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は し カミ き

最近 の著 しい発 生・ 再生 医療の進歩により生体内に存在する種々の組織幹細胞は

可塑性を有し、 与えられ危環境に麻じて様々な細胞に分化する可能性が示唆されて

いる。 瞬帯血は新だな移植細胞の供給源として、 造血細胞移植における有濡性は確

立 しつ つ あ るむ こ の 隣 帯 血カ
ミ種 々 の 器 官 形 成 遇 程 に あ る 胎 生 期 に 出現 す る こ と に よ

り、 瞬 帯血申 には血液細胞 の供給源ばかりではなく、 より多様な可能性を有する幹

細胞が存在すると考えられ、 それらの未分化な幹細胞は高い可塑性を有 していると

考 え ら れる。 そ の 可 塑 性 を 翻 衛 で き れ ば、 そ の 幹 細 胞 を 移 植 片 と し て、 種 埼 の 組 織

細 胞への 再生をめ ざした新だ な細胞療法勿欄 発できると考えられる。 本研究では、

麟帯血細胞の持つポテンシャルを、 特に血管内皮細胞と共通の幹細胞であるヘマン

ジオブラス トや鱗帯血幹細胞の分化に関係するエス ト日ゲンレセ プターなどに着目

し、 検 討 を 行 っ た。

尚、 こ の研 究 の 遂 行 に あ た り、 多 大 の ご協カ をい た だい た 東 京 大 学 医 科 学 研 究 所 ・

細 胞 療 法 研 究 分 野、 分 予 療 法 研 究 分 野、 遺 伝 子 検 査 室 の ス タ ッ フ の 方 埼、 ま た、 本

研究 に多大の ご援助をいただいたヨ本学術振興会の方寿に深謝いたします。
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添 ジウ ム 「小 鬼 血 液 研 究 の 進 歩」 ２００４ 年 １１月 ２３ 日
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カ 潤 の エ ビ デ ンス を 申 心 に一、 小 寺 良 尚、 加 藤 俊 一 編、 医 学 書 院 （東 京）：２１－３４．
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餐． 辻浩 土 斑 ： 造 血 幹 細 胞 血 液 の 辞 典、 平 井 久 丸、 押 味 和 夫、 坂 田 洋 一 編、 朝 奮 書

唐 （東京）、 印刷 申

簿．辻 濫土艶：造血幹細胞と血液の分化 血液細胞アトラス、 三輸史甥、 渡辺陽之輸

編、 文 光 堂 （東 京）：３０－３２． ２００４．
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研究成果

五。 麟 帯血申 に 存在 する ＣＤ３４ 陽縫纐 胞 の造菰

細 魑お よ び血 管 内皮細 胞 への分化 諜 テンシャ

ルの検討

ヒ ト鱗 帯並申に 存荏 する綴胞 の添テン シャ ル

を検討 する ために、 最初 に鱗 帯並 内に、 血液細

胞 ばがりで なく血管 内皮繍 胞へも分 化可能な幹

細胞、 いわ ゆるヘマ ン ジオブラス トカ癖 在する

か否 かを検 討した。 も しヘ マンジオ ブラス トを

分離 するこ と淋でき れば、 騰帯菰ほ血液疾 患ば

かり でなぐ並管 疾患 に対する新だ な細胞ソース

となると考 えられる からで ある。

麟帯並申の ヘマ ンジオ ブラス トの 存在を確認

する 花めに 我々 は、 血液綴 胞と内皮綴胞 の両者

に 発現 す る とさ 槻 る丁岨触ｃａ 耐ｅ㎝ａ ｅ鮒 ◎ｔｈｅｒ

ｉａ１ｃｅ１１ ｋｉ醐ｓｅ（ＴＥＫ）とＣＤ３４に 淫 目 し た。 ＴＥ

Ｋは、 鱗 帯 並ＣＤ３４斗細 魑 の２７±１２％に 発現 さ 祝

て い た 淋
、 ＣＤ３４＋ＴＥＫ半細 胞 とＣＤ３４半丁亘Ｋ一

細 胞の閥 で、 造菰 渚佳に 差違は認め ら槻ながっ

た
藺

さら に両者閥 で血管 内皮細 胞への念化能 に違

いがあ るか否か を解析 し危藺 血 管内皮細胞 への

分化 能は・ 移 植ＸＯＤ／ＳＣＩＤマウス の後 肢を繕」
紮しだ虚斑 マウス モ デル を作製 し、 繕紮部位に

おける新生愈 管で のヒ ト内皮綴魑の有 無、 およ

びレシピエ ントマウス の肝 麟類洞綴胞か ら塘養

した 内皮綴胸中 のヒ ト内皮細胞 の宥無によ り穣

討 し だ。 １ｘｌＯ
＾
４姻 のＣＤ３４＋ＴＥＫ半細 胞 とＣＤ３４

＋ＴＥＫ一細 胞 を各々 ７ 匹の 虚斑 マウス モ デル に

移櫨 した ところ、 全例 でヒ ト造並 の蒋構築淋認

め ら れ だ。 内 皮 細 胞 へ の 分 化 能 に つ い て は、 Ｃ

Ｄ３４＋ＴＥＫ半細 胞を 移植 きれ たマウス では、 ヒ

ト造血 の再構 築の程度 にかカ、わら貧、 全例 で内

皮細胞 への分化淋 確認さ れたが、 ＣＤ３糾ＴＥＫ一

細胞移植 マウス でほ、 高率に再構築 されだ３例

において内皮 細胞へ の分化カミ認めら れた。

以 上 の 緒 果 は、 臨 床 庵用 を 考 え 花 場 合、 ＣＤ３

４＋ＴＥＫ＋綴 胞の方カミより高い 内皮細胞への分化

龍を 有してい ること を示して いる。 まだ輿 味深

いこ とに、 内皮綴胞 前駆細 胞は 皿 Ｋを発現 して

いる こと淋報告さ れている ので、 ＣＤ３針ＴＥＫ一

細 胸 を移植さ れたマウス で認め ら れたヒ ト内皮

細 胞 は、 内皮細胞 前駆綴胞 より も上 位の内皮細

胞 と放 液綴 胞の共 通の前駆 細胞淋 ら産 生された

と推濁さ れ、 腐帯血 中には ヘマ ンジオ ブラス ト

カミ存在する と考 え られた喧 以 上は 雌ｅ㎝ 施 ｎ

ａ螂 Ｒｅ㎜ａｔｏ１： ２００３．
７７ ２４５－２６２と し て 発 表

済 みで別 刷り参照 のこと。

２。 瞬 帯 菰 幹細 胞 分 化 と エス ト目 ゲ ン レセ プタ

ーの発 現の検 討

【富的】

鱗 帯滋 移植後の遺血機 構の蒋縫 築パター ンは骨

髄異移櫨 後と異なるこ と淋、 種々 の臨床研究よ り

明らかにな りつつ ある。 麟 帯血幹綴胞 淋祷つ滞 テ

ンシャル淋骨 髄幹細 胞と異なる 危めで歯 ると考え

ら 抗るカミ、 我々は そ批らを生体 内活縫物 質とも関

係 淋深いエス トロゲン レセ プター（駅）の発現 に着

目 し て 検 討 し 花日 駅 に は α と βカミ存 在 す るカミ、

マウスの実験から胎児幹細胞に憾 取 は存在せず、

生後 ＣＤ３４ 陽健綴胞にα吋局の煩に発現するこ と

淋知 ら れ て い る。 豪 た、 葛Ｒ は マ ウ ス で は主１に 穎

粒 球、 リ ンパ球な どの分他、 増 殖に対 して負 の翻

衛をする と考えられている。 ヒトでも 駅 の発現

に 関 して、 岡 様 の パ タ ー ン 淋 考 え ら れ て い る 淋、

鱗帯斑移 植後の造施機構の 輯構築との 関係は不窮

である。 これらを関 らかにす ることは 麟帯菰幹細

胞 の臨床麻周にお いても璽要 と考免ら れる蓼 本研

究で は ＥＲ を介 じ花瞬帯菰の分化 ・増殖翻御機構

を 知 る こ とを 目 的 と して い る凸

【方法】

１） エス ト回ゲンレセプター （駅） α、 β定量用

のヨ ントロ づレｃＤＮＡ の作成

ヒ トＢ虹 榊 リンパ腫の細胞株である Ｄａｕｄｉ細胞

カ｝ら 脳ｅａｓｙ鮒滋蟻ｔ（ＱＩＡＧ酬）を用いて全 脳Ａ を

鏑 出 し だ。 樗 ら れ た ψｇ の 全 脳 Ａ， Ｏｈｇｏ（柳）１２－

１８ プ ラ イ マ ー 、 Ｓｕ阻ｓｃΦξ 巫 逆 転 写 酵 素

（Ｉｎ榊 ｏ８ｅｎ） を用 い て 逆 転 写 反 庵 を 行っ 花。 得 ら

抗た のＮＡ を用 いて 駅 遺伝予を特異的に増幅す

る 南 血ｅｒを 用 い て 繭ｙｍｅ㈱ｅｃ協ｎ 鵡ａｃ脆む（ＰＣＲ）



反 麻 を 行 い、 碍 ら れ 危 産 物 よ り 駅 ⑩、 β ⑪ ＮＡ

に相当する ＯＮＡ を 臥ＳＹＴ脇Ｐ醐ｖｅ正２（孤 蛆 ＲＡ）

で 精 製 しだ喧 駅 α、 βｃＤＮＡ と も 肥 更 反 麻 の 条

件 は ９５℃１５ 秩 ５７℃１５ 秒一７２℃３０ 秒、 ３０
渉イ ク ル

で 行 っ 花宙 き ら に ｐＣＲ
艮ＩＩ刃ＯＰぴ（３．９ｋｂ）ベ ク タ ー

を 用 い だ 孤 ＣｌＯ曲ｇ を 蝋夏ｎＶｉ的ｇｅ篶）を用 いて 行

い、 核酸 配列を確か め花後、 得ら れ花プラスミ ド

を ｒ副一榊ｅ ＲＣＲ の 検 量 線 作 成 の 危 め の ヨ ン ト ロ

ー ル と し た
，
尚
、 駅 α、 β 遺 伝 子 を 特 異 的 に 増 幅

す る プ 多 イ マ ー と し て 、 ＥＲ α ： ５
’一

ＧＧＡ Ｃ（：Ａ？ＧＡ ＣＣＡ１ｒＧＡＣＣＣＴＣＣＡＣ ８’ と ５’一

ＣＣＴＣＴＡ Ｇ冷Ａ㌘ＧＴＧＣＣＴＧＧＣ－３
’
、 違Ｒ β １ ５

’
一

ＡＡ ＧＡＣＡＴＧＧＡＴＡＴＡＡ ＡＡＡＡ ＣＴＣＡ－３’ と ５’一

ＣＣＧＡＣπ ＣＧＧＡＡＧＴＧＷＡＣＧ－３’を 踊 い だ竈 得 ら

れ 花 駅 α お よ びβ ω ＮＡ を 豆Ｏ， １０２， １０４、 王０６

ｃｏｐｙ／２ゆ に 希 釈 し ２脾１ を用 い てコ ン ト四 一 ル と し

危
．

２） 駅 α、 β遺 儀子 発現 量 定量 の 花め の 帥 鵬ｒ

およ びｐｒ搬 の 決定

Ｒｅ祉ｔｉ鵬 ＰＣＲ 用の 駅 ⑰、 局の プライ マー およ

びプ回一ブと してそ れぞれ、 下 記のものを搾成 し

検 量線の検討を行っ だ淋、 最終 的に増 糧率の良セ）

下腺のものを定量に用い花。

Ｂ艮 ⑱ 芦０ ㎜ａｒδ

１． ５
’一ＧＧＡ ＣＣＡＴ ＧＡＣＣＡＴＧＡ ＣＣＴＣＣＡＣ－３

’

２． ５
’一ＡＧＡ ＣＡＴＧＡＧＡ ＧＣＴＧＣＣＡＡＣＣ・３

’

３． ５
’一ＴＧＣＴＧＡ ＧＣＣＣＣＣＣＡＴ込ＣＴＣ－３’

蓬＝Ｒ α 鼠ｅＶｅｒＳｅ

１． ５
’
一ＧＡ ＧＧＧＴＴＴＣＣＣＴＧＣＣＡＣＡ ＧＴＣＴ ＧＡ－３’

２． ５
’一ＣＣＴＴＣＴＡ ＧＡＡＴＧでＧＣ（：ＴＧ ＧＣ－３’

３． ５
’・ＧＡＡ ＧＣＴＴＣＧＡＴＧＡＴＧ ＧＧＣＴπＡ－３

’

亘貝ω 跡ｏ旋

１．５
’一ＴＣＣ ＧＡ ＧＴＡγＧ 班 ＣＣＴＡＣＣＧＡ ＧＡ ＣＣ

Ｃ㌘ＴＣＡ ＧＴ－３
’

ＥＲ 局 Ｆｏ㌘ｗａｆｄ

至． ５
’一ＧＧＡＡＣＡ父Ｇ ＧＡＴＡＴＡＡ ＡＡＡＡＣＴＣＡ－３

；

２． ５
’一ＴＣＡＣＡｒＣＴＧＴＡＴＧＣＧＧＡＡＣＣ－３

’

３， ５
’一ＣＧＡＴＴＡＣ ＧＣＡＴＣＧＧＧＡＴＡＴＣＡ－３’

４， ５
’一ＧＣＴＣＡＧＣＣＴＧＴＴＣＧＡＣＣＡＡ－３’

葛只 β 反ｅ∀ｅ郷ｅ

１． ５
’
一ＴＣＣＣＡ ＧＡ ＡＣＣＣＡＣＡ ＧＴＣＴＣ炎ＧＴＧＡ－３

’

２． ５
’一ＣＣＧＡ ＣＴＴＣＧＧＡＡ ＧＴＧＴＴＡ ＣＧ－３’

３． ５
’
一ＡＣＡＡＴＣＧＡ父ＡＡＡＡＡ ＣＣ ＧＧＣ Ｇ－３，

灸 ５’一ＧＧＡ ＧＧＴＧＴＴＡＡＴＧＡＴＧＧ ＧＧＣＴ－３’

駅 局防ｏ晩

１．５
’
一ＡＴＧＧＡ ＧＴＣでＧＧγＣ ＧＴＧＴＧＡＡ Ｇ

ＧＡＴＧτＡＡ ＧＧ－３’

２．５
㌧ＴＧＣＧＧＣＴＣ 双 ＧＧＡＧＡ ＧＣＴＧγでＧ ＧＡ－３

’

３） 鱗帯血およ び綴魑株での ＢＲα、 β遺俵子 発

現の検討

繭記ヒト ｂ鮒 ㈱ リ ンパ 腫の綴胞株である Ｄａ鮎

細 胞、 ヒ ト 多 発 性 骨 髄 腫 綴 胸 株 映 １、 ヒ ト ｐ肥一Ｂ

綴 胞白滋病細 胞株ＳＵＰ一馴５、 ヒ ト 醐 陽性急燈リ

ン パ 栓 自 滋 病 細 胞 株 １ＭＳ一閉 Ｌ２ お よ び ＫＯ脳一５７

より ＲＮｅａｓｙ 脇ｎｉ鮒（ＱＩＡＧ酬 潅 周 いて全 脳Ａ を

摘 出 し芯目 岡様 に ヒ ト 鱗 帯斑 纐 胞か ら 同ｃｏ１１ を 用

い だ比璽 分離法により 単核球を分離 し全 長ＮＡ を

箱出 し た 得ら れた全 ＲＮＡ １㎎ を馬 いて １．と同

様に の 蝋 を作成し、 全量２卿 のｃ◎ＮＡ より２粋１

を 用 い て、 定 量 ＰＣＲ 反 麻 を 行っ た日 ＰＣＲ 反 慮 の

条 件 は 蜘℃２ 分、 ９５℃１０ 分 反麻 さ せ 忠 後、 ９５℃三５

秩６０℃ｉ 分、 ５◎ 秒イ ク ル で 行 っ だ鉋

４） 無滋清培地を用い危麟帯廠 Ｃ０３４ 陽惟細 胞の

培養

種序の造並 因子やス テＱイ 清添ルモ ンなどの影

響を受けな い環境で瞬 帯菰 幹綴胞の培 養を行う危

めに、 麟帯菰 歯来 ＣＤ３４ 陽縫綴鰹をマウス魯髄ス

ト ロー マ細 胞 鵬 ＳＳ－Ｖ 細 胞 と 共 培 養 じだ。 ２ 週、 ３

週、 ４ 週 闘 の 培 養 後、 そ
れ ぞ 抗 の 分 化 状 態 を フ 四

一 サイ トメ回リー により測 定し花句 尚、 臓帯愈よ

り の Ｃ０３４ 陽 佳 細 胞 の分 離 に は ＭＡＣＳｃ釧ｉｓｏ㈱ ㎝

鮒 （蝪ｉ１繍ｙ圭 鋤ｏｔｅｃ演 周 い、 培 養条 件 と し て は Ｘ－

ＶＩＶＯ玉５ 培 地（Ｂｉｏｗ舵鰍ｅｒ）を べ 一 ス と し て、 脇 無

毒 化 ウ シ 愈 溝 ア ル ブ ミ ン（徽ｏｘ蜘ｅｄ ＢＳＡ〉 （Ｓ迂ｅ㎜

Ｃ 釧 聡 ｃｈｎ◎正ｏｇ童ｅｓ）、 ５ｘ豆０－５Ｍ ２一メ
ル カ プ ト ヱ タ ノ

ー ル（２－Ｍ葛）（Ｇｉｂｃｏ）、 ２㎜Ｍ Ｌ一グ ルタ ミ ン（Ｇ楡ｏ）、

ｒ搬一ＣＳ則 ０㎎ 榊 お よ びｒｈＳＣＰ５◎㎎ 楡１ で 行つ 危回

綱 魑 分 化 は Ｃ 脳 、 ７， ８、 王９， ３３， ３４ 恋 ど 航 体 を

用 い て フ ロ 渉イ トメ トリ ー で 検 索 し花回



【繕果】

！） 麟 帯並細胞 およ び綴 胞株 での 駅 α、 移 の発

現 レベル

ＥＲα は殆 どのＢ細 胞系 の 白斑 病細 魑株 に発 現

している淋、 ＥＲβは Ｄａωｉ 細胞な ど成熟傾向の

ある Ｂ リ ンパ系細胞のみ に強く 発現 していだ。 ま

だ、 腐帯滋 単核球では 測定限界の低量 でα優位に

両者の発現淋認められだ竈

細魑 ＥＲα発現量 ＥＲβ発現 量

Ｃｏｐｙ／Ｒ 蝋 岬９ Ｃｏｐｙ／Ｒ 蝋 ψ９

麟 帯 血 巣 核 球 λＯＯｘ１０２ ３．９０ 対 ぴ

Ｄａｕｄｉ ４３０Ｘ １び １．０３ ｘ 耐

Ｌ 醐 １．６５Ｘ 丑ぴ 洲ｏξｄｅ芒ｅｃｔｅｄ

ＳＵＰ一馴 ５ １．１５ ｘ
雌 三．９０ｘ 亘０

星

ＩＭＳ－ｐＲＬ２ 一．１５Ｘ 雌 Ｎ０ ω 飾 Ｃｔ納

ＫＯＰＮ－５７ ∫６０ｘ １０２ Ｎｏ ωｅ 娩 鰭ｄ

２） 臓帯血 ＣＤ紹 陽性細胞の ＨＥＳＳイ との共培

養

麟帯漱より得ら れだ ＣＤ３堪 陽性綴胞は 亘ＥＳＳ－

ｙ を用いるこ とにより、 無菰清下 でも約 ３ 週閥ま

では分化す ることなく維持 培養できる こと淋わが

っ た。 麟 帯滋 よ り 碍 ら れ花 ＣＤ３４ 陽 性 細 胞 を

ＨＥＳＳ－Ｖ 上 で 共 培 養 し、 ３ 週 闇 の 時 点 で ＣＤ３３

陰健 ＣＤ艶 陽性細胞 として ３０％前後、 ＣＤ３３ 陽燈

ＣＤ３４ 陽性細胞 として ５％前後僑ら れて おり、 そ

の他の分化マー労一は 眺 以下の発現であった。

【今後の研究】

現 在、 これ ら の 系 を 利 用 して、 瞬 帯 血 ＣＤ３４ 陽

栓細胞 をス テロイ ドや 造血因子な どの添蜘による

分化・ 培養誠験を行い鱗 帯血の可塑催 の検討を進

めている。 今後、 ステロイ ド受容体な ど麟帯滋幹

細 胸を樹衛 している種々の遼 伝子を レトロウイ ル

ス ベ ク タ ーｐ蝪Ｃ－Ｉｇ な どに 導 入 し、 翻 衛 遺 伝 予 を

強 制的に発現させる ことによる 瞬帯滋 韓綴魑の も

つ滞 テンシャルの解析 をさらに押 し進 めていく予

定 で あ る。
一方、 取 受容体 はダイ オ キシン などの生 体内

活性物質 とも 密接な関わり含 いを持っている とさ

れ て い る た め、 本 研 究 の系 を さ ら に、 ダイ オ キ シ

ンレセ プター （Ａ 耐Ａ眠事 等 の発現の検 討な どと

も照らし会わせ、 麟帯血幹繍胞 赤テン シャ ルの検

討 芯けではなく、 胎児 や新生児 造菰 能に瀞す るダ

イ オキ シンなどの生体 内活縫物質の 研究も検 討中

で あ る．




