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研究成果の概要（和文）：造血幹細胞の表面抗原を明らかにすることは、造血幹細胞研究の進展や造血幹細胞移
植・再生医療など臨床応用の発展のために重要である。本研究では、我々が以前マウス造血幹細胞マーカーとし
て有用性を報告した血管内皮抗原ESAMが、ヒトにおいても造血幹細胞マーカーとして有用であり、ESAM発現を指
標としてヒト造血幹細胞を濃縮できることを明らかにした。臍帯血CD34+CD38-分画にはESAMを非常に強く発現す
る細胞が認められ、これらは血管内皮に関連する細胞であると考えられた。ESAMは急性骨髄性白血病症例の多く
で発現しており、白血病細胞株を用いた解析からは骨髄環境への親和性に関連していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Reliable markers are essential to increase our understanding of the 
biological features of human hematopoietic stem cells (HSCs). We found that endothelial 
cell-selective adhesion molecule (ESAM) can be used to purify human HSCs from all the currently 
available sources (adult bone marrow [BM], mobilized peripheral blood, and cord blood [CB]). 
Multipotent colony-forming units and long-term hematopoietic-reconstituting cells in immunodeficient
 mice were found exclusively in the ESAM(High) fraction of CD34+CD38- cells. The CD34+CD38- fraction
 of CB contained cells exhibiting extremely high expression of ESAM; these cells are likely to be 
related to the endothelial lineage. High ESAM expression was observed in some primary acute myeloid 
leukemia cells. Furthermore, KG-1a myeloid leukemia cells switched from ESAM negative to ESAM 
positive with repeated leukemia reconstitution in vivo. Thus, ESAM is a useful marker for studying 
both human HSCs and leukemia cells.

研究分野：血液内科学

キーワード： 造血幹細胞
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１．研究開始当初の背景 
 造血幹細胞は自己複製能と多分化能を持
ち、生涯にわたる造血を維持する。その異常
は白血病などの造血器腫瘍を引き起こす。ま
た、造血幹細胞移植は血液疾患の治療法とし
て実臨床で広く行われており、造血幹細胞の
機能解析は、正常造血を理解するためだけで
はなく、白血病の発症機構や治療耐性機構の
解明、造血幹細胞移植の成績向上のためにも
重要である。 
 造血幹細胞の機能解析を進めるためには、
より高純度の造血幹細胞を分離することが
不可欠であり、新たな造血幹細胞マーカーの
同定が望まれる。マウスにおいては従来の
Lin– Sca-1+ c-Kit+に加えて、CD150、CD48と
いった SLAM ファミリーを用いることによ
り、高度に造血幹細胞を純化できるようにな
ってきた。しかし、ヒトの造血幹細胞では
CD150や Sca-1の発現がみられない。またマ
ウス造血幹細胞は CD34–分画に存在するが、
ヒト造血幹細胞は CD34+分画に存在するなど、
様々な相違点が明らかとなっており、これら
の種間の違いが、マウスの知見をヒトに応用
する上で障害となっていた。 
 我々は、マウスにおける新規造血幹細胞マ
ーカーとして、血管内皮関連抗原である
endothelial selective adhesion molecule (ESAM) 
を同定した (Yokota T, et al. Blood 113:2914, 
2009)。継続的な研究により、ESAMは定常状
態の造血幹細胞のマーカーとして有用であ
るだけではなく、造血幹細胞の休眠、活性化
状態をモニターするマーカーとしても有用
であり、造血幹細胞の機能的にも重要である
ことも報告した (Sudo T, Yokota T, et al. J 
Immunol 189:200, 2012)。 
 しかし、ヒト造血幹細胞における ESAMの
発現パターンやその意義については、まだ明
らかにされておらず、ヒトとマウスでは造血
幹細胞マーカーに関して相違点も多いこと
から、ヒト造血幹細胞における ESAM発現の
意義については改めて検討が必要であった。 
 
２．研究の目的 
 ヒト造血幹細胞における ESAM 発現と造
血幹細胞の機能との関係を明らかにし、
ESAM発現を指標とした高度な造血幹細胞純
化へ繋げることを第一の目的とした。また、
造血幹細胞に遺伝子異常が加わることによ
り白血病などの造血器腫瘍を引き起こすが、
白血病においては近年、白血病幹細胞の概念
が提唱されている。白血病幹細胞は休眠状態
にあって抗癌剤や放射線に抵抗性を示し、治
療後の再発に関与していると考えられてい
るが、ESAMはマウス造血幹細胞の休眠、活
性化状態の指標としても有用であり、白血病
細胞においても、ESAM発現がよい指標とな
る可能性がある。これは、白血病の分子機構
の解明や、新規治療法の開発などの臨床応用

への可能性に繋がると考えられ、ヒト白血病
細胞における ESAM 発現とその意義を明ら
かにすることも目的とした。 
 
３．研究の方法 
 ヒト検体の解析については、大阪大学医学
部附属病院倫理委員会の承認のもと、提供者
から書面による同意を得て、余剰検体を解析
対象とした。 

① ヒト造血幹細胞における ESAM 発現 
パターンの解析 

 現在臨床で一般的に用いられている造血
幹細胞ソースである、骨髄、G-CSF投与後の
末梢血、臍帯血から単核球を分離した。フロ
ーサイトメトリーを用いて、CD34+ CD38–分
画の ESAM発現を測定した。 

② CD34+ CD38‒分画細胞の ESAM発現の機
能的意義の解析 

 CD34+ CD38–分画を ESAM発現強度を指標
としてセルソーターを用いて分取し、メチル
セルロース培地を用いたコロニーアッセイ、
MS5 ストローマ細胞との共培養実験により、
造血幹前駆細胞機能を評価した。 

③ ESAM 発現を指標とした臍帯血造血幹細
胞の純化効率の向上 

 臍帯血CD34+ CD38‒分画を ESAM発現強度
を指標としてセルソーターを用いて分取し、
放射線照射した免疫不全マウス（NOG マウ
ス）へ移植した。3 ヶ月後に骨髄を採取し、
フローサイトメトリーを用いてヒト血球生
着を解析した。さらに二次移植を行い 4ヶ月
後の骨髄をフローサイトメトリーで解析し、
長期の造血再構築を評価した。 

④ ヒト白血病細胞における ESAM 発現パタ
ーンの解析 

 ヒト白血病細胞株、および白血病症例から
得られた骨髄サンプルを用いて、フローサイ
トメトリーにより ESAM 発現パターンを解
析した。白血病の病型による ESAM発現の違
いについても検討した。 

⑤ ヒト白血病細胞における ESAM 発現の機
能的意義の解析 

 ヒト急性骨髄性白血病細胞株である KG-1a
細胞を免疫不全マウス（NOD/SCIDマウス）
へ移植し、生着した KG-1a 細胞の ESAM 発
現の変化をフローサイトメトリーで解析し
た。生着した KG-1a 細胞を ESAM 発現強度
を指標としてセルソーターで分取して再度
NOD/SCIDマウスへ移植し、ESAM発現の機
能的意義を検討した。 
	

４．研究成果 
① ヒト造血幹細胞における ESAM 発現 
パターンの解析 

 骨髄、G-CSF投与後末梢血、臍帯血のいず



れにおいても、ヒト造血幹細胞が含まれる
CD34+ CD38–分画の多くが ESAMを発現して
いた。臍帯血中では、骨髄や G-CSF投与後の
末梢血には認められなかった ESAM をより
高発現する細胞（ESAMBright 細胞）が認めら
れた（図 1A）。また、ESAMBright 細胞の比率
は臍帯血サンプルによって大きな差異があ
ることも明らかとなった（図 1B）。 

 
 
 
 
 
 
図 1 臍帯血における ESAM発現 

(A) CD34+ CD38–分画のESAM発現パター
ン例, (B) 臍帯血サンプルによるESAM発
現の違い 

 
② CD34+ CD38‒分画細胞の ESAM発現の機
能的意義の解析 

 ESAM発現強度を指標に、CD34+ CD38–細
胞を ESAM–/Lowと ESAMHighの 2 分画に分け、
コロニーアッセイ、MS5との共培養実験によ
り造血幹前駆細胞機能を解析したところ、
ESAMHigh 分画により未分化な前駆細胞が濃
縮されていることが明らかとなった。臍帯血
のESAMBright細胞がESAMHigh細胞より強い造
血幹前駆細胞活性を持っているかを検討す
るため、 CD34+ CD38– ESAMHigh 細胞と
ESAMBright細胞を分取し、コロニーアッセイ、
MS5との共培養実験を行ったところ、未分化
な造血幹前駆細胞は骨髄や G-CSF 動員後の
末梢血と同様に、ESAMHigh分画に濃縮されて
いることが明らかとなった。また、表面マー
カー解析、マイクロアレイによる網羅的な遺
伝子発現解析、培養実験の結果、臍帯血中に
認められた ESAMBright細胞は血管内皮系に関
連する細胞であることが示唆された。 

③ ESAM 発現を指標とした臍帯血造血幹細
胞の純化効率の向上 

 臍帯血のCD34+ CD38–分画をESAM発現強
度を指標として、ESAM–/Low、ESAMHigh、
ESAMBrightの 3 分画に分け、免疫不全マウス
（NOGマウス）へ移植して長期の造血再構築
能を解析した。3ヶ月後の解析では、ESAMHigh

分画を移植したマウスにおいてのみヒト血
球の生着、骨髄球系・B リンパ球系・T リン
パ球系の 3系統の血球産生が認められた（図
2）。一次移植レシピエントの骨髄を NOG マ
ウスへ二次移植し、さらに 4ヶ月後の骨髄を
解析した結果、二次移植レシピエントにおい
てもヒト血球の生着と 3系統の血球産生が認
められた。このことから、ESAM発現強度を
指標とすることで造血幹細胞をより濃縮で

きることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 一次移植レシピエントの骨髄解析 
(A) ヒト CD45細胞比率, (B)(C) フローサ
イトメトリー解析例 

 

④ ヒト白血病細胞における ESAM 発現パタ
ーンの解析 

 ヒト白血病細胞株のフローサイトメトリ
ー解析では、赤血球系や巨核球系の細胞株で
は ESAM発現を認めた一方、骨髄球系やリン
パ球系の細胞株では ESAM 発現が認められ
なかった。これに対して白血病症例の解析で
は、急性リンパ性白血病では ESAM発現がみ
られなかったのに対して、急性骨髄性白血病
の多くで ESAM発現がみられ、ESAMは白血
病の系統診断にも有用である可能性が示唆
された。同一の病型の急性骨髄性白血病でも、
症例によって ESAM 発現には違いがあるこ
とも分かった。ESAM発現と臨床的特徴との
関連については今後明らかにしていく必要
がある。 

⑤ ヒト白血病細胞における ESAM 発現の機
能的意義の解析 

 ヒト急性骨髄性白血病細胞株である KG-1a
細胞を免疫不全マウス（NOD/SCIDマウス）
へ移植した後、生着した KG-1a細胞を解析す
ると、移植前には陰性だった ESAMの発現が
上昇していることが明らかとなった。ESAM
発現上昇の意義を検討するため、生着した
KG-1a細胞のESAM陰性分画と陽性分画を分
取し NOD/SCID マウスへ移植したところ、
ESAM 陽性分画を移植したマウスでのみ
KG-1a細胞の生着が認められた。このことか
ら、白血病細胞の ESAM発現は骨髄環境への
親和性に関係していることが示唆された。 
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