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研究成果の概要（和文）：疾患特異的iPS細胞樹立のため、新規構築した2種類のレンチウイルスベクター（EF1αプロ
モーターまたはTet-Onプロモーターで4種類の初期化因子を発現する）のいずれかをMDS-RCMD3例、RARS1例、MDS/MPD1
例、CML1例から採取したCD34+細胞に感染させた。ウイルス感染後iPS細胞類似の形態を示す細胞塊が出現したものの、
継代を重ねるとコロニーは退縮し、細胞株の樹立に至らなかった。そこで、初期化因子の発現をセンダイウイルスベク
ター（SeDV）システムに変更したところ、1例のMDS-RCMD患者CD34+細胞からiPSCの樹立に成功した。

研究成果の概要（英文）：Lentiviral vectors expressing 4 reprogramming factors (Oct4, Sox3, Klf4 and c-Myc)
 driven by constitutive (EF1a) or inducible (Tet-on) promoter were newly prepared. We tried to reprogram C
D34+ cells from 5 patients with MDS (RCMD 3, RARS 1, and MDS/MPD 1) as well as 1 patient with CML-CP by in
fection with either lentiviral vector. In each case, a number of cell mass resembling iPSC colony appeared
 over the MEF layer within 3 weeks of culture, but, unfortunately,  none of these iPSC-like colonies devel
oped stable cell lines. Then, we took alternative method using a Sendai virus that does not integrate into
 the host genome. As a result, a patient-derived iPSCs were successfully established from a male patient w
ith RCMD at the very end of the research periods. Since the patient's bone marrow cells revealed normal ka
ryotype, comparative genetic examination between the patient's granulocytes (MDS clone), T cells (normal c
lone) and iPSCs are required to identify the true origin of iPSCs.
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１．研究開始当初の背景  
骨髄異形成症候群(MDS)は、無効造血で代

表される慢性難治性の血球減少症（造血障

害）と急性骨髄性白血病(AML)への高率な進

展を特徴とするが、多くの病型に分類される

不均一な疾患群であり、さらに同じ病型でも

個々の臨床像や予後はきわめて多彩である。

MDS の発症基盤には病的幹細胞からのクロー

ン性増殖と分化成熟過程でのアポトーシス

亢進、ゲノム不安定性が存在することが示唆

されてきた。MDS 症例の約半数で染色体異常

が認められ、5q の欠失やトリソミー8、3q 転

座または逆位、7、20q、17p それぞれの欠失

が比較的高頻度に検出される。しかし、本研

究を開始する時点で、MDS 発症に関与する遺

伝子異常は、5q-症候群における RPS14 の発

現低下や 3q26 転座における EVI1 の過剰発現

などを除いてあまり解明されていなかった。

いっぽう、DNA メチル化やヒストンアセチル

化などエピゲノムの制御異常と造血微小環

境の変化が MDS の病態形成に関与している可

能性が注目されつつあった。例えば、MDS で

はがん抑制遺伝子 p15INK4B プロモーター領域

のメチル化頻度が疾患の進行に伴って増加

するという報告や MDS 骨髄ストローマ細胞に

よる TNFα、VEGF などのサイトカイン産生能

異常を指摘する報告がある。さらに、DNA メ

チル化阻害剤（5-アザシチジンとデシタビ

ン）ならびに免疫超節薬レナリドミドが MDS

において血液学的改善効果を示し、AML への

進行を抑制するという臨床成績が示され、特

に後者は細胞遺伝学的効果をもたらすほど

著効を示す点が病態生理の観点から注目さ

れた。 

以上のように MDS の病態解明へ向けてさま

ざまなアプローチがなされていたが、病態形

成の根幹である病的幹細胞の特性に関する

知見は AML と比較してあまり進歩が見られて

いない。その理由として、①MDS クローン由

来の幹細胞分画を必要数純化することが物

理的に困難であること、②幹細胞分画に混入

する正常クローンの割合が症例毎に異なる

可能性、③試験管内コロニー形成法や長期培

養法における MDS クローンの増殖は症例毎に

不良～亢進と極めて多様であり、②の理由も

あって正確な評価ができないこと、④免疫不

全マウスへの生着率が低く造血再構築が困

難であること（特に非進行期 MDS の場合）な

どが挙げられる。 

このような MDS 研究における制約を考える

と、その病態解明には MDS クローン由来の病

的幹細胞を用いて血球分化誘導系を構築す

ることが望まれる。以前は実現不可能であっ

た当該課題も iPS 細胞技術を利用すれば可能

であると考えた。 

２．研究の目的 

本研究は、RCMD など造血障害を主体とする非

進行期 MDS を対象として病的細胞クローン由

来 iPS 細胞を樹立し、これらを試験管内で造

血幹～前駆細胞や成熟血球へ分化誘導する

システムを構築することを主目的とする。 

３．研究の方法  
①患者細胞の収集 

文書による研究協力への同意が得られた MDS

症例(可能であれば FISH 法で識別可能な染色

体異常を有する非進行期例)より骨髄液ならび

に末梢血液を取得し、CD34+前駆細胞（MDS ク

ローン）と T リンパ球（正常クローン）をそれぞれ

調整する。本研究は、東京大学医科学研究所

ゲノム倫理審査委員会より承認された課題「難

治性造血器疾患由来 iPS細胞の樹立と iPS細胞

を用いた病態解析（承認番号 21-9-0618）にもと

づく。 

②初期化因子導入用レンチウイルスベクタ

ーの構築 

EF1α プロモーターによる恒常的発現レンチウイ

ルスベクターCSII-EF -MCS ならびにドキシサイ

クリン（DOX）誘導性レンチウイルスベクター

CSII-TetO-MCS の 3’LTR 内に loxP 配列をそ

れぞれ挿入したベクター(CSII-EF-MCS-loxP お

よび CSII-TetO-MCS-loxP)は既に当教室にお



いて構築されたものを用いた。ゲノムに挿入され

た後 loxP に挟まれたベクター配列が Cre リコン

ビナーゼで切り出されることも当該ベクターで樹

立したマウス iPS 細胞において確認している。豚

テショーウイルス 1(PTV1)由来の 2A 配列を挟ん

で 4 種類のヒト初期化因子(Oct4、Klf4、Sox2、

Myc) cDNA をタンデムにつないだ融合 cDNA を

Chang (Stem Cells 27:1042-9, 2009) らの方法

に準じて作製し、上記ベクターのプロモーター

下流に挿入した。[2A 配列の作用で融合 cDNA

の転写産物から4つの初期化因子が翻訳される。

パッケージングプラスミドおよびVSV-G外被タン

パク質発現プラスミドと共に 293T 細胞へ導入し

て感染ウイルスを調整した。同時に、DOX 応答

配列に結合するリバーステトラサイクリン・トランス

アクチベーター(rtTA)を EF1αプロモーターから

発 現 す る レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー

(CS-EF-rtTA-loxP)も調整した。[レンチウイルス

が感染細胞のゲノムに陥入すると両端のLTR内

に loxP が配置されるため、Cre リコンビナーゼの

一過性発現によって loxP に挟まれたベクター由

来配列がゲノムから除去される。] 

③レンチウイルスによる初期化因子の導入 

293T 細胞の培養上清中に含まれるレンチウイ

ルス粒子を超遠心にて濃縮精製し、DNA titer

測定後に凍結保存したロットを 6 ヶ月以内に使

用した。2x104～105 個程度の細胞に MOI=1～5

で約 2 時間感染させ、これを 12 時間間隔で 2

回繰り返した。CD34+細胞は予め SCF(50ng/ml)、

Flt3L(10ng/ml)、TPO(20ng/ml)で 1～2 日間刺

激しておき、感染 3 日後にフィーダー細胞上に

撒き、5日後にβFGF含有 ES培養液に交換して

以後 2～3 日おきに培地交換しながら培養を継

続した。 

④センダイウイルスベクターによる初期化 

医科学研究所ステムセルバンク（大津 真准

教授）との共同研究として、産業技術総合研

究所より提供された初期化因子を発現する

センダイウイルス（SeV）ベクターを用いて

既報（Proc Jpn Acad Ser B85, 2009）に準

じて行った。作製効率をあげるためヒストン

脱アセチル化酵素（HDAC）阻害活性を有する

バルプロ酸を添加し、iPS 細胞から SeV を完

全に除去するためウイルス特異的 siRNA 処理

を 2 回行った。 

⑤iPS 細胞の樹立 

感染約 3 週間後よりヒト ES 細胞様の単層コロニ

ーが出現し始めたら顕微鏡下でピックアップし、

別の培養皿に用意したフィーダー細胞上に撒く。

細胞増殖が認められたら週に 2 回程度継代し

た。 

４．研究成果 

①患者細胞の調整 

疾患特異的 iPS 細胞作製の趣旨を理解して同

意書に署名された患者さんから提供いただ

いた検体のうち、これまで MDS-RCMD 3 例、

RARS 1 例、MDS/MPD 1 例、CML-CP 2 例から採

取・分離保存した骨髄 CD34+細胞を、前述し

たいずれかのウイルスベクターによる iPS 細

胞作製に用いた。また、マウス胎仔から iPS

細胞支持用の線維芽細胞(MEF)を多数調整し、

凍結保存した。 

②初期化因子導入用レンチウイルスベクタ

ーの調整 

当教室で作製した CS-EF-4F3A-loxP は、豚テ

シオウイルス由来の 2A ペプチドを挟んで 4

つの初期化因子（Oct4、Klf5、Sox2、c-Myc）

を連結したポリシストロンを EF-1α プロモ

ーターを用いて発現するレンチウイルスベ

クターである（図 1）。 

 

図 1 CS-EF-4F3A-loxP の模式図 

これをパッケージングプラスミドおよび

VSV-G発現プラスミドと共に293T細胞へ導入

して感染ウイルスを調整後、濃縮したロット

を凍結保存した。 



 

 

図 2 CSII-TetO-4F3A-loxP と

CS-EF-rtTA- loxP の模式図 

同様の手法により、DOX 添加により初期化因

子の発現を誘導するベクターCSII-TetO- 

4F3A-loxP を構築した。同時に、DOX 応答配

列に結合するリバーステトラサイクリン・トランスア

クチベーター(rtTA)を EF1αプロモーターから発

現 す る レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー

(CS-EF-rtTA-loxP)も調整した（図 2）。 

③疾患特異的 iPS 細胞の作製 

MDS、特に RCMD や RARS に代表される低悪性

度 MDS に由来する iPS 細胞の報告はこれまで

なく、MDS/MPD のように悪性度の高い病型に

限られている。そこで、今回のシステムがう

まく働くかどうか検証する目的も含めて、既

に報告されているCML-CP由来CD34+細胞の初

期化を試みた。CML 患者の骨髄 CD34+細胞か

ら CML-iPSC の樹立を試みた。TKI 投与後の経

過より、ニロチニブ感受性の症例とニロチニ

ブを含む 3 種類の TKI 抵抗性（primary 

resistant で ABL キナーゼドメイン変異は検

出できない）の各 1症例から採取したサンプ

ルを用いて、CS-EF-4F3A-loxP ウイルスを感

染させた。いずれのサンプルを用いた場合も、

iPSC 様細胞が出現した（図 3）が、新たな MEF

上に播種継代して細胞株を樹立する過程で、

いずれも増殖が止まり iPSC の樹立に至って

いない（図 4）。RARS 1 例、MDS/MPD 1 例につ

いても樹立を試みたが、同様の結果であった。

本ベクターシステムによる iPSC 樹立がこれ

らの患者細胞で上手くいかなかった原因が、

細胞特性の差異に因るか否かは現時点で不

明である。 

 

図 3 MEF 上で 2 回継代後の CML-iPS 様細

胞 

 

図 4 5 回継代後に増殖停止した CML-iPS

様細胞 

EF-1αプロモーターはES細胞やiPSCでも働

くことから、内在性の発現と併せて初期化因

子の発現レベルが高いことが CML-iPSC 樹立

を阻害する可能性を考慮して、これ以降

Tet-On（ドキシサイクリン依存性の発現）シ

ステム（図 2）に変更した。 

そこで、2例の MDS-RCMD 患者由来 CD34+細胞

に対して Tet-on システムを用いた。やはり

ウイルス感染後 iPSC 類似の形態を示す細胞

塊が出現したものの、いずれも継代を重ねる

と P2～3 でコロニーは退縮し、iPS 細胞の樹

立はできなかった。同一検体を用いて 2度繰

り返したが、同様の結果であった。この理由

が、MDS 特有のエピゲノムの変化を含む細胞

特性の差異に因るか否かは不明であるが、こ

の時点でレンチウイルスをあきらめ、センダ

イウイルスベクター（SeDV）に変更し、医科



研ステムセルバンクとの共同研究として行

った。本研究期間の期限ぎりぎりに MDS-RCMD

患者 CD34+細胞由来 iPSC の樹立に成功した。

しかしながら、本症例はマーカーとなる染色

体異常がないため、樹立された iPSC が MDS

クローン由来か、残存する正常細胞由来かの

判別は遺伝子解析を要する。現在、RCMD で比

較的高頻度に検出されるスプライシング関

連遺伝子等の変異の有無を患者 DNA 検体につ

いてスクリーニングしている。 
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