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研究成果の概要（和文）：我々は核型異常を有する複数の骨髄異形成症候群（MDS）症例の異常クローンから複数のiPS
細胞(MDS-iPS細胞)の樹立に成功した。MDS-iPS細胞から分化誘導した造血前駆細胞は正常iPS細胞と比べてコロニー形
成能の低下、赤芽球系及び顆粒系分化能の低下が見られた。MDS-iPS細胞と同一患者由来の正常iPS 細胞を再誘導して
得られた造血前駆細胞分画の網羅的な遺伝子発現解析を行ったところ、MDS-iPS細胞に特異的な遺伝子発現異常が認め
られた。MDS-iPS 細胞と元の症例の血液単核細胞の全エキソンシークエンスを行い、網羅的に遺伝子変異を探索し、い
くつかのMDS特異的な遺伝子変異を同定した。

研究成果の概要（英文）： We successfully generated multiple iPS cell lines from MDS clones (MDS-iPSC 
lines) of several MDS patients with abnormal karyotypes. We assessed hematopoietic differentiation 
potential of MDS-iPSC lines and isogenic normal T-iPSC lines. Hematopoietic colony formation in 
methylcellulose culture and further differentiation in erythroid and neutrophil culture were severely 
impaired in all tested MDS-iPSC lines.
Next, we performed microarray analysis in hematopoietic progenitor cells re-induced from MDS-iPSC lines 
and isogenic normal iPSC lines, identifying MDS-specific expression changes.
Finally, we performed whole-exome analysis to find that some of the somatic mutations detected in bulk 
cells of this MDS patient are shared in MDS-iPSC lines but not in isogenic normal iPSC lines.

研究分野： 血液腫瘍学、幹細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
MDS はクローナルな後天性造血障害で、臨

床的には貧血、血小板減少、白血球減少など
を来たし、骨髄造血細胞に様々な程度で形態
異常が生じることを特徴とする疾患である。
比較的高齢者に多く、また悪性腫瘍に対する
化学療法や放射線療法後に発症(二次性 MDS)
する確率が数倍～数十倍に増加するのが特
徴で、近年の社会の高齢化や積極的化学療法
の拡がりと相まって、MDS 症例は増加の一途
をたどっている。MDS の本態は、造血幹細胞
にゲノム及びエピゲノム異常が蓄積するこ
とで生じた異常幹細胞クローンが、徐々に優
位性を獲得し骨髄内を占拠していくことと
され、この異常クローンの持つ分化異常や病
的なアポトーシスが、血球の正常な成熟を障
害し、結果として血球減少や骨髄細胞の異形
成を引き起こすと考えられている。さらに、
この異常クローンがさらなるゲノム・エピゲ
ノムレベルでの異常を蓄積することで質的
に変貌し、急性骨髄性白血病（AML）へ高頻
度に進展する。つまり、MDS は前白血病状態
とも考えられている。 
MDS では、病態解明に有用なモデルマウスが
なく、免疫不全マウスにも MDS 細胞は生着し
ないので、有効な治療法を開発するためのツ
ールが無いのが現状である。根治は同種造血
幹細胞移植でしか得られないが、その適応は
若年者に限られ、移植治療の恩恵が受けられ
るのはごく少数の患者のみである。大多数の
高齢患者では輸血などの対症療法が主体と
なり、数年内に感染症や白血病化によって大
半が死の転帰をとり、予後不良である。近年、
アザシチジン(ビダーザ)が開発され臨床応
用されているが、その効果は中央生存期間で
約９ヶ月の延長が得られるに過ぎない。 
以上のように、MDS の病態が再現・解析でき、
将来の治療法の開発を可能にするツールの
開発、及び新規治療薬の開発が切望されてい
る。 
iPS 細胞は未分化性を維持したまま増幅可
能かつ生体を構成する種々の細胞に分化す
ることが可能であり、患者検体を得ることが
困難な神経疾患領域などで iPS 細胞を利用
した遺伝性疾患研究への応用が精力的に行
われている。MDS のような後天性の遺伝子異
常を伴う疾患においても、疾患特異的な iPS 
細胞が樹立できれば、iPS 細胞を再分化させ
ることによって患者から直接採取すること
の出来ない多量の疾患細胞を必要な分化段
階で得ることができ、疾患の発症・進展にお
ける変異遺伝子の機能解析や、新しい治療薬
の開発などが可能になると考えられる。 
 
２．研究の目的 
樹立した MDS-iPS 細胞と正常 iPS 細胞で、
順次全エキソンシークエンスを行い、新規の
遺伝子変異などを探索する。また、再誘導し
て得られた造血前駆細胞分画などをソーテ
ィングにより選別して、網羅的遺伝子発現解

析を行う。同定した候補因子を、順次 MDS—iPS 
細胞に導入もしくはノックダウンして、その
機能を解析する。造血誘導した際に MDS 病態
を抑えることができる因子を選定する。同定
した候補遺伝子に対する阻害剤などを探索
する。また、化合物ライブラリーを用いて、
上記の MDS 病態再現系でスクリーニングし
て、MDS 病態を抑制する薬剤/化合物を同定
する。 
 
３．研究の方法 

 
（1）MDS-iPS 細胞の作製 
MDS 患者の骨髄もしくは末梢血の単核細胞
から MDS-iPS 細胞を作製する。iPS 細胞作製
過程の影響を排除するため、可能な限り複数
クローンを樹立し、以後の実験に供すること
を目指す。同一患者の T 細胞を用いて、同様
の方法で正常 iPS 細胞を作製する。正常 iPS 
細胞は MDS-iPS 細胞の対照として使用する。
MDS-iPS 細胞は、FISH 解析、核型解析、SNP ア
レイなどでもとの患者検体と同一クローン
であることを確認し、正常 iPS 細胞も核型解
析、SNP アレイなどで iPS 細胞作製過程で欠
失などが起きていないことを確認する。得ら
れた MDS-iPS 細胞、正常 iPS 細胞において
奇形腫形成能および多能性幹細胞マーカー
遺伝子の発現を確認する。 
（2）MDS の 病態再現 
（1）で作製した iPS 細胞を OP9 細胞共培養
系及び胚様体形成法による分化誘導系を用
いてin vitro で造血誘導し、その後、GM-CSF, 
G-CSF, IL3, IL-6, SCF, EPO 存在下でコロ
ニーアッセイを行い、コロニー形成能力を評
価すると共に、分化能力(CFU-G, -M, GM, 
-GEMM, -E など)も評価する。また EPO, G-CSF,
などの各サイトカイン単独での成熟血球誘
導を行い、赤血球、好中球などへの分化異
常・異形成を、フローサイトメトリーによる
細胞表面抗原マーカー解析や、ギムザ染色に
よる形態学的手法などで評価する。 
（3）MDS 特異的原因因子の探索 
MDS-iPS 細胞および正常 iPS 細胞の全エキ
ソンシークエンスを用いた網羅的ゲノム解
析、iPS 細胞から誘導される造血幹細胞分画
(CD34+CD38-CD43+Lineage-)での網羅的遺伝
子発現解析などを行い、MDS 特異的原因因子
を探索する。 
（4）新規薬剤スクリーニング 
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利用可能な化合物を、上記の MDS 病態再現系
でスクリーニングして、MDS 病態を抑制する
ような薬剤/化合物を選定する。 
（5）候補因子の機能解析 
候補標的因子の強発現、ノックダウンなどを
MDS-iPS 細胞で行った上で、血球を再誘導し
て MDS 病態への影響を評価し、有望な標的因
子について、阻害剤の探索を行う。 
 
４．研究成果 
（1）MDS-iPS 細胞の作製：MDS 患者の血液細
胞からエピソーマルプラスミド法でiPS細胞
樹立を行い、20q 欠失症例など計 6 症例にお
いて MDS細胞由来 iPS細胞株と正常細胞由来
iPS 細胞株の樹立に成功した。樹立した
MDS-iPS 細胞は G バンド法、SNP-CGH アレイ
解析などによりMDSと同一の染色体異常を保
持していることを確認した。また、MDS-iPS
細胞、正常 iPS 細胞いずれについても多能性
幹細胞マーカー遺伝子の発現を確認し、また
テラトーマ形成法によりテラトーマ形成能
を確認した。 
（2）MDS の病態再現：MDS-iPS 細胞から分化
誘導した造血前駆細胞は正常iPS細胞と比較
して、コロニー形成能の低下及び BFU-E、
CFU-E、 CFU-GEMM の減少を認めた（図１）。
また造血前駆細胞から赤芽球系、顆粒球系へ
の特異的分化誘導を行い、細胞表面抗原の解
析を行ったところ、MDS-iPS 細胞由来のもの
ではそれぞれ赤芽球特異的 CD235a、顆粒球特
異的 CD66ｂが低下していた（図２）。 

 

 
（3）MDS 特異的原因因子の探索：樹立した

MDS-iPS のうち、20q 欠失 MDS-iPS 細胞と同
一患者由来の正常 iPS 細胞を再誘導して得
られた造血前駆細胞分画をソーティングに
より選別して、網羅的遺伝子発現解析を行っ
たところ、20q 欠失 MDS-iPS 細胞では欠失領
域 20q11.2-13.1 にある遺伝子群の低下など
を含む特異的な遺伝子発現異常が認められ
た（図３）。20q 欠失 MDS 症例の血液単核細
胞及びMDS-iPS 細胞のゲノムDNA を材料に、
同一患者から樹立した正常 iPS 細胞を対照
として全エキソンシークエンスを行い、網羅
的に遺伝子変異を探索し、MDS-iPS 特異的遺
伝子変異を同定した。 

 
（4）新規薬剤スクリーニング 
上記のMDS病態再現系で血液異常を改善でき
るような薬剤スクリーニング系の構築を行
った。スクリーニングの効率を上げるために，
血液前駆細胞を大量に得られるよう細胞密
度、サイトカインコンビネーションや分化誘
導時間などの分化誘導方法の最適化を行い、
胚様体形成法を用いた大量培養/分化誘導法
を確立した。同時に iPS 細胞の維持培養方法
や保存方法の改良、また実際に用いる
MDS-iPS 細胞株、健常 iPS 細胞株の選択を行
い，薬剤スクリーニングを開始した。 
（5）候補因子の機能解析 
（3）で同定した候補因子のうちいくつかを
MDS-iPS 細胞に導入し、造血誘導を行い,分化
異常の改善効果を確認した。 
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図１．正常iPS細胞及びMDS-iPS細胞から再分化した
造血前駆細胞のコロニー形成能の違い
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図２．正常iPS細胞及びMDS-iPS細胞から再分化した
造血前駆細胞の赤血球系分化能の違い

図３. 20q欠失MDS-iPS由来造血前駆細胞での欠失領域
20q11.2-13.1にある遺伝子群の低下
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