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研究成果の概要（和文）：ヒト胎生期造血を正しく再現するために、ヒト ES 細胞自身からスト

ローマ細胞を分化誘導し、このストローマ細胞との共培養によりヒト ES 細胞を造血/血液細胞

へ分化誘導する方法を開発した。ヒト ES 細胞由来ストローマ細胞は間葉系幹細胞であることが

確認され、分化誘導された造血/血液細胞は成人型造血に由来するものであることが示された。

我々が開発した自己ヒトES細胞由来間葉系幹細胞との共培養によるヒトES細胞から造血/血液

細胞への分化誘導法は、ヒト胎生期造血の解析に有用と考えられた。	 

	 

研究成果の概要（英文）：	 We	 established	 a	 coculture	 system	 of	 human	 ES	 cells	 with	 autologous	 

stromal	 cells	 derived	 from	 human	 ES	 cells	 to	 induce	 their	 differentiation	 into	 

hematopoietic/blood	 cells,	 truly	 reflecting	 human	 fetal	 hematopoiesis.	 The	 human	 ES	 

cell-derived	 stromal	 cells	 revealed	 a	 homologous	 phenotype	 of	 mesenchymal	 stem	 cells	 

(MSCs),	 and	 hematopoietic/blood	 cells	 developed	 in	 the	 coculture	 with	 these	 human	 ES	 

cell-derived	 MSCs	 were	 shown	 to	 originate	 from	 adult-type	 hematopoiesis.	 The	 present	 

culture	 system	 using	 autologous	 human	 ES	 cell–derived	 MSCs	 can	 be	 useful	 for	 the	 analysis	 

of	 human	 fetal	 hematopoiesis.	 
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１．研究開始当初の背景	 
(1)ヒト胎生期における造血機構の発達の研
究は、正常胎児の発達の理解ばかりでなく、
母体環境の胎児造血に及ぼす影響の解明、
先天性の造血障害や造血器腫瘍の病因解明
のためにも、極めて重要な課題であるにも
かかわらず、ヒト胎児を用いた研究が倫理
的に困難であることから、国内外を問わず、
その研究は現在まで全く進んでいない。そ
のため、我々は、ヒトと同じ哺乳類である
マウスをモデルとして研究し（Immunity	 
1998;	 Blood	 1998,	 2001,	 2003;	 Proc	 Natl	 
Acad	 Sci	 USA	 1999;	 Mol	 Cell	 Biol	 2003;	 Stem	 
Cell	 Dev.	 2005;	 Dev	 Biol	 2007）、その成

果からヒト胎生期における造血機構の発達
を類推してきた。こうしたマウスを中心と
した研究は、哺乳類における胎生期造血に
多くの情報をもたらしたが、同時にこれら
の研究から、ヘモグロビンの発現パターン
や、脾臓造血への依存度など、マウス胎仔
とヒト胎児の造血機構の発達では、両者の
間に多くの違いがあることも明らかとなっ
た。	 
	 
(2)一方、我々は、ヒト胎生期を起源とする臍
帯血中の造血幹細胞の分化増殖とその制御機
構についても研究してきた（Proc	 Natl	 Acad	 
Sci	 USA	 1995;	 Blood	 1997,	 1999,	 2001;	 J	 Exp	 
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Med	 2006;	 Br	 J	 Haematol	 1997,	 2001;	 J	 
Immunol	 1999;	 J	 Clin	 Invest	 2000;	 Stem	 
Cells	 2000;	 Bone	 Marrow	 Transplant	 2000;	 	 
Int	 J	 Hematol	 2001,	 2003）。そこで、我々は、
マウス胎生期造血の研究成果と、ヒト胎生期
由来の臍帯血中の造血幹細胞に関する研究成
果を融合することにより、胎生期に由来する
ヒト胚性幹細胞（ES 細胞）から，再生医療の
ための造血/血液細胞を分化誘導するシステ
ムを確立することが可能ではないかと考え、
ヒト ES 細胞の使用計画「ヒト胚性幹細胞（ES
細胞）から造血細胞への分化誘導法の開発」
を東京大学バイオサイエンス委員会ヒト生
殖・クローン専門委員会に申請し、平成 14 年
5月2７日に同委員会の承認を得た。その後、
同年７月 8 日に文部科学省特定胚及びヒト
ES 細胞研究専門委員会にヒト ES 細胞の使用
申請し、同年 12 月 20 日に文部科学大臣の確
認を得て、研究を開始した。その結果、我々
は、ヒト ES 細胞から造血/血液細胞を分化誘
導することに成功した（Proc	 Natl	 Acad	 Sci	 
USA	 2008;	 Int	 J	 Hematol	 2007）。	 
	 そこで、我々は，この分化誘導系を、従来
の再生医療のためにではなく、ヒト胚から造
血細胞が発生し、血液細胞が産生されるまで
の過程を in	 vitro で再現することに応用し、
これまでほとんど解っていないヒト胎生期
造血を解析することを着想した。	 
	 
(3)しかし、我々の確立した分化誘導法も含
めて、ヒト ES 細胞から造血/血液細胞への分
化誘導法の多くはマウス由来ストローマ細
胞との共培養法を応用したものが多く、ヒト
胎生期造血を正しく反映していないと考え
られる。また、ヒト成人骨髄由来ストローマ
細胞との共培養法では、ヒト ES 細胞の造血/
血液細胞への分化誘導が困難であることか
ら、異種ストローマに依存しないヒト ES 細
胞から造血/血液細胞への分化誘導の開発が、
ヒト ES 細胞を用いたヒト胎生期造血の解析
には強く求められていた。	 
	 
２．研究の目的 
本研究では、ヒト胎生期造血を正しく反映す
る、異種ストローマに依存しないヒト ES 細
胞）から造血/血液細胞への分化誘導系を開
発し、ヒト胚から造血細胞が発生し、血液細
胞が産生されるまでの過程を in	 vitro で再
現し、その分化過程を細胞生物学的、分子生
物学的手法を用いて詳細に解析することに
より、ヒト胎児の造血発達の全体像と、これ
を制御する分子機構を明らかすることを目
的とする。	 
	 
３．研究の方法	 
(1)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動物細胞に非依存的なヒト ES 細胞から造
血/血液細胞への分化誘導	 
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/血液細胞への
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
養によりヒト ES 細胞から分化誘導された造
血/血液細胞の性状の解析	 
A.ヒト ES 細胞由来ストローマ細胞との共培
養によりヒト ES 細胞から分化誘導された造
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)ヒト ES 細胞からストローマ細胞への分化
誘導	 
①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、脂肪細胞のいずれに
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/血液細胞への
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 細胞から動物細胞に非依存的に
多能性造血細胞を含む種々の造血細胞が分
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リンの
発現	 
ヒト ES 細胞から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、分化誘導
された造血/血液細胞は二次造血を起源とし
ていることをしめしている。	 
	 
（まとめ）	 
ヒト ES 細胞由来間葉系幹細胞との共培養に
より、ヒト ES 細胞から二次造血由来の造血/
血液細胞を分化誘導する方法を開発した。こ
の異種細胞に依存しないヒト ES 細胞から造
血/血液細胞への分化誘導法は、ヒト胎生期
造血の解析に有用と考えられた。	 
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