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要 旨 
Fanconi 貧血、Kostmann 症候群、Diamond-Blackfan 症候群、Pearson 症候群、Shwachaman-Diamond

症候群、先天性角化異常症等の様々な遺伝的背景を有する先天性骨髄不全症候群

(CBMFS:congenital bone marrow failure syndrome)の研究を目的として、ヒト胚性幹細胞（ES

細胞）から血液細胞への分化誘導法を、健常人由来人工多能性幹細胞（iPS 細胞）と CBMFS 患者

由来 iPS 細胞に応用し、その血液細胞への分化過程を解析することを計画した。健常人由来 iPS

細胞は、ヒト ES 細胞と同様に、胎生 15〜16 日のマウス胎仔肝由来ストローマ細胞との共培養に

より、培養 2週間め頃より多能性造血前駆細胞を含む種々の造血前駆細胞が分化誘導され、これ

らの造血前駆細胞から、赤血球、好中球、マクロファージ、巨核球などの様々な血液細胞の産生が可

能であった。今後は、健常人由来 iPS 細胞から血液細胞への分化過程を、現在樹立中の CBMFS

患者由来 iPS 細胞のそれと比較検討することにより、CBMFS の病因・病態が解明され、新たな治

療法が開発されることが期待される。 
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緒 言： 
 Fanconi 貧血、Kostmann 症候群、Diamond-Blackfan 症候群、Pearson 症候群、Shwachaman-Diamond

症候群、先天性角化異常症等の様々な遺伝的背景を有する骨髄不全症が存在し、これらは先天性

骨髄不全症候群(CBMFS:congenital bone marrow failure syndrome)と呼ばれる。CBMFS の原因

遺伝子については、その一部は特定されているが、同定されていないものも多数存在し，特定さ

れた遺伝子についても、骨髄不全を惹起するメカニズム、さらには白血病、悪性腫瘍へ進展する

メカニズムについてはほとんど解っていない。 

 一方、人工多能性幹細胞（iPS 細胞）は、皮膚繊維芽細胞などの体細胞から樹立される、胚性

幹細胞（ES 細胞）と同質の性状を有する多能性幹細胞である。特に、ヒト iPS 細胞の樹立法が

開発されたことにより、その臨床応用が期待されている。我々は、これまでに、マウス胎仔肝由

来ストローマ細胞との共培養により、ヒト ES 細胞が多能性造血細胞へ分化誘導されることを示

してきた（参考文献１，２）。 

 それらの成果から我々は、我々が確立したヒト ES 細胞から血液細胞への分化誘導系をヒト iPS

細胞の分化誘導に応用することにより、さまざまな CBMF 疾患患者から樹立された iPS 細胞の血

液細胞への分化過程を、健常人由来 iPS 細胞のそれと細胞生物学的及び分子生物学的に比較検討

することにより、CBMFS の病因・病態の解明や治療法の開発が可能になるのではないかと考え、

本研究を実施した。 
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方 法： 
1. マウス胎仔肝由来ストローマ細胞の樹立 

我々がすでに報告した方法で（参考文献３）、胎生 15〜16 日のマウス胎仔肝から分離された細

胞を付着培養し、ストローマ細胞を樹立した。 

 

2.ヒト iPS 細胞とマウス胎仔肝由来ストローマ細胞の共培養 

ヒト iPS 細胞を、樹立されたマウス胎仔肝由来ストローマ細胞と共培養し、産生されてくる細

胞を、形態学的観察、フローサイトメトリー、RT-PCR 法、血液細胞コロニー形成法などによ

り、継時的に解析した。 

 

3.ヒト iPS 細胞由来赤血球におけるヘモグロビンの解析 

マウス胎仔肝由来ストローマ細胞との共培養により分化誘導されたヒトiPS細胞を血液細胞コ

ロニー培養し、形成された赤血球コロニーや混合コロニーに含まれる赤血球系細胞のヘモグロ

ビンを、免疫染色により解析した。 

 
結 果： 
1. マウス胎仔肝由来ストローマ細胞の樹立 

胎生 15〜16 日のマウス胎仔肝から分離された細胞を付着培養することにより、ストローマ細

胞を樹立することができた（図１）。 

 

2.  マウス胎仔肝由来ストローマ細胞との共培養によるヒト iPS 細胞から血液細胞への分化 

（１）形態学的観察 
ヒトiPS細胞は、樹立されたマウス胎仔肝由来ストローマ細胞と共培養すると、ヒトES細胞との

共培養と同様に、培養 5日目ごろより分化を開始し、培養 10 日目ごろには、未分化な小型円

形細胞が出現した（図２）。その後、培養 15 日ごろまで、これらの細胞は増殖し続けた。 

（２）RT-PCR による検討 

ヒト ES 細胞との共培養と同様に、培養 13 日目には、未分化な iPS 細胞のマーカーである

Oct4、未熟な中胚葉系細胞のマーカーである Brachury の発現は認められなくなった。 

 
 
図１． 
樹立されたマウス胎仔肝由来 
ストローマ細胞 
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（３）フローサイトメトリーによる検討 

ヒト ES細胞との共培養と同様に、CD34+細胞は、培養 5日目ころから共培養中に出現し、培養 16〜17

日ころまで増加し続けた。培養14日目のCD34+細胞の一部は、CD45やc-Kitを発現していた。 

（４）血液コロニー形成法による検討 

interleukin (IL)-3、エリスロポエチン、トロンボポエチン、GM-CSF (granulocyte-macrophage 

colony-stimulating factor)、G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor)、SCF (stem cell factor)存在

下での血液コロニー培養による検討でも、ヒトES細胞との共培養と同様に、血液細胞コロニー形成細

胞は、培養10日目ごろに初めて出現した。その数は次第に増加し、培養14〜16日目には最大となった。

観察されたコロニー形成細胞は多様で、赤血球コロニー、顆粒球・マクロファージコロニー、種々の

血液細胞を含む混合コロニーが認められた。これらのコロニー中には、赤血球、好中球、マクロファ

ージ、巨核球などの種々の血液細胞がされていた。産生された赤血球の中には、脱核した成熟赤血球

も認められた。 

 
以上の結果は、ヒトiPS細胞は、ヒトES細胞と同様に、マウス胎仔肝由来ストローマ細胞との共

培養により、赤血球系前駆細胞、骨髄球系前駆細胞、さらには、複数の血液細胞に分化可能

な多能性造血前駆細胞に分化誘導され、これらの造血前駆細胞から種々の血液細胞が産生さ

れたことを示している。 

 
3. ヒトiPS 細胞由来赤血球における成人型ヘモグロビンの合成 
上記の方法により形成された赤血球コロニー、あるいは混合コロニーに含まれるヒト iPS 細胞由来赤血

球のほとんどが、胎児型ヘモグロビン(HbF)を保持していたが、同時に、成人型ヘモグロビン(HbA)も保持

していることが確認された。 

 
考 察： 
 今回の検討により、ヒト iPS細胞は、ヒト ES細胞と同様に、マウス胎仔肝由来ストローマ細胞との

共培養により、血液細胞への分化が可能であった。 

 現在、CBMFS患者からiPS細胞を樹立中であり、今後はCBMFS患者由来iPS細胞と健常人由来iPS細胞の血

液細胞への分化を比較検討することにより、これまでほとんど解明されていないCBMFSの病因・病態を解明

し、治療法の開発に繋げていきたいと考えている。 

 

図２. 

ヒトiPS細胞とマウス胎仔肝 

由来ストローマ細胞との共培 

養中に出現した小型円形細胞 

（培養10日目） 
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       注：本研究成果の一部は、2009年9月9-12日第38回国際実験血液学会にて口頭発表。 
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