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研究成果の概要（和文）：	 

1)重症先天性好中球減少症患者由来 iPS 細胞(SCN-iPS 細胞)の解析	 

SCN-iPS 細胞由来造血細胞では好中球の成熟障害が認められ、SCN の病態をよく再現していた。

また、SCN-	 iPS 細胞由来造血細胞では WNT/β-Catenin 経路関連遺伝子の発現が低下していた

ため、WNT3a を加えて分化誘導すると好中球が成熟したことより、WNT3a による治療の可能性が

示された。	 

2)ダウン症候群患者体細胞由来 iPS 細胞(DS-iPS 細胞)の解析	 

DS-iPS 細胞を造血細胞へ分化誘導すると造血が亢進していた。また、DS-iPS 細胞由来造血細胞

では 21 番染色体上の RUNX1 の発現が亢進していた。この結果は、DS 患者の造血障害には RUNX1

の発現亢進が関与している可能性を示唆しており、これを標的とする治療法の可能性が示され

た。	 

	 
研究成果の概要（英文）：	 
1) Analysis	 of	 severe	 congenital	 neutropenia-derived	 iPS	 cells	 (SCN-iPS	 cells)	 
Clonal	 hematopoietic	 assay	 indicated	 that	 SCN-iPS	 cells	 had	 a	 significantly	 decreased	 
capability	 to	 generate	 neutrophil	 colonies,	 which	 contained	 few	 mature	 neutrophils,	 
reflecting	 the	 feature	 of	 SCN.	 Since	 the	 expression	 of	 WNT/b-Catenin	 pathway-related	 
genes	 were	 decreased,	 we	 added	 WNT3a	 to	 hematopoiesis-indunction	 culture.	 WNT3a	 
stimulated	 the	 maturation	 of	 SCN-iPS	 cell-derived	 neutrophils.	 These	 results	 suggested	 
the	 possibility	 of	 treatment	 of	 SCN	 using	 WNT3a.	 	 
2)	 Analysis	 of	 Down	 syndrome-derived	 iPS	 cells	 (DS-iPS	 cells)	 
Clonal	 hematopoietic	 assay	 indicated	 that	 DS-iPS	 cells	 had	 increased	 capabilities	 to	 

generate	 all	 types	 of	 definitive	 hematopoietic/blood	 cells.	 Microarray	 analysis	 also	 

demonstrated	 an	 increased	 expression	 of	 RUNX1	 on	 chromosome	 21,	 which	 was	 confirmed	 by	 

RT-PCR.	 These	 results	 indicated	 that	 hematopoietic	 abnormalities	 in	 DS	 patients	 might	 

relate	 with	 the	 increased	 expression	 of	 RUNX1,	 which	 could	 be	 a	 target	 gene	 for	 the	 

treatment	 of	 hematopoietic	 disorders	 in	 patients	 with	 Down	 syndrome.	 
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１．研究開始当初の背景	 
(1)小児においては，重症先天性好中球減少
症(SCN:	 severe	 congenital	 neutropenia)、
Fanconi 貧血、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、先天性骨髄不全
症 候 群 (CBMFS:congenital	 bone	 marrow	 
failure	 syndrome)と呼ばれ、小児の骨髄不
全の大きな特徴となっている。これらの疾患
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。	 
	 
(2)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、平成 22
年度までの基盤研究において、ヒト ES 細胞
の分化について研究し、ヒト胎児における造
血発達について解明し、特にヒト ES 細胞か
ら多能性造血細胞への分化誘導にも成功し
た（Int	 Nat	 J	 Hematol,	 2007;	 	 PNAS,	 2008）。
そこで、これまで我々がヒト ES 細胞研究で
培ってきた技術を、ヒト ES 細胞類似の性質
を有するヒト iPS 細胞に応用し、CBMFS の病
因・病態を解明し，新たな治療法の開発に資
することを着想した。	 
	 
２．研究の目的 
(1)種々の CBMFS 患者から iPS 細胞を樹立し、
その造血/血液細胞への分化誘導法を開発す
る。	 
(2)樹立された CBMFS 患者由来 iPS 細胞を造
血/血液細胞へ分化誘導し、その分化過程を
細胞生物学及び分子生物学的に解析するこ
とにより，CBMFS における骨髄不全の病因・
病態を明らかにする。	 
(3)上記の結果に基づき、CBMFS の新規治療法
を開発する。	 
 
３．研究の方法 
(1)ヒト iPS 細胞から造血/血液細胞への分化
誘導法の確立	 
①ストローマ細胞の樹立	 

我々が既に確立した方法で(Blood,	 2001)、
マウス胎仔組織からストローマ細胞を樹立
する。	 
②ヒト iPS 細胞とストローマ細胞の共培養	 
京都大学山中伸弥博士から供与されたヒト
iPS 細胞と樹立されたストローマ細胞を共
培養する (Int	 J	 Hematol,	 2007;	 PNAS,	 
2008)。	 
③共培養されたヒト iPS 細胞の血液細胞コロ
ニー培養	 
10〜14 日共培養されたヒト iPS 細胞を、
我々が確立した方法で(Blood,	 2005)、血液
コロニー培養する。	 
	 
(2)CBMFS 患者の皮膚由来繊維芽細胞からの
iPS 細胞の樹立	 
①倫理審査委員会への申請	 
本研究計画について，東京大学医科学研究
所倫理審査委員会の承認を得る。	 
②CBMFS 患者からの皮膚繊維芽細胞の培養	 
CBMFS 患者に本研究計画の内容を十分に説
明し、文書による同意を得た後、CBMFS 患
者から皮膚繊維芽細胞を樹立する。	 
③CBMFS 患者由来 iPS 細胞の樹立	 
山中らの方法を用いて，CBMFS 患者由来繊
維芽細胞から iPS 細胞を樹立する。	 
	 
(3)CBMFS 患者由来 iPS 細胞から造血/血液細
胞への分化の解析	 
CBMFS患者由来iPS細胞を造血/血液細胞へ分
化誘導し，その分化過程を、細胞生物学方法
（種々の分化マーカーの発現や機能解析等）
及び分子生物学的方法（発現遺伝子解析等）
で追跡し、ヒト ES 細胞、あるいは健常人か
ら樹立されたヒト iPS 細胞の分化と比較検討
する。	 
	 
(4)CBMFS の新規治療薬のスクリーニング	 
患者 iPS 細胞から造血細胞への分化系に種々
の薬剤を添加し、ヒト ES 細胞あるいは健常
人由来ヒト iPS 細胞の分化を、細胞生物学及
び分子生物学的指標として、CBMFS 由来 iPS
細胞を正常分化に誘導する新規治療薬をス
クリーニングする。	 
	 
４．研究成果	 
(1)ヒト iPS 細胞から造血/血液細胞への分化
誘導法の確立	 
マウス胎仔の二次造血の発生部位である AGM
領域から樹立されたストローマ細胞株



(AGM-S3 細胞)との共培養(12〜14 日)により、
健常人由来 iPS 細胞から安定的に造血細胞が
分化誘導された。分化誘導された造血細胞を
血液細胞コロニー培養すると、様々な血液細
胞を含む血液細胞コロニーが形成され、分化
誘導された赤血球は胎仔型ヘモグロビン
(HbF)と成人型ヘモグロビン(HbA)を発現し
ていたことより、二次造血由来の造血/血液
細胞が分化誘導されたと考えられた。	 
	 
(2)CBMFS 患者由来 iPS 細胞の樹立	 
東京大学医科学研究所・倫理審査委員会の承
認を得た後、CBMFS に属する SCN 患者から文
書による同意を得て、患者体細胞を採取し、
これにレトロウイルスを用いて、OCT3/4、
SOX2、KLF4、c-MYC の４遺伝子を導入するこ
とにより、iPS 細胞(SCN-iPS 細胞)の樹立に
成功した。	 
	 
(3)SCN-iPS 細胞の解析	 
①SCN-iPS細胞をAGM-S3細胞と共培養した後、
血液細胞コロニー形成法を用いて血液細胞
への分化誘導を検討した。その結果、SCN-iPS
細胞は、マウス AGM-S3 細胞との共培養によ
り分化誘導された造血細胞による血液コロ
ニー形成は、健常人由来 iPS 細胞と比較して、
赤芽球コロニーや混合コロニー形成には変
わりないが、好中球系コロニーは小さなコロ
ニーが多く、コロニー数も著しく減少してい
た。また、G-CSF の過剰量投与により SCN-iPS
細胞からの好中球系コロニーの大きさと数
は増加した。さらに、SCN-iPS 細胞から分化
誘導された造血細胞の好中球分化を液体培
養法で詳しく検討したところ、著名な好中球
の成熟障害が認められた。これらの結果は、
樹立された SCN-iPS 細胞は、血液細胞へ分化
誘導することにより SCN の病態をよく再現す
ることを示しており、本疾患の病態解明のた
めに有用であると考えられた。	 
②SCN-iPS 細胞における好中球造血の障害を
惹起している分子メカニズムについて検討
した。マイクロアレイおよびリアルタイム
PCR により、LEF-1、C/EBP-ε、ELA2、BCL-2
遺伝子等の発現が低下していた。また、WNT/
β -Catenin 経路により制御されている
Cyclin	 D1 や C/EBP-α等の遺伝子の発現も低
下していたため、WNT3a 蛋白を加えて分化誘
導したところ、SCN-iPS 細胞由来の好中球が
成熟した。以上の結果は、SCN の病態には WNT/
β-Catenin 経路が関与しており、WNT3a によ
る治療の可能性が示された。	 
	 
(4)ダウン症候群患者由来 iPS 細胞(DS-iPS
細胞)の解析	 
①DS-iPS 細胞及び健常人由来 iPS 細胞を、
AGM-S3 細胞と共培養した後、血液細胞コロ
ニー法を用いて、その造血/血液細胞への分

化能を比較検討した。その結果、DS-iPS 細
胞からの分化誘導系においては、健常人由
来 iPS 細胞からの分化誘導系と比較べて、
全血球系において造血が亢進していること
が明らかとなった。また、分化誘導された
赤血球の解析から、二次造血、特に成人型
造血の亢進が明らかとなった。	 
②DS-iPS細胞と健常人由来iPS細胞から造血
/血液細胞への分化過程における遺伝子発現
をマイクロアレイで解析したところ、21 番染
色体上の RUNX1 の発現が亢進しており、この
ことはリアルタイム PCR 法による解析でも確
認された。以上の結果は、ダウン症候群患者
の造血障害には、21 番染色体トリソミーによ
る RUNX1 の発現亢進が深く関与している可能
性を示唆しており、これを標的とするダウン
症候群における造血障害に対する新規治療
法の可能性が示された。	 
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