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研究成果の概要（和文）： 

我々は、ヒト胚性幹細胞（ES 細胞）から分化誘導された造血幹細胞の臨床応用をめざして、動
物細胞、動物血清に依存しない分化誘導法の確立を試みた。そこでまず、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 、または血清を含む培養液で培養する
ことにより、ストローマ細胞を分化誘導した。このヒト ES 細胞由来ストローマ細胞とヒト ES
細胞を無血清の条件下で 2週間共培養することにより、動物細胞、動物血清非依存的に多能性
造血細胞を分化誘導することに成功した。 
 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
We challenged to establish a method inducing human embryonic stem (ES) cells to 
differentiate into hematopoietic stem cells without animal cells and serum for their 
clinical application. In brief, we first transferred human ES cells onto gelatin-coated 
culture dishes and cultured with 5% human platelet lysate or serum-containing media to 
induce their differentiation into stromal cells. Then, human ES cells were cocultured 
with the estabshished stromal cells under animal serum-free condition for 2 weeks to 
generate multipotent hematopoietic cells.Thus, we succeeded the establishment of a novel 
method inducing human ES cells to differentiate into multipotent hematopoietic cells 
without anima cells and seru,. 
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１．研究開始当初の背景 

 

 移植医療は現代医療の根幹をなす治療
法として定着しつつあるが、その進歩に
伴い、移植片の不足が大きな社会問題と
なっている。種々の血液疾患や腫瘍性疾
患に対する根治的治療法である造血幹細
胞移植療法においても、造血幹細胞移植
療法の適応がありながら適当なドナーが
いないため移植を受けられない不幸な患
者が増加している。我々は、この問題を
解決するためには安定した移植片の確保
が重要と考え、新たな移植造血幹細胞の
供給源として、あらゆる組織細胞に分化
可能な胚性幹細胞(ES 細胞)に着目した。
もし全能性を有する ES 細胞から造血幹
細胞への分化を自由に制御することがで
きれば、株化されたヒト ES細胞から必要
な造血幹細胞を半永久的に産生すること
が可能となる。しかし、国際的にも、ヒ
ト ES細胞から、造血幹細胞移植治療に使
用可能な造血幹細胞への安定的な分化誘
導法は、いまだ報告されていない。 
 我々は、平成 15～16年度及び 17〜19年
度の本科学研究の成果として、マウス胎
仔の造血組織由来のストローマ細胞との
共培養系により、ヒトＥＳ細胞から多能
性造血細胞を分化誘導することに成功し
た。今後この成果を発展させ、実際の造
血幹細胞移植医療に応用していくために
は、ヒト造血幹細胞の分化誘導法を動物
血清、動物細胞に依存しない方法に改変
しなければならない。 

 

 

２．研究の目的 

 

 本研究は、前記の研究成果を基盤とし
て、我々の開発したヒト ES 細胞から造
血幹細胞への分化誘導法を発展させ、動
物血清、動物細胞に依存しない分化誘導
法とすることによって、実際に人に移植
可能な造血幹細胞の産生法の開発を目的
とする。 

 

 

３．研究の方法 

 

(1)動物血清、動物細胞に非依存的なヒト

ES 細胞からストローマ細胞への分化誘導

法の開発 

 

①動物血清、動物細胞に非依存的なヒトES

細胞からストローマ細胞への分化誘導 

ヒト ES細胞を、ゲラチンコートプレートに

播種し、５％ヒト platelet lysateまたは

血清を用いて培養する。 

 

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。 

 

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軟骨、

骨、脂肪細胞への分化能を、それぞれ特異

的分化誘導培養法により検証する。 

 

③動物細胞、動物血清に非依存的なヒト ES

細胞から造血細胞への分化誘導 

 

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

線照射下後、種々のサイトカインを含む無

血清培養液で共培養した。 

 

2)ヒト ES 細胞由来ストローマ細胞との共

培養により分化誘導された造血細胞の性状

の解析 

A.ヒト ES 細胞由来ストローマ細胞との共

培養により分化誘導された造血細胞をウシ

胎仔血清、あるいはウシヒト血清を用いて

血液細胞コロニー培養した。 

B.上記培養により形成されたコロニー中の

グロビンの発現を免疫細胞染色法を用いて

解析した。 

 
 
４．研究成果 
 
(1) 動物血清、動物細胞に非依存的なヒト
ES 細胞からストローマ細胞への分化誘導 
 

①動物血清、動物細胞に非依存的なヒト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 、または血
清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軟骨、

骨、脂肪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。 

 

③動物細胞、動物血清に非依存的なヒト ES

細胞から造血細胞への分化誘導 

 

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

線照射下後、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。それらをウシ胎仔血清、

あるいはウシヒト血清を用いて血液細胞コ

ロニー培養すると、様々な血液細胞コロニ

ーが形成された。それらの血液細胞コロニ

ーには、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

ーも含まれていた。以上の結果は、ヒト ES

細胞から動物細胞、動物血清に非依存的に

多能性造血細胞が分化誘導されたことを示

している。 

 

2)ヒト ES細胞から動物血清、動物細胞に非

依存的に分化誘導された赤血球におけるグ

ロブビンの発現 

ヒト ES細胞から動物血清、動物細胞に非依

存的に分化誘導された造血細胞より形成さ

れた血液細胞コロニー中の赤血球における

グロブリンの発現を免疫細胞染色法を用い

て解析すると、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

えられた。 
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