが先に報告した二次元無血清培
養法を用いてヒト ES/iPS 細胞から CD34 陽性
造血前駆細胞を誘導する。それらを①で得ら
れた条件に当てはめて培養し、細胞増幅能、
継代コロニー形成能、NOG マウスへの長期生
着能の観点から評価する。以上の方法により、
ヒト ES/iPS 細胞から造血幹細胞を作出する
手法を探索、決定する。 
 
 
４．研究成果 
 
①Wnt 刺激と AHR 阻害の組み合わせにより、
臍帯血造血幹細胞を従来に比べ高効率に体
外増幅出来ることを見出した。 
 
【方法】臍帯血 CD34 陽性細胞を種々の低分
子化合物およびサイトカインで刺激し、１週
間培養後にメチルセルロースコロニーアッ
セイおよびNOGマウスへの移植を行って幹細

胞維持増殖能を評価した。 
【結果】CHIR(GSK阻害剤)とSR1（AHR阻害剤）
の組み合わせにより、メチルセルロースコロ
ニー継代法、NOG マウス骨髄再建能ともにも
っとも有意な幹細胞増幅能を得られること
が明らかになった。 
 
 
②ヒト ES/iPS 細胞由来血管内皮ストロマ細
胞との共培養により、ヒト ES/iPS 細胞由来
CD34 陽性細胞から造血幹細胞様の機能を持
つ細胞を無血清条件下で誘導することに成
功した。 
 
【方法】①の低分子化合物カクテルが、ヒト
ES/iPS 細胞由来造血幹細胞も増幅可能か検
討を試みた。まず試験管内でヒト iPS 細胞に
BMP4、VEGF サイトカインを順次投与し、中胚
葉前駆細胞を経て KDR・CD34 共陽性の血球血
管内皮共通前駆細胞を誘導した。ここに SCF、
TPOを加えてCD34陽性造血前駆細胞を誘導し、
磁気カラムを用いて単離した。それらを iPS
細胞由来血管内皮細胞または数種のマトリ

クス上に載せ替え、さらに 1週間の培養を行
った。その際、①の低分子化合物カクテルを
投与し、効果を判定した。 
【結果】試験管内での iPS 細胞由来 CD34 陽
性細胞増幅率は、各条件下で有意差を認めな
かった。一方、継代コロニー形成能は、血管
内皮ストロマ上で培養した場合にのみ、２継
代目までの CFU-GM、CFU-M, BFU-E が観察さ
れた。移植実験では、血管内皮ストロマ上で
共培養した場合のみ 12 週以上の長期キメリ
ズム維持が観察された。その割合は hCD45 を
指標にすると CHIR+SR1 非添加条件で 0.62 
(SD=0.76)%, 添加条件で 2.13 (SD=1.46)%で
あった。 
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【結論】以上から、ヒト iPS 細胞由来血管内
皮細胞を用いることによりiPS細胞由来造血
細胞からマウスで生着可能な造血幹前駆細
胞を誘導し得ること、低分子化合物カクテル
によりそれらの機能を維持したまま増幅出
来ることが示唆された。 
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