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研究成果の概要（和文）：我々は、マウス胎仔 AGM 領域から樹立されたストローマ細胞株であ

る AGMS-3 細胞との共培養により、ヒト ES 細胞から造血細胞を分化誘導し、これらの造血細

胞から、アレルギー疾患の主たるエフェクター免疫細胞である肥満細胞や好酸球を安定的に産

生することに成功した。この分化誘導系は、胎生期における肥満細胞や好酸球の発生・発達を

再現していると考えられ、乳児アレルギー疾患の病態解析に有用なツールとなることが期待さ

れる。 

 
研究成果の概要（英文）：We succeeded the production of human mast cells and eosinophils, 
major immune effecter cells in allergic diseases, from hematopoietic cells derived human 
ES cells by coculture with AGMs-3 cells which are stromal cell line established from murine 
embryonic AGM region. Since this system reflect the generation and development of these 
immune cells in human embryo, it is expected to be a useful tool for analysis of the 
mechanism causing infantile allergic diseases. 
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１．研究開始当初の背景 

 

 アレルギー疾患は、種々の抗原に対する免
疫細胞のネットワークによって惹起される
アレルギー反応により引き起こされる病的
状態と考えられる。そうした免疫細胞の中で
もでも、肥満細胞や好酸球は主たるエフェク
ター細胞であり、アレルギー疾患の病態形成
に重要な役割を担っていると考えられる。 

 一方、ミルクアレルギーなどの乳児期のア
レルギー疾患は、成人期のそれとは明らかに
異なる病像を呈する。その原因については、
十分に解明されている訳ではないが、胎児期
における母体環境が免疫細胞の発生・発達に
及ぼす影響が推定されている。しかし、ヒト
胎児を実験的に使用することは倫理的に問
題があり、胎児期の免疫細胞の発生・発達の
研究はほとんど進んでいない。 
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 そこで我々は、胎児期に起源を有するヒト
胚性幹細胞（ES 細胞）から免疫細胞を分化
誘導することにより、胎児期の免疫細胞の発
生・発達を再現し、その分化過程を解析する
ことを計画した。ヒト ES 細胞から免疫細胞
を分化誘導するためには、胎生期の環境を再
現することが有効ではないかと考え、ヒト
ES 細胞と胎児組織由来のストローマ細胞の
共培養法を用いることを着想した。もちろん、
前述のように、ヒト胎児を実験的に用いるこ
とはできないが、マウス由来ストローマ細胞
の多くがヒト造血/免疫細胞を支持すること
が報告されていたので、マウス胎仔組織由来
のストローマ細胞を用いることとした。 

 

 

２．研究の目的 

 

ヒト ES 細胞から免疫細胞、特に肥満細胞、
好酸球への分化誘導法を確立し、このヒト
ES 細胞から免疫細胞への分化系を胎児期に
おける免疫システムのモデルとして、その発
生と発達の機構を解析する。さらに、胎児期
における免疫システムの発生・発達の破綻と
しての乳児アレルギー疾患の発症メカニズ
ムを明らかにする。本研究の成果は、胎児医
療に貢献するばかりでなく、母体環境の胎児
の胎児期の免疫細胞の発生・発達に及ぼす影
響の評価系を構築し、母子医療に資すること
が期待される。 

 

 

３．研究の方法 

 

(1)ヒト ES 細胞から肥満細胞及び好酸球へ

の分化誘導法の開発 

   

①ヒト ES 細胞から多能性造血細胞の分化

誘導 

ヒト ES 細胞と AGMS-3 細胞（マウス胎仔

AGM (aorta-gonad-mesonephros)領域か

ら樹立されたストローマ細胞株）と２週間

共培養し、多能性造血細胞を分化誘導する。 

多能性造血細胞への分化誘導は、SCF(stem 

cell factor)、FL(Flk2/Flt3 リガンド)、

IL(interleukin)-3、erythropoietin、TPO 

(thrombopoietin) 、 G-CSF (grnulocyte 

colony-stimulating factor)を用いた血液

細胞コロニー法で確認する。 

 

②ヒト ES 細胞由来多能性造血細胞からの

肥満細胞及び好酸球への分化誘導 

ヒト ES 細胞由来多能性造血細胞を種々の

サイトカインの組み合わせて液体培養する

ことにより、肥満細胞及び好酸球を分化誘

導する。 

 

(2)ヒト ES 細胞由来肥満細胞及び好酸球の

性状の解析 

 

①ヒト ES 細胞由来肥満細胞の性状を、免疫

細胞染色、フローサイトメトリー、電子顕

微鏡による観察などにより解析する。 

 

②ヒト ES 細胞由来好酸球の性状の解析 

ヒト ES 細胞由来好酸球の性状を、免疫細胞

染色、フローサイトメトリー、RT-PCR、電

子顕微鏡による観察などにより解析する。 

 

(3)ヒト ES 細胞由来肥満細胞及び好酸球の

機能の解析 

 

①ヒト ES 細胞から分化誘導された肥満細

胞の種々の刺激に対するヒスタミン遊離能

を検討する。 

 

②ヒト ES 細胞から分化誘導された好酸球

の種々の刺激に対する遊走能や、分泌型 IgA

に 対 す る EDN (eosinophil derived 

neurotoxin) 遊離能を検討する。 

 
 
４．研究成果 
 
(1)ヒト ES細胞から肥満細胞への分化誘導法
の開発とその性状と機能の解析 
 
①ヒト ES 細胞から肥満細胞への分化誘導法
の開発 
 

1)ヒト ES 細胞から造血細胞の分化誘導 
ヒトES細胞とAGMS-3細胞（マウス胎仔 AGM 

(aorta-gonad-mesonephros)領域から樹立さ
れたストローマ細胞株）と２週間共培養した
後、血液コロニー培養をおこなった。その結
果、 骨髄球系細胞コロニー、赤血球系細胞
コロニー、骨髄球系及び赤血球系細胞混合コ
ロニーなど、様々な血液細胞コロニーが形成
された。このことは、ヒト ES 細胞から、骨
髄球系前駆細胞、赤血球系前駆細胞、及び多
能性造血前駆細胞など様々な造血前駆細胞
が、ヒト ES 細胞が分化誘導されたことを示
している。 
 
2)ヒト ES 細胞由来造血細胞から肥満細胞へ
の分化誘導 
ヒト ES 細胞由来血液細胞を、SCF、FL、IL-3、
IL-6、TPO 存在下で１週間液体培養した後、
さらに６〜10 週間同様のサイトカイン存
在下で無血清培養することにより、95％以



 

 

上の細胞が肥満細胞に分化誘導された。 
 
②ヒト ES細胞由来肥満細胞の性状の解析 
分化誘導された肥満細胞は、光学顕微鏡お
よび電子顕微鏡による形態学的観察で確認
された。さらに、免疫細胞染色により、こ
れらの肥満細胞の顆粒は、tryptase、
chymase いずれも陽性であったことから、
成熟型の結合組織型肥満細胞 (CTMC: 
connective tissue-type mast cell)である
ことが明らかとなった。また、これらの
CTMC は、c-Kit、CRA-1、cathepsin-G、
carboxypeptidase-A、CD88、CD203c も強く
発現していた。 
 
③ヒト ES細胞由来肥満細胞の機能の解析 
compound 48/80、あるいは substance P で
刺激すると、ヒト ES細胞由来肥満細胞は、
刺激物質の濃度依存的にヒスタミンを放出
した。 
 
(2)ヒト ES細胞から好酸球への分化誘導法の
開発とその性状と機能の解析 
 
①ヒト ES 細胞から好酸球への分化誘導法の
開発 
 
1)ヒト ES 細胞から造血細胞の分化誘導 
ヒト ES 細胞からの肥満細胞の分化誘導法と
同様に、ヒト ES 細胞と AGMS-3 細胞との共培
養により、造血細胞を分化誘導した 
 
2)ヒト ES 細胞から好酸球への分化誘導法の
確立 
ヒト ES 細胞由来造血細胞を、３段階でサイ
トカインの種類を１週間ごとに変更して、液
体培養した。まず第１段階では、SCF、IL-3、
IL-6、FL、TPO、第２段階では、IL-3、SCF、
GM-CSF (granulocyte-macrophage colony 
stimulating factor)、第３段階では、IL-3、
IL-5 を用いて液体培養した。培養細胞数は、
第１段階、第２段階では増殖し続けたが、第
３段階では緩徐に減尐した。しかし、培養細
胞中の EPO (eosinophil peroxidase)を発現
する好酸球の比率は、第１段階、第２段階で
は上昇し続け、第３段階でも緩徐に上昇し、
ほぼ 100％の培養細胞が好酸球となった。 
 
②ヒト ES細胞由来肥満細胞の性状の解析 
分化誘導された好酸球は、光学顕微鏡およ
び電子顕微鏡による形態学的観察で確認さ
れた。さらに、免疫細胞染色により、これ
らの好酸球は、EPO 及び MBP (major basic 
protein)を発現していた。また、RT-PCR で
も、ヒト ES 細胞由来好酸球は EPO、MBP、
EDN、ECP (eosinophil cationic protein)、
IL-5 受容体を発現していることが確認さ

れた。また、フローサイトメトリーによる
解析でも、好酸球と一致するフェノタイプ
を示し、特に好酸球に特異的な siglec-8
はほぼ全ての細胞で発現していた。 
 
③ヒト ES細胞由来好酸球の機能の解析 
ヒトES細胞由来好酸球を分泌型IgAで刺激
すると、健常人末梢血中の好酸球に匹敵す
る量の EDN を放出した。また、eotaxin、IL-5、
fMLP 刺激に対して、濃度依存的な遊走能を
示した。 
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