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研究成果の概要（和文）：恒常的活性化 RAS が若年性骨髄単球性白血病	
 (JMML)の特異な病態を

惹起するメカニズムを解明するために、NF1 遺伝子のヘテロ変異を有する１型神経繊維腫症患

者の体細胞からiPS細胞(NF1-iPS細胞)を作製することを試みたが、その樹立は困難であった。

今後、センダイウイルスベクターの使用、さらには導入遺伝子の変更などにより NF1-iPS 細胞

の樹立を目指していく予定であるが、今回の結果は、NF1 遺伝子変異が核のリプログラミング

が起こりにくい状況を形成している可能性を示唆しているのかもしれない。	
 

	
 
研究成果の概要（英文）：	
 To	
 clarify	
 the	
 mechanisms	
 in	
 which	
 the	
 continuous	
 activation	
 of	
 
GM-CSF	
 receptor-RAS	
 pathway	
 induces	
 juvenile	
 myelomonocytoc	
 leukemia	
 (JMML),	
 we	
 tried	
 
to	
 establish	
 induced	
 pluripotent	
 stem	
 cells	
 derived	
 from	
 patients	
 with	
 type	
 1	
 
neurofibromatosis	
 (NF1-iPS	
 cells)	
 possessing	
 a	
 heterozygous	
 mutation	
 of	
 NF1.	
 However,	
 
NF1-iPS	
 cells	
 were	
 not	
 established	
 in	
 spite	
 of	
 several	
 times	
 of	
 transduction	
 experiments.,	
 
We	
 are	
 now	
 using	
 Sendai	
 virus	
 vectors	
 for	
 the	
 transduction	
 of	
 various	
 reprogramming	
 
factors	
 into	
 somatic	
 cells	
 of	
 NF1	
 patients,	
 but	
 our	
 result	
 may	
 suggest	
 a	
 possibility	
 that	
 
NF1	
 mutation	
 may	
 suppress	
 the	
 nuclear	
 reprogramming.	
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：内科系臨床医学・小児科学 
キーワード：若年性骨髄単球性白血病、iPS細胞、１型神経線維腫症、NF1 
 
１．研究開始当初の背景 
(1)若年性骨髄単球性白血病	
 (JMML)	
 は、乳
幼児期に特有のまれな造血器腫瘍で、骨髄異
形成症候群	
 (MDS)	
 と骨髄増殖性疾患	
 (MPD)	
 
の両者の性状を併せ持つ特異な病態を呈す
る。予後は極めて不良で、現時点で、造血幹
細胞移植が唯一の有効な治療法であるが、そ
の移植患者も約半数は移植後再発するため、
新たな治療法の開発が切望されている。	
 
	
 JMML 細胞の異常増殖は、GM-CSF に対する
高感受性に起因し、この特性は、大部分の
JMML患者の腫瘍細胞がGM-CSF受容体-RASシ
グナル経路に係る分子をコードする遺伝子
の変異を有することにより、RAS が恒常的に

活性化されていることで説明される。中でも、
活性型RASを不活化するGTP加水分解酵素で
あるneurofibrominをコードしている NF1遺
伝子の変異は、JMML 患者の約 30％に認めら
れる。しかし、恒常的に活性化された RAS 蛋
白が JMML の病態を惹起するメカニズムにつ
いてはほとんど解明されておらず、このこと
が JMML の治療法の開発の大きな障害となっ
ている。	
 
	
 
(2)我々は、これまでに、JMML 患者の診療を
行い(J	
 Pediatr	
 hematol	
 Oncol,	
 2004)、病
因・病態の解析、特に JMML における恒常活
性化 RAS の機能について研究してきた(Br	
 J	
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Haematol,	
 2005;	
 Blood,	
 2005)。しかし、そ
うした経験から、最終的な異常の結果として
のJMML細胞の解析だけではJMMLの本態を解
明することは困難であり、in	
 vitro でプロ
スペクティブに JMML の病態を構築すること
が、病態解析の大きなブレイクスルーになる
のではないかと考えた。特に JMML 患者では、
遺伝子変異は胎生期からすでに発生してい
る考えられることから、我々は、胎生期造血
における JMML の原因遺伝子の変異を再現す
ることにより、JMML の病態をプロスペクテ
ィブに構築することが、JMML の本態を解明
し、新たな治療法の開発に繋がるのではない
かと着想した。	
 
	
 
	
 (3)一方、我々は，胎生期の未分化な幹細胞
から樹立されるヒト胚性幹細胞（ES 細胞）や、
体細胞の核リプログラミングによって作製
される、ヒト ES 細胞と同様の性質を有する
人工多能性幹細胞（iPS 細胞）の研究を行い、
その樹立や造血/血液細胞への分化誘導につ
いて研究してきた（Proc	
 Natl	
 Acad	
 Sci	
 USA,	
 
2008;	
 Stem	
 Cells,	
 2008,	
 Int	
 J	
 Hematol,	
 
2007）。そこで、１型神経繊維腫症は、JMML
の原因遺伝子である NF1遺伝子のヘテロ変異
を有することから（実際、１型神経繊維腫症
患者では JMML の発症頻度が高い）、我々がこ
れまでに培ってきたヒト ES 細胞や iPS 細胞
の基盤技術を応用して、１型神経繊維腫症患
者由来 iPS 細胞を用いて、JMML の研究を行う
ことを計画した。	
 
 
２．研究の目的	
 
１型神経繊維腫症患者の体細胞から樹立し
た iPS 細胞(NF1-iPS 細胞)の NF1 遺伝子発現
をノックダウンした KD-NF1-iPS 細胞を作製
し、これを造血/血液細胞へ分化誘導するこ
とにより JMML の病態発生を再現し、これを
解析することにより、JMML 発症の本態を解明
し、これを基盤とする治療法を開発する。	
 
 
３．研究の方法	
 
(1)１型神経繊維腫症患者由来 iPS 細胞
(NF1-iPS 細胞)の樹立	
 
米国 Indiana 大学小児科 Yang	
 Feng-chun 教
授と連携研究者の辻との共同研究により入
手された１型神経繊維腫症患者由来繊維芽
細胞に、Oct3、Sox2、Klf4 の３因子、ある
いは Oct3、Sox2、Klf4、c-Myc の４因子を導
入して、１型神経繊維腫症患者由来 iPS 細胞
の樹立する。	
 
	
 
(2)樹立された NF1-iPS 細胞の NF1 遺伝子ノ
ックダウン	
 
樹立された NF1-iPS 細胞から、shRNA 法など
を用いて、NF1遺伝子ノックダウン１型神経
繊維腫症患者由来 iPS 細胞(KD-NF1-iPS 細

胞)を樹立する。	
 
	
 
(3)	
 KD-NF1-iPS 細胞からの造血/血液細胞の
分化誘導	
 
マウス胎仔造血組織由来ストローマ細胞と
の共培養法により(Ebihara	
 Y,	
 et	
 al:	
 Proc	
 
Natl	
 Acad	
 Sci	
 USA,	
 2008)、ヒト ES 細胞、
健常人由来 iPS 細胞、NF1-iPS 細胞、
KD-NF1-iPS細胞から造血/血液細胞を分化誘
導する。	
 
	
 
(4)造血/血液細胞の分化過程の解析	
 
NF1-iPS 細胞、KD-NF1-iPS 細胞の造血/血液
細胞への分化過程を、ヒト ES 細胞、健常人
由来 iPS 細胞をコントロールとして、以下の
ような方法で、比較検討する。	
 
細胞生物学的解析	
 
１）造血幹細胞への分化の検討	
 
分化誘導された細胞を、免疫不全マウス
（nod-scid マウス、または NOG マウス）に
移植して，レシピエントマウスにおけるヒ
ト造血の生着を、フローサイトメトリー，
RT-PCR 等を用いて解析することにより、そ
の造血幹細胞活性を比較検討する。ヒト造
血の生着が確認されたレシピエントマウ
スについては、末梢血細胞や骨髄細胞のフ
ローサイトメトリーなどにより、造血幹細
胞の各血液細胞系列への分化能について
検討する。さらに、ヒト GM-CSＦを投与し、
JMML の発症について検討する。	
 

２）造血前駆細胞への分化の検討	
 
分化誘導された細胞を血液コロニー形成
法で培養し、その造血前駆細胞活性を比較
検討する。また、分化誘導された造血前駆
細胞については、ヒト GM-CSF に対する感
受性について解析し，JMML 細胞の出現につ
いて検討する。	
 

３）成熟血球への分化の検討	
 
分化誘導された細胞を種々の造血因子
（stem	
 cell	
 factor、インターロイキン 3、
flk2/flk3 リガンド、エリスロポエチン、
トロンボポエチン、顆粒球コロニー刺激因
子など）存在下で液体培養し，その成熟血
球産生能を、形態学的観察、細胞組織染色、
フローサイトメトリーなどにより比較検
討する。さらに、ヒト GM-CSF を種々の濃
度で添加し、JMML 細胞の出現について検討
する。	
 

分子生物学的解析	
 
分化誘導された iPS 細胞に発現している造血
/血液細胞の分化に関わる種々の遺伝子、特
に GM-CSF 受容体-RAS シグナル経路に関連す
る遺伝子の発現を、RT-PCR、網羅的遺伝子発
現解析、リアルタイム PCR などにより比較検
討する。特に、ヒト GM-CSF	
 刺激により、JMML
細胞が発生した場合は、その発生に関わる遺
伝子(群)を、上記と同様の方法で検出する。	
 



	
 
(5)JMML の新規治療法の開発	
 
上記の検討から明らかとなった JMML の発症
メカニズムを標的として、KD-NF1-iPS 細胞か
ら造血/血液細胞への分化を正常化（ヒト ES
細胞、あるいは健常人由来 iPS 細胞をコント
ロールとする）する薬剤、分子生物学的方法
を検討する。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)本研究は、東京大学医科学研究所倫理審
査委員会の承認を得て、実施された（承認課
題番号：21-64-0218）。米国 Indiana 大学小
児科 Yang	
 Feng-chun 教授と連携研究者の辻
との共同研究により入手された１型神経繊
維腫症患者由来繊維芽細胞に、レトロウイル
スベクターを用いて、Oct3、Sox2、Klf4 の３
因子、あるいは Oct3、Sox2、Klf4、c-Myc の
４因子を導入して、NF1-iPS 細胞の樹立を数
回にわたり試みたが、樹立できなかった。	
 
	
 
(2)そこで、１型神経繊維腫症患者由来繊維
芽細胞の播種細胞数、ウイルスタイターなど
を様々に変更して、iPS このことは、NF1 遺
伝子の変異によって核のリプログラミング
が惹起されにくい状況が引き起こされてい
る可能性が示唆された。	
 
	
 
(3)	
 今後は、センダイウイルスベクターなど
のレトロウイルスベクター以外のベクター
を用いたリプログラミング遺伝子の導入、さ
らには導入遺伝子の変更などにより、
NF1-iPS 細胞の樹立を目指していく予定であ
る。	
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