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研究成果の概要（和文）：	
 

	
 人工多能性幹(iPS)細胞から、in	
 vitro で造血幹細胞を分化誘導することは未だ出来ていな

い。申請者らは、初期分化サル胚性幹(ES)細胞をヒツジ胎子肝臓内に移植することで、骨髄内

に約 1%の割合でサル造血をもつヒツジを作出した。つまり、ヒツジ胎子体内環境下（in	
 vivo）

で ES 細胞から造血幹細胞を誘導できたのである。しかしながら、ヒツジ末梢血中にサル血液細

胞はほとんど出現しなかった(0.01%以下)。これに対し申請者は、末梢血中への ES/iPS 細胞由

来細胞の安定した出現を目指し、骨髄中の生着率を 10%まで向上させることを試みている。骨

髄移植の前処置剤として用いられるブスルファンに着目し、ヒツジ胎子造血を一時的かつ安全

に抑制する技術を開発した。この技術を元にして、ヒツジ胎子へのヒト造血幹細胞を移植する

6 日前に母体経由で投与することで、安全かつ効果的に産子の骨髄キメラ率を向上しうること

を示した。以上の成果から、ヒツジ体内でヒト iPS 細胞から効率的に造血幹細胞を作り出す技

術を開発する足がかりが出来た。また、ヒツジのような大型動物の胎子を用いた試験は前臨床

的な位置づけを担っており、今回の成果がヒト iPS 細胞の実用化に大きく貢献できると言える。	
 

	
 

研究成果の概要（英文）：	
 

	
 We	
 have	
 shown	
 the	
 safety	
 and	
 effectiveness	
 of	
 treatment	
 with	
 busulfan	
 in	
 sheep	
 and	
 have	
 

suggested	
 a	
 conditioning	
 regimen	
 with	
 busulfan	
 for	
 sheep	
 in	
 utero	
 transplantation	
 

involving	
 intravenous	
 administration	
 of	
 3	
 mg/kg	
 busulfan	
 to	
 pregnant	
 ewes	
 6	
 days	
 before	
 

transplantation.	
 The	
 ease	
 of	
 the	
 procedures	
 and	
 the	
 lack	
 of	
 adverse	
 effects	
 and	
 need	
 for	
 

cumbersome	
 administrative	
 oversight	
 of	
 the	
 procedures	
 might	
 make	
 it	
 a	
 desirable	
 

conditioning	
 method	
 for	
 sheep	
 in	
 utero	
 transplantation.	
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１．研究開始当初の背景	
 

	
 ES/iPS 細胞は、身体を構成する全ての細胞

に分化することができる。これまでに神経幹

細胞や網膜組織などへの分化誘導法が報告

されており、臨床への応用が期待されている。

しかしながら、白血病や再生不良性貧血など

の血液疾患への細胞移植治療を目的とした、

造血幹細胞への分化誘導について in	
 vitro

では未だ再現できていない。	
 

	
 2005 年に申請者らのグループは、サル ES

細胞を体外で初期分化させた後、次にヒツジ

胎子の肝臓（胎子期の造血器官）に移植する

方法で、約 2年にわたって骨髄内に約 1%の割

合でサル造血をもったキメラヒツジを作出

した(Transplantation	
 2005)。これに続き、

ヒト ES 細胞を樹立したアメリカの Thomson

らは、同様の方法でヒト ES 細胞に由来する

造血をもつキメラヒツジを作出した(Blood	
 

2006)。さらに申請者らは、	
 

A) 妊娠 50 日齢未満のヒツジ胎子は、制御

性T細胞によってサルES細胞の生着を

支持すること(Stem	
 Cells	
 Dev.	
 2008)、	
 

B) 超音波ガイド下での細胞注入法が、移

植手術後の流産率を低く抑えることに

有効であること(Cloning	
 Stem	
 Cells.	
 

2009)、	
 

C) 移植ルート（胎子腹腔内と胎子血管内）

により生着率に相違がないこと

(Transplantation	
 2010)、	
 

D) ヒト造血幹細胞への HoxB4 遺伝子の一

過性発現により、生着率を約 5 倍に増

幅できること(Exp.	
 Hematol.	
 2011)	
 	
 

を明らかにしてきた。しかしながら、骨髄中

におけるヒツジ造血細胞に対するヒトある

いはサル造血細胞の割合は約 1-8%と低く、ま

たキメラヒツジ末梢血中に移植細胞に由来

する血液細胞はほとんど出現していない

(0.01%以下)。	
 

上記の報告からヒツジ胎子体内微小環境は、	
 

n 分化に必要な条件が揃っており、

ES/iPS 細胞を目的とする組織幹細胞

へ分化誘導できる	
 

n 妊娠早期の胎子は免疫システムが未熟

であり、異種である移植細胞に対して

免疫拒絶が誘導されない	
 

ことを示唆している。一方で、移植細胞の分

化・増殖がヒツジ自身の造血に対して競合し、

その結果、生着率が低迷してしまっていると

考えられる。	
 

	
 ブスルファン（BU）は、開裂直後の DNA を

架橋して細胞の増殖を止める、DNA アルキル

化型の抗ガン剤である。白血病や再生不良性

貧血の治療のための造血幹細胞（骨髄や臍帯

血）移植を行なう際に、移植前処置として BU

を投与する。BU の増殖抑制作用により、一時

的に造血抑制状態が誘導され、ドナー由来細

胞に有利な環境が創出された結果、移植細胞

の生着率を向上させることができる。	
 

	
 この前処置ストラテジーをヒツジ胎子に

応用すれば、ヒト iPS 細胞の生着に有利な環

境を作り出せると考えられる。そこで本研究

では、BU 前処置を施したヒツジ胎子に対して

ヒト造血幹細胞ならびに iPS 細胞由来中胚葉

系細胞の移植を行ない、胎子体内での造血系

分化誘導を試みる。	
 

	
 

２．研究の目的	
 

	
 ヒツジ胎子体内微小環境を利用したヒト

iPS 細胞の分化誘導において、細胞移植時の

BU 前投与が生後の骨髄キメラ率を向上しう



るか否か検討する。	
 

	
 

３．研究の方法	
 

(1)BU の至適投与条件の検討	
 

	
 BU を胎子に直接投与するのは困難なため、

母体経由で投与することとした。妊娠 48-52

日齢のヒツジ胎子に対し、母体重量換算で 3

および 7.5	
 mg/kg の BU を母体静脈内から投

与した。投与 9-14 日後にヒツジ胎子を摘出

し、胎子の肝臓における造血能をコロニーア

ッセイ法によって評価した。また母体ヒツジ

の末梢血中の血球数を評価した。	
 

(2)BU の至適投与タイミングの検討	
 

	
 妊娠 42 日齢のヒツジ胎子に対して母体重

量換算で3	
 mg/kgの BUを母体静脈内投与し、

造血幹細胞としてヒト臍帯血 CD34 陽性分画

細胞を BU 投与から 2 および 6 日後にヒツジ

胎子肝臓内に注入した。産子の骨髄キメラ率

は、ヒト特異的な PCR 法により評価した。	
 

	
 

４．研究成果	
 

	
 臨床において骨髄移植の前処置剤として

用いられているブスルファンをヒツジ母体

静脈から 3mg/kg（母体重量換算）投与するこ

とで、ヒツジ胎子造血を一時的かつ安全に抑

制できることを明らかにした（図）。	
 

	
 

図.コロニーアッセイによるヒツジ胎子肝臓

細胞の造血能の評価	
 

	
 

	
 次に、この至適投与条件を元にして、ヒツ

ジ胎子へのヒト造血幹細胞（CD34 陽性分画細

胞）を移植する 6日前に母体経由で投与した

結果、安全かつ効果的に産子の骨髄キメラ率

を有意に向上することを示した（表）。	
 

	
 

表.	
 BU前処置後のヒト造血幹細胞移植におけ

る骨髄キメラ率	
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