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研究成果の概要（和文）：造血幹細胞の試験管内での維持増幅を支持するVE-Cadherin陽性血管内皮系ストロマ細胞を
、ヒトES/iPS細胞から２次元無血清条件で誘導・単離する手法を開発した。ES/iPSC由来造血幹細胞の作出を支持する
系の構築には至らなかったものの、臍帯血CD34陽性細胞との共培養により、免疫不全NOGマウスへの連続移植で骨髄再
構築を示す造血幹細胞の頻度を、２週間で約２倍に増やす能力を有することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Elucidating the mechanism of homeostasis in hematopoietic system and developing th
e culture to expand hematopoietic stem cells are of great interest in medical scientific fields.  We devel
oped the method to effectively and robustly induce VE-Cadherin+ endothelial stroma cells from human plurip
otent stem cells.  Those stromal cells can increase CFU in cord blood CD34+ hematopoietic stem/progenitor 
fraction by two to three times.  Moreover, serial transplantation studies with NOG mice indicated that two
-week co-culture can double the Scid-repopulating cells.
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１．研究開始当初の背景 
  
造血幹細胞は各血球分化と同時に自己複製
によって長期に生存し、生涯に亘り造血細胞
を補い続ける。移植可能な造血幹細胞の体外
増幅や産生は重要な医学的課題である。 
 胎仔期 AGM 領域から樹立されたストロマ
細胞は in vitro で造血幹細胞の「維持」と「作
出」能力を併せ持つ事が示唆されている。一
方、申請者はヒト ES/iPS 細胞から種々の血
液細胞を産生する新たな方法を樹立し、未熟
な 造 血 幹 前 駆 細 胞 に 特 徴 的 な cobble 
stone-like コロニーを試験管内で効率よく
作出出来ることを報告した。その系の内部に
は造血細胞とともに生体の支持細胞様細胞
も存在しており、AGM 細胞同様に造血幹細
胞の維持および作出能力を有する可能性が
考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
  
まず、生体由来造血幹細胞を支持しうるスト
ロマ細胞を ES/iPS 細胞から誘導・単離し、
造血幹細胞の良質な体外増幅系の樹立を目
指す。次に単離したストロマ細胞を用いてヒ
ト ES/iPS 細胞から骨髄再構築可能な造血幹
細胞の誘導を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
  
申請者らが開発したマトリゲル上での二次
元造血分化系を用いて、ヒト ES/iPS 細胞を
分化させ、同時に出現するストロマ細胞を経
時的に抽出する。一定期間の培養の後、それ
らの上で臍帯血 CD34 陽性細胞と１週間共培
養後、ＮＯＧマウスに移植し、造血支持能を
持つクローンを選別する。ヒト ES/iPS 細胞
から分化誘導した血管内皮前駆細胞、もしく
は造血前駆細胞を回収し、2 次元法、3 次元
法でこれらストロマ細胞と共培養する。共培
養後に細胞を回収し、放射線照射した NOG マ
ウスへの移植を行い、系時的にキメリズムを
解析して生着能を評価する。以上の方法によ
りヒト ES/iPS 細胞からの造血幹細胞作出を
支持するストロマ細胞クローンを得る。 
 
 
４．研究成果 
  
（1）ES/iPS 細胞から無血清条件下での造血
分化過程に出現する間質細胞が、造血幹細胞
ニッチ機能を有することを示した。 
 

申請者らが開発したマトリゲル上での二
次元造血分化系を用いて、ヒト ES/iPS 細胞
を中胚葉に分化させ、そこから造血を支持で
きるストロマ細胞の作出を試みた。ES/iPS 細
胞を BMP4+Wint3a+VEGF を含む DMEM を基本と

した培養液に変換した分化培養系で１週間
培養後、造血サイトカインに変更し、さらに
培養継続していると造血細胞が出現するよ
うになり、造血コロニー周辺に培養皿に軽く
付着したストロマ細胞の出現が観察された。
顕微鏡下にストロマ細胞を選択して、経時的
に分離を試み、ストロマ細胞が多種類得られ
た。造血幹細胞の増殖を支持するストロマ細
胞のスクリーニングのため、ヒト臍帯血から
分離した CD34+細胞をストロマ細胞の上に乗
せ 1週間培養した後細胞を回収し、メチルセ
ルロースコロニー法で造血幹/前駆細胞増幅
能を測定した。株として樹立することはでき
なかったものの、短期的にはいくつかのスト
ロマ細胞がヒト臍帯血 CD34+細胞の増殖を支
持することが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
（２）ES/iPS 細胞由来の血管内皮系ストロマ
細胞が、造血幹細胞の維持増幅を支持できる
ことを移植実験によって明らかにした。 
 
 上項（１）のストロマ細胞解析過程で、
VE-Cadherin 陽性の血管内皮ストロマが、他
の細胞に比較してコロニー形成能を持つ前
駆細胞をより効率よく支持することが明ら
かになった。そこで、磁気ビーズを用いて原
法の分化系から VE-Cadherin陽性細胞を分取
し、臍帯血 CD34 陽性細胞と共培養後に免疫
不全 NOG マウスへ連続移植して 12-20 週後の
骨髄再構築能を判定した。その結果、これら
の血管内皮様ストロマ細胞は AGM細胞と同程
度の幹細胞増幅能を有することが明らかに
なった。 
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