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研究成果の概要（和文）：増殖能が異なる巨核球細胞株のRNA-seq解析に基づき、巨核球細胞株の自己複製を阻
害する原因遺伝子を同定した。また、多能性幹細胞から血液細胞分化誘導時に生じるエピジェネティク修飾の影
響を受けにくいベクターシステムを新たに構築した。これらの結果を応用することで、多様なクローン特性を示
す異なるヒトiPS細胞クローンから個別に巨核球細胞株を樹立することが可能となり、予測不能であったヒトiPS
細胞クローン間での異なる樹立効率の問題点を解決することに成功した。

研究成果の概要（英文）：RNA-seq analysis of several megakaryocyte cell lines displaying different 
proliferative capabilities enabled to identify the responsible genes that inhibit self-renewal 
ability in megakaryocyte cell lines. Furthermore, alternative vector system was applied to generate 
megakaryocyte cell lines, whereby epigenetic modifications were silenced at the stage of 
hematopoietic cell differentiation from pluripotent stem cells. Such improvements allowed us to 
generate megakaryocyte cell lines from several human iPS cell clones, contributing to high 
efficiency of megakaryocyte cell line induction.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
同種免疫性の血小板輸血不応症を発症する患者では、HLA/HPAが適合するドナーの確保が必要であるが、稀な型
の場合や緊急時は供給不足が危惧される。解決策として、申請者らは、iPS細胞から分化誘導した血小板前駆細
胞、巨核球を細胞株化し、産業化可能な血小板製造法を確立したが、安定増殖株の樹立効率が低いことが課題と
なっていた。本研究で明らかとなった巨核球細胞株自己複製抑制機構を解除する方法を新規ベクターシステムに
新たに組み込むことで、個性の異なる複数のiPS細胞クローン由来不死化巨核球の作製効率を飛躍的に改善する
ことができるため、HLA/HPA一致血小板製剤供給源の問題点を解決する可能性が提示できた。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
献血システムは血球減少をきたす多様な疾患の予後改善に寄与している。一方で、需要の増大、
若年献血者の減少、パンデミックによる献血者の不足等が問題となり、ドナーのみに依存する体
制の変革が必要とされている。更に、繰り返し輸血がほぼ必須である血液疾患患者への血小板輸
血では、同種免疫性の血小板輸血不応症が発症する患者が多く、HLA（ヒト白血球抗原）、HPA（ヒ
ト血小板抗原）が適合するドナーの確保が必要であるが、稀な型の場合や緊急時は供給不足が危
惧される。そこで申請者らは、生体内造血過程および iPS細胞から巨核球への分化過程で機能す
る遺伝子を検証した結果、c-MYC の時空間特異的な発現様式が血小板の前駆細胞である巨核球の
分化・一過的な増殖の運命決定を担っていることを発見し、c-MYC の高発現により誘導される細
胞老化・細胞死誘導因子の発現上昇を抑制するポリコーム遺伝子 BMI1 と細胞死抑制遺伝子 BCL-
XL を、レンチウイルスベクターシステムを用いて c-MYC と共に一定の法則に沿って ES・iPS 細
胞由来多能性血液前駆細胞集団に共発現させることで、血小板産生前駆細胞である巨核球を自
己複製型細胞（imMKCL）に株化する新規技術を開発した。しかし、imMKCL樹立法は、長期安定増
殖株の樹立効率の低さが課題であり、ニーズのある各 HLA、HPA に対応する多様な iPS 細胞から
安定的に作製が可能となる、効率的な新たな樹立法を検討する必要があった。 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 

 
imMKCL の樹立効率が低い要因として、以下の問題点を提唱した。 
 
(1) imMKCL の長期自己複製能に至適な範囲の c-MYC の発現レベルが存在し発現量を制御するこ

とが難しい。 
 

(2) レンチウイルスベクターは、血液細胞分化誘導時にエピジェネティクな発現抑制を受けや
すい。 
 

これらの問題点を解決すべく本研究では、c-MYC 発現量と巨核球細胞株樹立及び長期自己複製の
関係性を解明し、長期安定型自己複製を可能とする imMKCL 細胞株をレンチウイルスベクターに
依存せずに樹立する普遍的な細胞株製造方法を確立することを目的とした。 
 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) imMKCL 自己複製能を抑制する原因遺伝子の同定 

 
申請者らがレンチウイルスで樹立した imMKCL クローンの増殖能を高/中/低の 3 つのグループに
分類する。次に、各グループを RNA-sequencing法で遺伝子発現解析を行い、グループ間の遺伝
子発現を比較することで、自己複製能を抑制している原因遺伝子を同定する。 
 
(2) 普遍的な imMKCL樹立法の確立 
 
① CRISPR/Cas9 を用いたノックイン法や piggyBac トランスポゾン法などレンチウイルスを併

用もしくは用いない imMKCL 樹立法を構築する。(1)で同定した原因遺伝子の抑制系もしく
は強制発現系をベクターシステムに組み込み、imMKCL樹立効率を検証する。  
 

② 由来の異なるヒト iPS 細胞 10 株を用いて、(2)-①で構築した新規 imMKCL樹立法で imMKCL
の樹立効率を検証する。樹立した各 imMKCL の c-MYC の発現量を比較することで、c-MYC 発
現量と巨核球細胞株樹立及び長期自己複製の関係性を検証する。 

 
 
 
 



 

 

４．研究成果 
 
(1) imMKCL 自己複製能を抑制する原因遺伝子の同定 
 
増殖能が高/中/低の 3 つのグループの分けた imMKCL を RNA sequencing法で網羅的遺伝子発現
解析を行ったところ、高い増殖能の imMKCL と比べ、中程度から低い増殖能の imMKCL では細胞老
化、細胞周期に関わる CDKN2A と CDKN1A が高く発現していることを見出した(図 1)。これらの遺
伝子を抑制することで増殖能が改善するか検証したところ、CDKN1Aもしくは CDKN1A の発現を促
進させる p53を抑制させた中程度から低い増殖能の imMKCL では、増殖が著しく改善された。一
方、CDKN2A の抑制では増殖能の改善は見られなかった(図２)。 
この成果は以下の国際的な科学雑誌で報告された。 
Nakamura S et al., 2021 Stem cell Report 
 
 

 
 

 

 
 

 
 

 
 
(2) 普遍的な imMKCL樹立法の確立 
 
 
① 目的遺伝子発現カセットを CRISPR/Cas9法によってノックインした iPS 細胞は、血液細胞分

化誘導時のエピジェネティクな修飾を受ける一方で、piggyBac トランスポゾンベクターは
分化誘導時のエピジェネティクな修飾を受けにくいことがわかった。次に、imMKCL 分化誘導
時の p53/CDKN1A の発現抑制の有用性を検証したところ、以前にレンチウイルスベクター方
式に伴う c-MYC/BMI1/BCL-XL 遺伝子導入では樹立できなかったヒト胚性幹（ES）細胞から
imMKCL を樹立することに成功した。 

 
 
② (2)-①で構築した新規 imMKCL樹立法により、ほぼ全ての iPS 細胞から樹立することに成功

し、飛躍的に樹立効率が改善した。樹立した iPS 細胞由来 imMKCL の c-MYC の発現量は、ど
の細胞株も同程度であり、imMKCL の長期自己複製能には至適な範囲の c-MYC の発現量が重
要であることが示唆された。 
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図2 imMKCL 増殖曲線図1 中程度から低い増殖能のimMKCLは
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