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研究要旨 

造血幹細胞移植は多くの原発性免疫不全症に対する根治的治療法であるが、疾

患により前処置の方法、移植後合併症、GVHD の制御などが異なり、移植成績の向

上のためには各疾患の病態解明が必須と考えられている。我々は、健常人あるいは

患者の皮膚、末梢血から iPS細胞を作成し、この細胞から免疫担当細胞を含む各種

血球系に分化させる系の構築を行い、複数の免疫不全症の疾患解析を開始してい

る。さらに、将来的に移植のソースとして多能性幹細胞由来血球細胞を用いることを

目標に、血球分化系の改善に取り組んでいる。 

本年度は、血球分化系の改善として、従来より開発している二次元の無血清、フ

ィーダー細胞を用いない血球分化法を拡張し、新たなスキャフォールドを用いた 3

次元培養法を確立した。PET 線維で補強したコラーゲンスポンジを基材として用い

ることにより、従来の血球系と異なり、細胞クラスタでなく単一細胞を播種して血球分

化を開始することが可能となった。また、この系にでは、長期間の培養が可能にな

り、電子顕微鏡による解析では、ニッシェ細胞と血球細胞が 3 次元スキャフォールド

上でにっっしぇを構築していることが明らかになった。この系を応用することにより、ニ

ッシェ細胞と血球細胞のマウスへの同時移植や、血球系細胞の大量培養が可能に

なると期待される。 

 

A. 研究目的 

造血幹細胞移植は多くの原発性免疫不

全症に対する根治的治療法であるが、疾

患により前処置の方法、移植後合併症、

GVHD の制御などが異なり、移植成績の向

上のためには各疾患の病態解明が必須と

考えられている。我々の研究は、健常人あ

るいは患者の皮膚、末梢血から iPS 細胞を

作成し、この細胞から免疫担当細胞を含む

各種血球系に分化させる系の構築を行い、

複数の免疫不全症の疾患解析を行うことに

より、移植医療の最適化に資することので

きる病態解析データを蓄積することを目的

としている。また、将来的に移植のソースと

して多能性幹細胞由来血球細胞を用いる

ことを目標に、血球分化系の改善に取り組

んでいる。 

これらの目的のためには、iPS 細胞より多

くの血球系細胞を安定して確保することが

必要であるが、従来の方法では限界があっ

た。そこで、本年度は、既存の二次元培養

法を拡張し、3 次元のコラーゲンスポンジ中

で血球分化を行い、擬似的にスキャフォー

ルド内でニッシェを構築する系を確立する

ことを試みた。 

 



B. 研究方法 

ヒト ES/iPS 細胞コロニーをコラゲナーゼ

で解離し、非接着培養用に処理した培養

皿で浮遊培養を行う。基礎培地としては主

に臍帯血の ex vivo 増幅に用いられる無

血清培地を用いる。サイトカインは主に 

ES/iPS 細胞の中胚葉分化に VEGF、造血

分化に SCF, TPO, FL, IL3, EPO を用い、

それらの濃度と投与期間を変えて検討した。

3 次元スキャフォールドとして、PET 繊維補

強コラーゲンスポンジ（PETcol-24W）を

MedGEL CO., LTD から購入して使用し

た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（倫理面への配慮） 

尚、iPS 細胞に関した本研究における患

児の遺伝子情報の取り扱いに際しては、

“ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理

指針”及び文部科学省研究振興局長通知

に定める細則に沿って、京都大学医の倫

理委員会の審査承認を受けている（実施責

任者：中畑龍俊、当初承認日:平成 20 年 6

月 4日、変更・追加承認日:平成 24 年 7月

19 日）が、人権及び利益の保護について、

十分配慮しながら実験を行った。患者から

の疾患関連 iPS 細胞作製にあたり、「ヒト疾

患特異的iPS細胞の作製とそれを用いた疾

患解析に関する研究」について、京都大学

医の倫理委員会の承認を頂いている（実施

責任者：中畑龍俊、当初承認日:平成 20年

6 月 4 日、変更・追加承認日:平成 24 年 7

月 19 日）。 

 

C. 研究結果 

最初に、我々が以前に開発した二次元・

マトリゲル上の血球分化系（以下 2D-MG

系）を応用して、CS 上の血球分化を行える

かを検討した。すると、従来の方法と同様

に 、 Day 6 の flow cytometry で は ，

KDR+CD34+の中胚葉系の血球前駆細胞

と考えられる分画が生じていた。その割合

は，クローン毎に様々であったが、2D-MG

法と同程度であった。 

 

次に、上述の造血前駆細胞分画から各

種血球細胞を得るために幾つかのサイトカ

インの組み合わせを用いて血球分化を行

った。概ね day 20 頃からスポンジから浮遊

細胞の出現が顕著になり，well の底に溜ま

っていく。これらの細胞は、スポンジを取り

出して残りの培養上済を遠心することにより

簡単かつ繰り返し回収することができる。得

られた血球細胞の細胞表面マーカと形態

を観察すると、サイトカインカクテルの組み

合わせにより、好中球系細胞、単球系細胞

あるいは赤芽球系細胞を作り分けることが

可能であった。 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

中胚葉・血球分化系は共培養や胚様体

形成が必要で、Single-cell にばらした状態

からフィーダーフリーで血球分化させるの

は困難である。しかし、分化能の定量化や

手技の簡略化のためには、Single cell にし

たPSCから分化が行えることが望ましい。そ

こで、接着している iPS 細胞を単一細胞に

解離してCSに撒いて分化が可能かを検討

した。この場合も、Day 6 の flow cytometry

では，KDR low～+ CD34+の分画が出現し

ていた。さらに、Day 20 頃から CS から浮遊

細 胞 が 遊 離 し て お り ， こ れ ら は

CD43+CD45+の血球系細胞であることが確

認された。CS の内部構造を確認するため、

走査電顕で CS を観察したところ、一部で，

円柱あるいは扁平上皮が細胞集簇して平

面を形成し，その一部から球形の細胞が敷

石状に萌出している部分を認めた。また，

PET 繊維に円形の細胞が集団を形成して

いる部分を認めた。 

 

D. 考察 

このような 3 次元スキャフォールドを用い

た多能性幹細胞からの血球分化系は過去

に報告がない。この系では、ニッシェを構

成する基質と細胞が一塊となって形成され、

血球分化を支持しているように見える。この

分化系は、従来の 2D-MG系などに比べて

長期間維持が可能であることや、ニッシェと

血球系前駆細胞を一塊として可搬性のある

基材上で誘導できることから、複数の CS を

浮遊培養に持ち込むことにより大量の血球

細胞を継続的に得ることが可能になるかも

しれない。また、ニッシェと血球系前駆細胞

を一塊として免疫不全マウスに移植すると

いう応用も考えられる。 

もちろん現時点ではニッシェの機能は不

十分ではあるものの、今後改善を重ねて、

系を改良することにより、より有用な系が開

発できるものと期待される。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



E. 結論 

免疫不全疾患の解析や移植実験に有

用な、新たな多能性幹細胞からの分化誘

導系を開発することができた。 
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