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研究成果の概要（和文）：  
 ピルビン酸キナーゼ(PK)異常症モデルマウスを用いて、iPS 細胞を利用した新規の遺伝子治
療法を開発した。iPS 細胞から得た胚様体（EB）は赤芽球系細胞へ分化誘導が可能であった。
PKLR遺伝子の変異は iPS細胞の樹立、EBへの分化誘導が野生型と同様な効率で可能であり、造
血幹細胞移植のソースとなると同時に PK活性低下による赤芽球細胞死（無効造血）の病因解析
のモデル細胞となり得ることが示された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We established an induced pluripotent stem (iPS) cells from murine model of red cell 
pyruvate kinase (R-PK) deficiency (Pk-1slc). The iPS cells of Pk-1slc could be 
differentiated into embryoid bodies (EB) and CD71-positive erythroblasts in vitro. Since 
PKLR gene expressed exclusively in mature erythroid cells, no harmful effect on stem cells 
as well as progenitor cells has been observed. The iPS cells of Pk-1slc are useful for 
both hematopoietic stem cell transplantation and screening of novel therapeutic drugs 
for causative therapy of human PK deficiency associated with congenital hemolytic anemia. 
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１．研究開始当初の背景 
赤血球は核・ミトコンドリアを持たず、そ

の生理機能維持に必要な ATP の 90%異常を解
糖系に依存している。ピルビン酸キナーゼ
(PK)異常症は解糖系酵素異常症の中で最も
頻度が高く、赤血球における活性低下は赤血
球寿命の短縮を来たして溶血性貧血を発症
する。重症例は子宮内胎児死亡や新生児死亡
の原因となるが、輸血、脾臓摘出術などの対
症療法以外に現在有効な治療法はない。 
研究代表者らは 1990 年にヒト赤血球型

PK(R-PK)cDNA のクローニングを世界に先駆
けて成功し(PNAS 88:8218-8221,1991)、その
後ヒト LR型 PK遺伝子の構造を明らかにして、
遺伝子診断システムを確立した (Biochem 
Biophys Res Commun 188:516-23,1992)。ま
た 1995 年には PK 異常症モデルマウス
(Pk-1slc)を発見し、マウス LRPK遺伝子解析の
結果、R-PKの基質結合部位近傍に単一アミノ
酸 置 換 (Gly388Asp) を 同 定 し た (Blood 
86:3205-3210,1995)。同型の野生型マウス
(CBA-N)の骨髄を前処置なしに移植した場合、
正常 R-PK 遺伝子を発現する赤芽球が選択的
に増殖することを明らかにした(Blood 86: 
4323-4330,1995) 
分担研究者らは 1994 年にレトロウイルス

ベクターを用いてヒト肝臓型 PK(L-PK)をマ
ウス骨髄中の造血幹細胞 (c-kit+,Lin-、
Thy-1lo)へ遺伝子導入することに成功し、世
界で初めて PK 異常症の遺伝子治療モデルを
開発した(Blood 83:2305-2310,1994)。 
従来、PK異常症では成熟赤血球の寿命短縮

が病態の主体であると考えられていたが、研
究代表者は Pk-1slc から樹立したフレンド細
胞株(Jpn J Cancer Res 90:171-179,1999)、
輸血依存性の重症 PK 異常症患者 (Am J 
Hematol 73:68-72,2003)及びPk-1slcマウスに
おいて赤芽球がアポトーシスを起こしてい
ることを明らかしに R-PK 異常がアポトーシ
スを介して赤芽球系造血過程に影響してい
ること、すなわち PK 異常症における貧血の
一部は無効造血によることを解明した。 
 
２．研究の目的 
マウスやイヌなどの PK 異常症モデル動物

では造血幹細胞移植(HSCT)が根治的治療と
なり得ることが示されているが、ヒトではド
ナー不足などの問題があり、PK異常症に対す
る HSCT は国内外で各１例以外報告がない。
致死的な合併症を併発することがあるため、
遺伝性血液疾患の治療において HSCT は未だ
標準的な治療法とはなり得ていない。今回
我々は、PK異常症モデルマウス繊維芽細胞か
ら樹立した誘導型多能性幹細胞(iPS細胞)に 

 
対してレンチウイルスベクターを用いて遺
伝子治療を実施後、in vitro で造血幹細胞
(HSC)へ誘導した後に造血幹細胞移植のソー
スとなり得ることを明らかにすることを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）PK異常症モデルマウスからの iPS細胞
株樹立 
 
①マウス繊維芽細胞およびフィーダー細胞
の準備：PK異常症モデルマウス(Pk-1slc)およ
び同系の野生型マウス(CBA-N)から繊維芽細
胞を得た。同時にフィーダー細胞として用い
る SNL細胞をゼラチンコートしたディッシュ
に播種し、80-90% confluentになるまで、37℃、
5%CO2存在下で培養した。SNL細胞は使用前日
に最終濃度 12μg/mLマイトマイシン Cで 2.5
時間処理した後、トリプシン/EDTAでディッ
シュから剥がし、細胞数をカウントした上で
5mLの SNL培地で懸濁して、100mmディッシ
ュ 1枚に対して 1×106個播種した。 
 
②パッケージング細胞の調整：PLAT-E細胞を
ゼラチンコートしたディッシュに播種し、
37℃、5%CO2存在下で overnight培養した。翌
日、最終濃度 1μg/mLブラスチジン S、10%
ウシ胎児血清(FBS)を含む DMEM培地に交換後、
80-90%confluentになるまで 37℃、5%CO2存在
下で培養した。 
 
③レトロウイルスによる PLAT-E細胞への遺
伝子導入：4本の 1.5mLマイクロ遠心チュー
ブに 0.3mLの OPTI-MEM培地を分注した。ト
ランスフェクション用試薬(Fugene6)を 27μ
L加えて混和後、室温で 5分間孵置した。 
9μgの pMXsプラスミド DNA4種
(Oct3/4,Sox2,Klf4,cMyc)OPTI-MEM/Fugene6
混合液中にそれぞれ混合し、軽く撹拌後、そ
れぞれ別の PLAT-E細胞に加えた。 
 
④レトロウイルスの感染：③の処理の翌日、
繊維芽細胞を 6wellプレートの 1wellに 1×
105個播種しておく。次の日に③で処理した
PLAT-E細胞の培養上清を回収し、0.45μmの
セルロースアセテートフィルターに通し、こ
れをウイルス液とした。 
5μLの 8mg/mLポリブレン溶液をウイルス液
に加えた後、4種(Oct3/4,Sox2,Klf4,cMyc)
のウイルス液を等量混合し、前日に蒔き直し
た繊維芽細胞に加えて、37℃、5%CO2存在下で
overnight培養した。 
 
⑤SNLフィーダー細胞への再播種～コロニー



の単離：レトロウイルス感染後 4日目に、感
染済み繊維芽細胞をトリプシン/EDTAでディ
ッシュから剥がし、5×103～5×104の細胞を
100mmディッシュ 1枚の SNLフィーダー細胞
へ再播種した。翌日、培地をマウス ES培地
へ置換した。7日目から培地に最終濃度 1.5
μg/mLピューロマイシンを加え、その後 7日
～14日間培養してコロニーを形成したら、目
的のコロニーをトリプシン/EDTA 内で懸濁し、
その後 SNLフィーダー細胞へ再播種した。 
 
⑥iPS細胞の継代：ディッシュからトリプシ
ン/EDTAで剥がした iPS細胞は 0.4mLのマウ
ス ES培地に懸濁し、6wellplateの SNLフィ
ーダー細胞へ再播種し、1.5mLの ES倍地を加
えて培養した。 
 
（２）iPS細胞からの造血幹細胞の誘導 
 
①iPS細胞を EB分化培地（IMDM, 
200μg/mLホロトランスフェリン、1%グルタ
ミン、15％FBS、50μg/ml アスコルビン酸）
に移し、37℃、5%CO2で 45分間培養した。先
進分離でフィーダー細胞を除いた後、iPS細
胞を EB分化培地で 48時間培養した。形成さ
れる胚様体(embryoid body:EB)を 15mLのコ
ニカルチューブに移し、沈殿する EBを再度
EB分化培地で懸濁し、更に 4 日間培養した。 
 
②培養 6日目に EBを回収し、コラゲナーゼ
Ⅳ(500mg)・ヒアウロニダーゼ(1g)・40,000 U 
DNaseを含む DMEMを 250μL加えて、37℃、
20分間孵置した。その後 8mLの enzyme-free 
dissotiation bufferを加えてから遠心し細
胞を回収した。 
③HOXB4-IRES-EGFPを含むプラスミド DNAと
OPTI-MEM/Fugene6混合液を混合し、軽く撹拌
後回収した EB由来細胞に加えた。最終濃度 8
μg/mLのポリブレン溶液をウイルス液に加
えた後、OP9 ストローマ細胞に加えて 37℃、
5%CO2存在下で 12-16時間培養した。 
 
④細胞を回収し、サイトカイン混合液
(100ng/mL Flt3L,100ng/mL SCF,40ng/mL 
TPO,40ng/mL VEGF,10ng/mL INFγを含む IMDM
で培養を 7日間継続した。 
 
⑤培養後、各血球系への分化誘導状態を分化
細胞表面マーカー抗体(抗 CD4、CD8、CD5、Gr-1、
Mac1、B220および TER119抗体)を用いた FACS
解析で確認した。 
 
４．研究成果 
レトロウイルスを用いて、野生型マウス
(CBA)胎児(WTF)、PK 異常症モデルマウス胎
児(PKF)より得られた繊維芽細胞に山中 4 因
子(Oct3/4,Sox2,Klf4,cMyc)を導入し、iPS細

胞様のコロニーを得た(図 1、２)。  
（図１）           
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iPS細胞誘導にあたり、野生型マウス、PK 異
常症モデルマウスより得られた線維芽細胞
を用いて遺伝子タイピングを行い、ホモ欠失
であることを確認した（図３） 
 
（図３） 
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これらのコロニーは SSEA1、Nanog、アルカ

リフォスファターゼ陽性であり、レトロウイ
ルス由来の外因性 4因子の発現は消失してお
り（図４）、内在性遺伝子の発現が確認され
た(図５)。 
 
 



(図４) 
 
 
 
 
 
                
 
 
 
 
 
 
 

 
                 
（図５） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
また各種 ES 細胞マーカーの発現を確認し

（図６）、テトラーマ形成のためにこれらの
コロニーを SCID マウス精巣に移植したとこ
ろ奇形腫形成が確認された。 

 
 
 
 
 
                
 

                （図６） 
 
 

 
次に WTF iPS細胞を用いて分化誘導を行い、

EB形成 8-12日目に OP9細胞上に再播種し、
mVEGF、mlGFⅡを含む分化誘導培地で 5日間
培養した。その後、mSCF、mlL-3、
dexamethasone、hEPOを含む培地に置き換え
5日間培養し、MACS beadsを用いて CD71陽
性細胞を分取し、CD71陽性細胞が 40-60%で
あることを確認した。 
 
更に CD71陽性細胞にマイクロポレーター 

(MP-100, 100,000 cells/sample)にて遺伝子

治療用ベクターをトランスフェクションし、
OP9細胞上（レトロネクチンコート済）に播
種し、5-7日後 GFP陽性細胞コロニー（図７）
をピックアップし、mSCF、mlL-3、 
dexamethasone、hEPO、mlL-6、seleniumを含
む分化誘導培地に OP9 細胞と共に培養した。 
 
（図７） 
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21日後、CD71陽性 ter119陽性細胞の割合

をFACSで確認し30％あることを確認した（図
８）。 
 
（図８） 
               
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 以上の結果から、次のことが推察できた。 
１）PKLR遺伝子異常を有する iPS細胞の樹立 
 過去の研究成果から、PKLR遺伝子は肝臓・
膵臓・腎臓に発現する L-PK、赤芽球系細胞に
のみ発現する R-PK の二つのアイソザイムを
コードしていること、すべての胎児組織およ
び造血幹細胞には別の構造遺伝子である PKM
がコードする M2 型アイソザイムが発現して
いることが明らかになっている。 
 今回の我々の研究により、尐なくともマウ
スレベルでは PKLR 遺伝子の変異は iPS 細胞
の樹立、造血幹細胞移植のソースとなる EB
への分化誘導は野生型と同様な効率で可能
であることが確認出来た。次の段階としては
PK 異常症患者由来の線維芽細胞あるいは末
梢血幹細胞・リンパ球などをソースとして
iPS細胞の樹立を試み、in vitroにおける EB
への分化誘導が可能かどうかを確認する必



要があると考えられる。 
２）PK異常症モデルマウス由来赤芽球系細胞
の分化誘導 
 PK異常症モデルマウスから樹立したiPS細
胞は VEGF、IGF II、SCF、IL-3、dexamethasone
そして EPOといった増殖因子・ホルモンの作
用により in vitro で分化誘導が可能である
ことが明らかになった。この分化誘導系は
我々が今までの研究で明らかにした R-PK 活
性低下による赤芽球細胞死のメカニズムを
検討するためのモデルとなり得ることが示
唆された。研究代表者らは、以前 PK 異常症
モデルマウスに対してフレンド細胞を感染
させることにより確立した細胞株（SLC3、
SLC4）を用いて、これらの細胞株が酸化スト
レス障害を受けやすく、アポトーシスにより
細胞死を起こしていることを示した。今回の
成果はフレンド細胞より更に R-PK 活性低下
による赤芽球細胞死のメカニズムを正確に
解析できるモデル細胞を得ることが可能に
なったことを示し、PK異常症の無効造血を克
服する新規治療薬のスクリーニングに役立
つことが期待される。 
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