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研究成果の概要（和文）：GSTP1発現低下がCNの病態に関与していると考え、正常iPS細胞を用いてCRISPR/Cas9
法によるGSTP1遺伝子の遺伝子破壊を施行し好中球分化を行ったが、分化障害はみられなかった。このことから
GSTP1の単独欠損のみでは好中球分化へ影響がないことが示された。さらなるCNにおける分子学的病態について
解析を行うため、ELANE異常症患者由来iPS細胞(CN-iPSC)において、CRIPR/Cas9法を用いてELANE遺伝子破壊を行
い分化したところ、分化障害の改善を認めた。RNA-seq の結果よりCNの病態にUPRのみならず、酸化ストレスが
関わっていることが示唆された。 

研究成果の概要（英文）：Based on the hypothesis that decreased GSTP1 expression might be involved in
 the pathogenesis of CN, gene disruption of GSTP1 was performed using the CRISPR/Cas9 method in 
healthy-derived iPS cells. However, no differentiation defect was found. This indicates that a 
single deletion of GSTP1 alone does not affect neutrophil differentiation. For further analysis, we 
disrupted the ELANE gene using the CRISPR/Cas9 method in patient-derived iPS cells (CN-iPSC-NE KO) 
and examined whether the impairment of neutrophil differentiation was improved. CN-iPSC-NE KO showed
 an improved neutrophil differentiation defect. RNA-seq of CN-iPSC and CN-iPSC-NE KO-derived 
neutrophil progenitors revealed dysregulation of the antioxidant pathway in CN-iPSC. This suggests 
that not only UPR but also oxidative stress is involved in the pathogenesis of CN.

研究分野：小児血液・腫瘍

キーワード： 先天性好中球減少症　iPSC　UPR　酸化ストレス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
CNの病態にUPRのみならず酸化ストレスも関与している可能性が示唆され、薬剤スクリーニングを通して好中球
分化障害を改善する分子を同定できれば、患者のQOLを改善する可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

先天性好中球減少症（Congenital neutropenia: CN）は慢性好中球減少により、生後早期より反

復する重症細菌感染症と白血化を特徴とする単一遺伝子疾患である。ELANE, SRP54, HAX1, GFI-

1 遺伝子などこれまでに 22 種類の責任遺伝子が同定されており、CN は種々の原因によっても

たらされる多様な疾患群と考えられている。骨髄において、好中球前駆細胞の成熟障害、細胞死

が共通して認められるが、解析に適切な細胞及び動物モデルがないこと等により病態解明が進

んでいないのが現状である。治療として好中球の分化・増殖を促す G-CSF が導入され感染症に

対する予後が大幅に改善されたが、G-CSF投与による血液悪性腫瘍の高率な合併を認める。根治

療法である造血幹細胞移植では種々の移植関連合併症の可能性があり， G-CSF代替薬あるいは

G-CSF製剤使用量を減少させる薬剤探索が必要とされている。 

 これまで研究代表者は、CN の新規遺伝子変異(SRPRA及び SRP19)を同定し、iPS 細胞モデル

を用いた機能解析を行った(manuscript under submission)。さらに CNで最も頻度の高い ELANE遺

伝子、2番目に頻度が高い SRP54、及び新たに同定した SRP19、SRPRA遺伝子異常を持つ患者好

中球のプロテーム解析を行った。病態解明を進めるにあたり、3,138種類の蛋白について網羅的

解析を行い、それぞれの責任遺伝子特異的に変動を認める蛋白質群と、4つの責任遺伝子各々に

依存せず共通して異常が認められる蛋白質群をそれぞれ抽出した。その中で、各遺伝子に共通し

て量の異常がみられる蛋白質に注目し解析した結果、全ての遺伝子異常に共通して小胞体スト

レス反応（UPR）を認めた。これまで ELANE異常症では UPRの関与が指摘されていたが、そ

の他の遺伝子異常では明らかな関連性は指摘されておらず、UPRは CNにおいて共通して認め

られる病態であることが初めて明らかとなった。また各遺伝子変異群に共通して発現量が低下

している 14 種類の蛋白質を同定し、その中でも UPR と最も関連していることが想定される分

子として Glutathione S-Transferase Pi 1 (GSTP1)を抽出した。研究代表者は実際に CN好中球

における GSTP1の発現低下を Immunoblotting法で確認している（3頁、図右上※）。 

Glutatione S-transferases（GSTs）は多くの種に普遍的に発現している酵素である。抗酸化物質

の一つであるグルタチオン（GSH）はフリーラジカルや過酸化物といった活性酸素種から細胞を

保護する役割を有している。GSTs は脂肪酸酸化や酸化ストレスで産生される蛋白質にグルタチ

オンを付加（この反応をグルタチオン抱合と呼ぶ）することで内因性及び外因性物質の解毒を行

っている。特に GSTsの中でも GSTP1はストレス反応、アポトーシス、炎症、細胞分化や増殖

に関わる MAPK 経路や細胞周期制御への関与していることが示されている（J Biol Chem 

2001;276: 12749–55）。また GSTP1は細胞質、核やミトコンドリアだけでなく、小胞体（ER）に

も存在し、蛋白質の折りたたみの誘導や品質管理を行う ERシャペロン（Bip, calnexinなど）に

結合していることが明らかとなっている。そのため GSTP1 は、蛋白の品質管理に重要な ER シ

ャペロンをグルタチオン抱合することで、UPR のシグナル経路を制御していると考えられてい

る（Antioxid Redox Signal. 2017;26:247–61）。 

これらのことから、GSTP1低下に伴う ERシャペロン機能をもつ分子のグルタチオン抱合の

低下と、ERストレス反応への感受性の増大が、CNの共通病態に深く関わっている可能性があ

り、その場合 GSTP1 発現を誘導する治療標的や薬剤探索により、CN を引き起こす全ての責任

遺伝子に共通して有効性が認められる治療の開発に結びつく可能性がある。 

本研究では、GSTP1に着目し機能解析を行うことで、『CNの責任遺伝子が小胞体ストレスを

引き起こす機序は何か？』、また『CN好中球に共通して認められる GSTP1の低下は、CNにお

いて小胞体ストレス誘導やMAPKシグナル経路、細胞周期制御に関与しているのか？』という

学術的な問いを明らかとする。 
 
 



２．研究の目的 

申請者は、各責任遺伝子に共通して異常が認められる分子から、CNの好中球分化障害の根幹

にある病態を明らかとし、CNの好中球分化障害を回復する分子、薬剤を同定することを最終目

標としている。本申請課題ではまず、GSTP1の好中球分化及び小胞体ストレス反応やMAPKシ

グナル経路、細胞周期制御への関与を明らかにすることを目的とする。 

本研究の学術的独自性としては、１つ目に責任遺伝子間の好中球プロテオーム比較解析から

責任遺伝子に共通して変動を認めた蛋白質群に着目し、GSTP1 を抽出したことが挙げられる。

個々の遺伝子変異に伴う分子病態のみならず、CN責任遺伝子に共通して認められる分子病態に

ついても検証することが、CN患者好中球の細胞死の根幹にあるメカニズムの解明につながる可

能性がある。また学術的独自性の２つ目として、GSTP1の低下が CNの共通病態である小胞体

ストレスの上流に位置すると仮定し、その検証を行うことにある。これまで CNの病態に小胞体

ストレスが大きく関与していることが示唆されているが、小胞体ストレスがおこる機序につい

ては明らかとなっていない。小胞体ストレスに至る機序の解明が CNの病態解明における重要な

鍵となる課題であり、病態解明の突破口となる可能性がある。プロテオーム解析より抽出された

分子から、CN の病態の本質に迫る本課題は、CN において UPR を引き起こす新たな病態経路

を同定できる可能性を秘めており、創造性の高い課題と言える。また CN 患者好中球の細胞死の

メカニズムの解明及び細胞死を抑制する新規薬剤の開発へ発展できる可能性がある。 
 
３．研究の方法 

目的達成のため、まずプロテオーム解析で示された結果の正確性について、CN患者（ELANE

異常症、SRP54 異常症）好中球及び骨髄検体で、実際に GSTP1 の低下及び UPR亢進が認めら

れるか immunoblot 法を用いて検証を行った。具体的には GSTP1 と Bip、MAPK シグナル経路

（p38、JNK）対する抗体を用いて CN 患者好中球における蛋白発現について検討した。次に

CRISPR/Cas9法を用いて GSTP1遺伝子を Knockout（KO）した健康人由来 iPS細胞を樹立した。

GSTP1 KO前後の iPS細胞を用いて好中球分化を行い、好中球分化能について生細胞数測定やコ

ロニーアッセイを用いて検討した。さらに CRIPR/Cas9法を用いて ELANE遺伝子破壊した健

康人由来 iPS細胞(CN-iPSC-NE KO)を樹立し、これらの細胞の好中球分化を行い、好中球分化

能について生細胞数測定やコロニーアッセイを用いて検討した。また CN-iPSC、CN-iPSC-NE 

KO及び正常 iPSC由来好中球前駆細胞を sortし、RNA-seqを施行した。 
 
 
４．研究成果 
 

先天性好中球減少症(CN)における GSTP1 発現低下に伴う ER シャペロン機能をもつ分子のグ

ルタチオン抱合の低下、及び UPRへの感受性の増大が、CNの共通病態に深く関わっていると

仮定し、まず CN 患者（ELANE 異常症、SRP54 異常症）好中球における GSTP1 蛋白発現を

Immunoblot法で確認したところ GSTP1蛋白発現低下及びUPRの指標である Bipが上昇して

いることを確認した。またUPR以外の他のアポトーシス関連因子についても検討を行った結果、

発現上昇を認めた。これらはプロテオー ム解析で得られた結果と同等の結果であった。次に正

常 iPS細胞を用いて CRISPR/Cas9法による GSTP1遺伝子の遺伝子破壊を施行し、CNにみら

れる好中球分化障害が認められるか検討を行ったが、分化障害はみられなかった。このことから

GSTP1の単独欠損のみでは好中球分化へ影響がないことが示された。さらなる CNにおける分

子学的病態について解析を行うため、ELANE 異常症患者由来 iPS 細胞(CN-iPSC)において、

CRIPR/Cas9法を用いて ELANE遺伝子破壊を行い(CN-iPSC-NE KO)、好中球分化障害に改善

が得られるか検討したところ、分化障害の改善を認めた。CN-iPSC、CN-iPSC-NE KO及び正

常 iPSC 由来好中球前駆細胞を sort し、RNA-seq を施行した結果、CN-iPSC、CN-iPSC-NE 



KOの間で主に anti-oxidant経路の遺伝子量の dysregulationが認められた。CNの病態にUPR

のみならず、酸化ストレスが関わっていることが示唆され、酸化ストレス及び小胞体ストレスを

回復する薬剤探索を行うための基礎研究となった。 
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