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研究成果の概要（和文）：  

 特定の MHC haplotype である Mafa-HT1 を homozygous に有するカニクイザル由来

induced pluripotent stem cell (iPS細胞)からCD34陽性造血幹細胞を効率よく誘導する方法を

確立した。また iPS 細胞から誘導した CD34 陽性細胞（以下、iCD34 細胞）に既知の白血病遺

伝子（AML/ETO+FLT3mutant、又は BCR/ABL）を遺伝子導入し白血病細胞株の誘導を試み

た。遺伝子導入 iCD34 細胞はサイトカイン無添加メチルセルロース培地にて長期間培養でき、

NOD/Shi-scid, IL-2Rγnull mouse (NOG マウス)に生着した。現在、Mafa-HT1 heterozygous

カニクイザルに AML/ETO+FLT3mutant 導入 iCD34 細胞を移植準備中である。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We successfully induced CD34 positive hematopoietic stem cells (iCD34) from induced 

pluripotent stem cells (iPS cells) of a cynomolgus macaque which homozygously have a 

certain haplotype of major histocompatibility complex (Mafa-HT1). Next, we transduced 

well-known leukemic genes, AML1/ETO and FLT3mutant, or BCR/ABL, to the iCD34 by 

retrovirus. These two types of iCD34 (leukemic iCD34) cells with the leukemic genes could 

form many colonies in methylcellulose media and be cultured for long term without any 

cytokines.  These leukemic iCD34 could be alive in NOD/Shi-scid, IL-2Rγnull mouse (NOG 

mouse) after intrabonemarrow-bonemarrow transplantation (IBM-BMT). We are preparing 

experiments in which a bonemarrow transplantation of the leukemic iCD34 with 

AML1/ETO+FLT3mutant to a cynomolgus macaque with heterogygous MHC. 
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１．研究開始当初の背景 

 より効果的で革新的な白血病治療の開発

の為には、ヒトに近い実験動物であるカニク

イザルを用いた白血病モデルでの実験的検

討が必要不可欠である。現在、NOD-SCID

マウスにヒトの白血病細胞を移植するモデ

ルは既に確立されている。しかし、マウスか

らヒトへの直接的な応用は、遺伝学的相同性

（平均して 85%程、カニクイザルとヒトの遺

伝学的相同性は 95%）から、困難な事が多い

と言わざるを得ない。 

当大学では主要組織適合遺伝子複合体

（MHC）の特定のハプロタイプ（Mafa-HT1）

のhomozygousカニクイザルを飼育している。

理論上、Mafa-HT1 homozygous サル iPS 由

来細胞は、Mafa-HT1 heterozygous サルに拒

絶反応を起こす事なく移植可能である。 

  

２．研究の目的 

 解剖学的にも、遺伝学的にもヒトにより近

いとされるカニクイザルを用いて白血病モ

デルを作製し、白血病の新規治療の開発に役

立てる。 

  

３．研究の方法 

 レトロウイルスもしくはセンダイウイル

スを用いて山中４因子（cMYC、OCT4、KLF4、

SOX2 ） を 導 入 し 作 成 し た Mafa-HT1 

homozygous のカニクイザル iPS 細胞を用い

て実験を行なった。 

 （１）移植可能な iPS 細胞を用いて、既存

の報告されている方法を用いてCD34陽性造

血幹細胞（iCD34）を誘導した。 

 （２）誘導した iCD34 に白血病遺伝子を導

入する事で白血病細胞を作製した。 

 （３）誘導した白血病細胞の vitro での白

血病の形成能、vivo での白血病の形成能をそ

れぞれ、メチルセルロース培地と免疫不全マ

ウス（NOD/Shi-scid, IL-2Rγnull mouse、NOG

マウス）を用いて確認した。 

 

４．研究成果 

（１）最初に、これまでに報告されたマウス

の ES/iPS 細胞を造血幹細胞に分化誘導する

方法と同様の方法で、M-CSF 欠損マウス由

来の骨髄間葉系細胞の細胞株である OP9 細

胞とサル iPS細胞を共培養したが誘導の成否

にばらつきがあり安定した結果を得る事が

出来なかった。そこで、別のマウス由来骨髄

間葉系細胞株10T1/2を用いて同様の実験を行

なったところ、安定して CD34 陽性造血幹細

胞を得る事が出来た。 

 また、CD34 陽性細胞の誘導効率をあげる

ために、胚葉体 (embryonic body, EB)を作製

した後に 10T1/2と共培養を行ったところ、培

養 2週間で CD34陽性細胞を分化誘導させる

事が出来た。培養時に添加するサイトカイン

についても検討を行い、VEGF と SCF を添

加した時が最も効率よくCD34陽性造血幹細

胞を得る事が出来た。 

 更にCD34陽性細胞の誘導効率をあげるた

めに、10T1/2との共培養の最初の一週間を低

酸素環境（3%O2）で培養したところ、効率

よく分化誘導させる事が出来た（図１）。最

後に、線維芽細胞由来 iPS 細胞と末梢血 T 細

胞由来 iPS 細胞の比較を行なった。培養維持

と分化誘導の容易さは、今回用いた細胞株に

関しては、線維芽細胞由来の iPS 細胞の方が

効率的であった。以降の実験は、線維芽細胞

由来 iPS 細胞を用いて行なった。 



 

図１；線維芽細胞由来 iPS 細胞を用いた培養

１４日目。浮遊細胞の FACS DATA、CD34

陽性細胞は 10%程である。 

 

（２）次に、iPS 細胞から誘導した CD34 陽

性細胞（以下、iCD34 細胞）にレトロウイル

スを用いて癌遺伝子を導入し、白血病細胞株

の樹立を行なった。最初に、マウスで報告の

ある cMYC 遺伝子を iCD34 細胞に導入した

が、白血病細胞は誘導出来なかった。次に

HOXB4 遺伝子を導入したが、同様であった。 

 そこで、ヒトの白血病患者で報告のされて

いる既知の白血病遺伝子を iCD34 細胞に導

入し白血病細胞株の誘導を試みた。

AML/ETO+FLT3mutant (or c-kit mutant)、

BCR/ABL の二つの組み合わせで行なったが、

いずれもサイトカイン無添加メチルセルロ

ース培地にて４週間以上培養する事が出来

た（図２）。遺伝子導入しない iCD34 細胞は

維持出来なかった。特に

AML/ETO+FLT3mutant の組み合わせでは、

４ヶ月にわたり培養維持する事が出来た。し

かしこれらの細胞は培養維持することが出

来ても、増殖させる事は出来なかった。 

 

図２；AML1+FLT3mutant 導入 iCD34 細胞

のサイトカイン無添加メチルセルロース培

地でのコロニー数の推移。 

 

 次にこれらの遺伝子導入 iCD34 細胞を

NOG マウスに移植し、白血病を発症するか

どうかを確かめた。白血病遺伝子を導入した

iCD34 細胞を、2Gy の放射線を照射した

NOG マウスに骨髄内骨髄移植を行なった。

移植後４週にはカニクイザル由来細胞の生

着を確認でき、移植後 12 週ではキメリズム

は 10-20%程に達した。 

 また移植後 2 週間目までヒト IL-3 を腹腔

内投与する事で生着率を上昇させる事が出

来た。マウスの IL-3 はサルに働かない事が

わかっており、ヒトの IL-3 を加える事で生

着率を上昇させる事が出来たと考えられた。

BCR/ABL 導入 iCD34 細胞に比べ、

AML/ETO+FLT3mutant 導入 iCD34 細胞の

方が、よりキメリズムが高い傾向にあった

（図３）。 

 現在、Mafa-HT1 heterozygous カニクイザ

ルにAML/ETO+FLT3mutant導入 iCD34細

胞を移植準備中である。 



  

図３；iPS 由来白血病細胞

（AML1/ETO+FLT3mutant）移植１２週後

の NOG マウス末梢血の FACS DATA。この

時のカニクイザル由来の細胞はおよそ１

０％であり、これらは PCR でもカニクイザ

ル由来である事が確認出来ている。 
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