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研究成果の概要（和文）：マウスの胎生期における未分化な血液細胞の単離を試みたところ、ま

ず成体型造血が生じる AGM領域において CD45lowc-Kit+細胞を見出した。この細胞集団の出現
時期が AGM 領域の造血能が高い時期と一致していた。さらにこの細胞集団は、胎生期における

他の造血組織である卵黄嚢および胎児肝臓についても未分化性が高いことを示した。一方、胎

盤においては、CD45 陽性かつ c-Kit 陽性の細胞集団に造血活性が認められた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We try the identification of the undifferentiated hematopoietic cells on mouse embryos. In the 
AGM regions, which show the emergence of cells containing the long-term repopulating activity in 
irradiated adult mice, CD45lowc-Kithigh cells had the highest ability to form hematopoietic cell 
colonies in vitro. We found that CD45lowc-Kithigh cells were identified in the stages of showing 
hematopoiesis in the AGM regions. The CD45lowc-Kithigh cells were also identified in yolk san and 
fetal liver. In the placenta, the hematopoietic activity of CD45highc-Kithigh cells was highest. 
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１．研究開始当初の背景 
マウスにおける造血発生において、放射線照射を

施して造血組織を破綻させたマウスへの移植によ

り長期に渡って造血再建能を持つ造血幹細胞は、

AGM領域で最初に認められる(de Bruijn, M.F.et 

al., Immunity 2002)。その後、胎仔肝臓へと造

血発生の場は移り、最終的に出生前に骨髄へと移

行する。最近の研究より、胎生中期から後期にか

けて胎盤および卵黄嚢でも造血幹細胞が生じるこ

とが明らかとなった(Ottersbach K., et al., Dev. 
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Cell 2005, Kumaravelu P., et al., Development 
2002)。これらの胎生期に異なる場で行われる造血

発生システムの共通性および特異性について、現

在までに詳細な検討はなされていない。 

マウスの造血発生について最初に造血幹細胞を認

めるAGM 領域での血管内皮様細胞から血球細胞へ

と分化する過程を in vitro で再現する系として

AGM領域の分散培養が知られている(Mukouyama Y., 

et al., Immunity 1997)。この培養系での血管内

皮様細胞を含む付着細胞からの血球細胞輩出は、

stem cell factor (SCF)、basic fibroblast growth 

factor、およびIL-6サイトカインファミリーであ

る oncostatin M の添加により可能となる。この

AGM 分散培養で生じる血球細胞について、未分化

血球細胞の同定と分化過程の検討を行った。生じ

た血球細胞を血球のマーカーである CD45 および

成体骨髄の造血幹細胞のマーカーの１つである

c-Kit で展開すると CD45lowc-Kit+(集団 A)、

CD45lowc-Kit-(集団B)、CD45highc-Kitlow/-(集団C)の
３つの細胞集団に分かれた。得られた3つの集団

の中で、集団A細胞のみに、in vitroでの集団B

と集団Cへの分化能を認めた。さらに集団A細胞

は、放射線照射したマウスへの移植の実験からin 

vivo での各種血液細胞に分化する能力を認めた。

このことより、AGM 領域の分散培養より得られる

集団AすなわちCD45lowc-Kit+細胞が長期造血再建
能を示す造血幹細胞であることを明らかとした 

(Exp. Cell Res., 2007)。 

さらに、前述したAGM分散培養についての準備研

究の結果を踏まえて、in vivo におけるマウス胎

生中期AGM 領域中の未分化血球細胞の解析を行っ

た。培養を経ずに胎生11.5日胚AGM領域より直接

回収した細胞についてCD45およびc-Kitの発現強

度に基づいて分画すると、分散培養で見られた３

つの細胞集団と異なり、CD45 c-Kit , CD45 c-Kitlow, 
CD45 c-Kit+, CD45lowc-Kit+, CD45highc-Kit+, および
CD45highc-Kitlow/ の６つの集団を認めた。得られた
それぞれの細胞集団についてストローマ細胞との

共培養により生じる血球細胞コロニー数および半

固形培地中でのコロニー形成数を解析すると、AGM

分散培養の結果と同じく CD45lowc-Kit+細胞集団が
最もコロニー数が多かった。この結果より、胎生

11.5日胚のAGM領域において、分散培養で認めた

集団と同様なマーカー蛋白質の発現を示し、高い

造血能を持つ未分化な細胞集団の存在を明らかに

した。 
以上の解析から、CD45とc-Kitの二種類の抗体

を用いて定義される CD45lowc-Kit+細胞という未分
化血球細胞が、胎生中期のAGM 領域の造血発生に

大きな役割を担っていると考えられるが、とりわ

けマウス胎仔においては、in vivo での造血能を

含めた詳細な性質の検討、さらなる造血能が高い

集団群の濃縮の検討、および他の造血組織におい

てこの細胞を認めるかの検討の必要性が考えられ

た。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、胎生11.5日胚のAGM領域より直
接得られた未分化血球細胞 CD45lowc-Kit+細胞につ
いて、さらに詳細に解析すると共に、CD45lowc-Kit+

細胞の未分化性が胎生期における他の造血器につ
いて適応可能な概念であるか検討することにある。 
 
３．研究の方法 
マウスの胎仔の造血組織である AGM 領域、卵
黄嚢、胎盤、胎児肝臓より、細胞を回収し、
様々なマーカータンパク質を認識する蛍光
標識抗体を処理し、フローサイトメーターを
用いて、分画および回収を行う。その後、ス
トローマ細胞との共培養および半固形培地
での培養を行い、コロニー形成能を評価した。 
 
４．研究成果 

(1) AGM領域より得られる血球細胞中にSP細

胞が含まれ、SP細胞かつCD45lowc-Kit+細胞の
造血活性が、SP細胞でないCD45lowc-Kit+細胞
と比較して高いことを明らかにした。また、

CD45lowc-Kit+細胞以外の細胞集団にもSP細胞
を認めたが、この集団には造血能を認めなか

った。 

(2) AGM領域由来のCD45lowc-Kit+細胞について
、その他のマーカータンパク質と共染色を行

った。その結果、細胞外基質である 4-integrin
、血管内皮細胞のマーカーであるVascular 

endothelial cadherin、未分化細胞のマーカーで

あるCD34の発現が、他の集団に比して高いことを

認めた。 

(3) 発生に伴うAGM領域由来CD45lowc-Kit+細
胞の存在について検討を行った。AGM領域由来

CD45lowc-Kit+細胞は、胎生9.5日でわずかな数
を認め、胎生10.5日および胎生11.5日で細胞

数が増加し、胎生12.5日では細胞数が減少し

、胎生13.5日以降では認めなかった。また、

in vitroにおける造血活性は、いずれの胎齢

においてもCD45lowc-Kit+細胞が最も高かった
。このことよりCD45lowc-Kit+細胞の出現時期
が、AGM領域の造血能が高い時期と一致してい

ることが明らかとなった。 

(4) 胎生期における他の造血組織での
CD45lowc-Kit+細胞についての検討を行った。
卵黄嚢、肝臓では CD45lowc-Kit+細胞集団を認
め、in vitro の造血活性が CD45 および c-Kit
の発現強度に基づいて分画した他の細胞集



団よりも高いことを見出した。 

(5) GFPトランスジェニックマウスより得た

AGM領域由来のCD45lowc-Kit+細胞をストロー
マ細胞で培養すると顆粒球およびマクロファ

ージに分化することを示した。さらに、血管

内皮細胞を誘導する液性因子存在かでは、血

管内皮細胞のマーカーを発現するシート状の

細胞を得た。このことより、CD45lowc-Kit+細
胞が血球および血管内皮細胞への分化能を持

つことが示唆される。 

(6) 胎生10.5日目から15.5日目まで1日ごと

のマウス胎盤について、OP9ストローマ細胞上

での敷石状コロニー形成能および半固形培地

におけるコロニー形成能を指標に造血活性を

解析したところ、調べたいずれの胎生時期に

おいても、CD45陽性かつc-Kit陽性の細胞集団

に造血活性が認められた。CD45陽性c-Kit陰性

細胞集団、CD45陰性c-Kit陽性細胞集団、CD45

陰性c-Kit陰性細胞集団には造血活性は殆ど

検出されなかった。また、成体造血幹細胞が

濃縮される細胞集団として知られている

Hoechst33342色素排出性のSP細胞集団は、

CD45陽性c-Kit陽性細胞集団中に最も高い割

合で観察された。胎盤は胎児側組織と母体側

組織が入り組んでいるが、GFPトランスジェニ

ックマウスの利用により、胎児由来細胞をGFP

標識することを可能にした。 

(7) in vitro で造血能が高い胎生 11.5 日胚
AGM 領域由来の CD45lowc-Kit+細胞について、
さらに詳細な解析を行うために、マイクロア
レイを用いて CD45lowc-Kit+細胞と比較として
造血活性の低い CD45 c-Kit+細胞について、発
現プロファイルの解析を行った。その結果、
CD45lowc-Kit+細胞で発現が上昇および低下し
ている遺伝子について、さらにその役割を検
討するために現在解析を進めている。   
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