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研究成果の概要（和文）：我々は、骨髄内直接移植法を開発することにより、ヒト臍帯血中に非常に未分化なCD34抗原
陰性造血幹細胞（CD34-HSC)を世界で初めて同定した。最近、このCD34-HSCの高度純化法を開発し、その陽性分子マー
カーとしてCD133抗原を同定した。加えて、CD133抗原がCD34+/-HSCの共通の陽性分子マーカーであることも明らかにし
ている。一連の研究により、CD34-HSCは、従来最も未分化と考えられていたCD34+CD38-HSCに比べてより未分化である
ことが示唆された。以上より、CD34-HSCが階層制上頂点に位置する最も未分化なヒトHSCであるという新たなモデルを
提唱している。

研究成果の概要（英文）：We have identified human cord blood-derived very primitive CD34-negative 
hematopoietic stem cell (CD34-HSC) using the intra-bone marrow injection method for the first time. 
Recently, we developed a high resolution purification method for CD34-HSC using 18 lineage specific 
antibodies and succeeded to identify CD133 antigen as a specific positive marker for CD34+/- HSCs. 
Furthermore, we performed a variety of in vitro and in vivo experiments to clarify the human HSC 
hierarchy. These data demonstrated that our identified CD34-HSC seemed to be more immature than the 
CD34+CD38-HSC whidh was previously thought as the most primitive human HSC.
Based on these data, we propose that the myeloid-biased long-term repopulating CD34-HSCs reside in the 
apex of human HSC hierarchy.

研究分野： 医歯薬学
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１． 研究開始当初の背景 
造血幹細胞移植の根幹をなすヒト造血幹

細胞（HSC）の本体に関しては、その陽性

マーカーが不明なことや測定法の限界もあ

り十分に明らかにされていなかった。加え

て、ヒト未分化 HSC における CD34 抗原の

可逆的な発現の可能性については、限られ

た報告しかなく、その陽性マーカーや分化

経路についても十分に明らかにされていな

かった（図 1）。  

 
（図 1）ヒト未分化 HSC の分化経路と 

CD34 抗原の発現 
研究代表者は、独自に開発した骨髄内直

接移植（IBMI）法を用いることにより、ヒ

ト臍帯血中に CD34- SCID-repopulating cell 

(SRC）が存在することを初めて直接的に証

明した（Blood 101: 2924,2003）。一連の研究

で、CD34-SRC が従来最も未分化とされて

いたCD34+CD38- SRCを in vitro及び in vivo

で産生し、CD34+CD38- SRC と同等、ある

いはそれ以上の幹細胞活性を示し、T 細胞

系を含むすべての血球系統に分化すること

を明らかにしてきた（Int J Hematol 79:328, 

2004; Stem Cells 25:1348, 2007; J Autoimmun 

30:136, 2008; Leukemia 24:162, 2010）。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、研究代表者が独自に開

発した IBMI 法を用いてヒト臍帯血中に初

めて同定した CD34- SRC（HSC） (Blood 

101:2924,2003) の幹細胞特性を解明し、従

来最も未分化なヒト HSC と考えられてき

た CD34+CD38-HSC と比較することにより、

その分化経路や階層制（hierarchy）上の位

置づけ（図１）を明らかにして、近未来の

新たな細胞移植療法や再生医療に応用する

ことである。  

 
３．研究の方法 
最近、われわれは 18 種類の抗 lineage

抗体を用いることにより、ヒト臍帯血由来

の未分化HSCであるCD34- SRCの新たな

高度純化法の開発に成功した（ Exp 

Hematol 39:203,2011)。本研究では、この

高度純化法を用いて、CD34- SRC(HSC)の

膜表面に発現している陽性分子マーカーに

ついてFACSにより網羅的な探索を行った。

SRC の測定方法は既報の方法（Blood 

101:2924,2003; Int J Hematol 79:328, 2004）

を一部改変して行った。標的細胞を NOG

マウスに移植後 5〜24 週まで、マウス骨髄

を吸引法で採取し、抗ヒト CD45 抗体で染

色後に FACS 解析した。同時に、multilineage

解析も行った。最終的に、マウスを犠牲死

させて骨髄、末梢血、脾臓、胸腺などを採

取し、同様に FACS 解析した。  

また、自己複製能の指標として、移植後

20～24 週目に一次マウスの骨髄を採取し

て、二次マウスに移植し、12～24 週後にマ

ウスを経時的に犠牲死させて骨髄、末梢血、

脾臓、胸腺などを採取し、抗ヒト CD45 抗

体で染色後に FACS で解析した。 

並行して、ヒト骨髄 CD271+SSEA-4+細

胞より樹立した間葉系幹細胞（DP MSC）

（ Stem Cells 33:1554,2015 ） を 用 い て

18Lin-CD34+/-細胞との共培養系における

分化能、さらに SRC 活性の測定により、

樹立した MSC の HSC 支持能、増幅能につ

いて解析した。  
 
４．研究成果 
（1）ヒト未分化 HSC の陽性分子マーカー

（CD133 抗原）の同定と純化 

独自に開発した高度純化法（ Exp 

Hematol 39:203, 2011)を用いて、臍帯血

由来 CD34- SRC(HSC)の膜表面に発現し
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ている陽性分子マーカーについてFACSに

より網羅的な探索を行ない、CD34-SRC の

陽性分子マーカーとして CD133 抗原を同

定した（Leukemia 28:1308, 2014）（図２）。

そこで、18Lin-CD34+/-CD133+/-細胞を FACS

で分取して以下の検討を行った。   

（図２）18Lin-CD45+CD34+/-細胞における

CD133 抗原の発現パターン 

初めに、 18Lin-CD34+/-CD133+/- 細胞を

NOG マウスに移植し SRC 活性について検

討した。その結果、18Lin-CD34+/-CD133+細

胞移植群では全ての 1 次マウスで生着が認

められた。一方、18Lin-CD34+/-CD133-細胞

移植群では全く生着が認められなかった

（図 3）。また、CD34+/-CD133+SRCs は、

CD34+,CD33+,CD19+細胞を含む多血球系統

に分化することも確認された。 

以上より、CD133 抗原は CD34-SRC のみ

ならずCD34+SRCの陽性分子マーカーであ

ることが明瞭に示された。 

 

（図3）18Lin-CD34+/-CD133+/-細胞のSRC

活性（骨髄吸引による経時的解析） 

最後に、限界希釈（LDA）法により

18Lin-CD34+/-CD133+分画における SRC の

頻度を測定した。その結果、18Lin-CD34+/- 

CD133+分画には、各々、1/99 個、1/142 個

と CD34+/-SRC が高度に濃縮されていた。 

 

（2）新規 CD34-HSC の陽性分子マーカー

の同定と超高度純化法の開発 

 前記高度純化法を用いて、ヒト臍帯血由

来 18Lin-CD34-細胞の陽性分子マーカーに

ついて、既知の分子・抗原に対する抗体を

用いて網羅的な解析を行った。その結果、

有望な分子マーカーX を新たに同定した。

現在、この分子マーカーX と CD133 抗原を

同時に用いることにより、CD34-HSC の超

高度純化法の開発を進めている（未発表）。 
 
（3）DP MSC との共培養系を用いるヒト未
分化 HSC の体外増幅システムの開発  

我々が同定した CD34-HSC は、階層制上

より上位の HSC であるため、共培養系で分

裂・増殖することで CD34+CD38-CD90+SRC 

(HSC)を効率よく産生することができる。こ

の基盤技術はすでに確立していることから、

本研究では、1）DP MSC との共培養条件の

最適化、2）CD34- SRCs と DP MSCs との共

培養後の CD34+CD38-SRC の増幅効率の最

適化に焦点を絞って検討した。その結果、

無血清（StemPro34）下で 6 種類のサイト

カイン (TPO, SCF, FL, G-CSF, IL-3, IL-6)を

添加した場合に、最も高い CD34+細胞比率

が得られた。 

次に、共培養系より回収した12Lin-CD34+ 

CD38-CD90+CD45RA-細胞の SRC 活性と頻

度について LDA で測定した。その結果、本

共培養系システムにより、多分化能を持つ

CD34+CD38-CD90+ SRC が産生されたこと

が確認された。しかしながら、HSC 数とし

ては約 1/8 に減少していた。この原因は、

CD34-SRC が分裂して娘細胞を産生する際

に、自己複製あるいは階層制上より下位に

ある CD34+CD38-SRC (HSC)を産生する効

率が低く、HSC 以外の造血前駆細胞あるい

はより分化した血球細胞を産生することに

あると推測された（投稿準備中）。 

81.5%

SS
C

FSC

54.9%

7A
A

D

18Lin

83.6%

0.3%

CD45

C
D

34

75.0%

3.4%

CD45

C
D

13
3

13.5%

46.5%

CD45

C
D

13
3

CD34⁺CD133⁺/⁻

0

25

50

75

100

6 12 18

(%)

0

CD34+CD133-
CD34+CD133+

CD34⁻CD133⁺/⁻

0

25

50

75

100

0

(%)

6 12 18

CD34-CD133+
CD34-CD133-



(4) ヒト未分化 HSC における CD34抗原の

可逆的発現について 

 (3)で開発した DP MSC とヒト臍帯血由

来 18Lin-CD34+/-細胞との共培養系において、

CD34 抗原の可逆的発現について検討した。

その結果、CD34-SRCs は CD34+SRCs を産

生するが、CD34+SRCs は CD34-SRCs を産

生できないことが明らかになった（Stem 

Cells 33:1554,2015）。また、NOG マウスを

用いる in vivo 異種間移植系においても、

CD34-SRCs は CD34+SRCs を産生するが、

CD34+SRCs は CD34-SRCs を産生できない

ことが明らかになった（未発表）。以上より、

ヒト臍帯血由来未分化 HSC においては、マ

ウス HSC と異なり、CD34 抗原の可逆的な

発現の可能性は低いと考えられた。 
 
（5）ヒト未分化 CD34+/-HSC 階層制の解明 
最近、マウスにおいて、HSC は分化特性

の異なる多様性を持つ集団から構成される

事が報告された。しかしながら、ヒト HSC

中に、このような分化特性の異なる集団が

存在するかは明らかになっていない。 

最近、我々は、NOG マウスを用いる異種

間移植系において、CD34- HSC が CD34+ 

HSC と比較し、移植後 5 週～24 週のすべて

の期間において、優位に高い骨髄球系細胞

への分化能を示すことを明らかにした（図

4）。 

（図 4）ヒト臍帯血由来 CD34+/-SRC (HSC)

の分化能の経時的解析 

以上より、ヒト HSC は、分化特性の異な

る2つのHSC集団から構成される事が明ら

かとなった（Blood Cancer J 5,e290,2015）。

換言すると、CD34- HSC は、myeloid-biased 

long-term repopulating HSC であり、ヒト

HSC の階層制上頂点にある最も未分化な

HSC であることが示唆された。 
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