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研究成果の概要（和文）：重症先天性好中球減少症由来iPS細胞の遺伝子編集実験と並行し、若年性骨髄単球性
白血病患者（JMML）由来のiPS細胞を用いて遺伝子編集実験を行った。JMML患者からはPTPN11遺伝子変異を有す
るiPS細胞と野生型遺伝子のiPS細胞が樹立され、変異iPS細胞の方が明らかに高いCD34陽性細胞産生能を示し
た。ジンクフィンガーヌクレアーゼを用いた相同組換えにより、変異iPS細胞におけるPTPN11変異の修復と野生
型iPS細胞へのPTPN11変異の導入を行った。その結果、PTPN11変異を有するiPSCはOSBP2変異も共存していたが、
PTPN11変異自体が造血異常に寄与していることが判明した。

研究成果の概要（英文）：In parallel with genetic editing experiments of iPS cells established from a
 patient with ELANE-mutated severe congenital neutropenia, we performed genetic editing experiments 
on iPS cells derived from a patient with juvenile myelomonocytic leukemia (JMML). Both iPS cells 
with PTPN11 gene mutation and those with wild type of PTPN11gene were established from a JMML 
patient. Mutant iPS cells possessed significantly higher ability to generate CD34 positive cells. In
 addition, whole-exome sequencing and Sanger sequencing revealed that JMML iPSCs with PTPN11 
mutation possessed OSBP2 mutation, while JMML iPSCs with no PTPN11 mutation did not carry OSBP2 
mutation. By homologous recombination using zinc finger nuclease, we corrected PTPN11 mutation in 
iPSCs with both PTPN11 mutation and OSBP2 mutation, and transduced PTPN11 mutation into JMML iPSCs 
with wild type of the two genes. The results suggest that PTPN11 mutation itself contributes to 
leukemogenesis of this patient.

研究分野： 小児科学（血液腫瘍学）
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１．研究開始当初の背景 

重症先天性好中球減少症（SCN）患者の末梢

血 T 細胞のゲノムを改変し、induced 

pluripotent stem (iPS)細胞を樹立し、大量

の造血幹細胞を誘導する方法を確立する。本

来の遺伝子座位でのゲノム改変により遺伝

子変異の確実な修復が可能なジンクフィン

ガーヌクレアーゼ（ZFN）と iPS 細胞技術を

組み合わせることにより、安全性の高い遺伝

子治療を開発する。 

 

２．研究の目的 

１）SCN患者の末梢血 T細胞から樹立した iPS

細胞と ELANE遺伝子変異を修復した iPS細胞

における造血幹細胞-好中球分化を比較する。

２）G-CSF 投与による最も重要な問題は骨髄

異形成症候群（MDS）、急性骨髄性白血病（AML）

への移行である。このため、本研究ではさら

に G-CSF receptor (G-CSFR)変異 +/- RUNX1

変異を SCN-iPS 細胞に導入し、CD34 陽性細胞

の増殖分化能を正常 iPS 細胞と比較し、MDS・

AML の発症メカニズムを解析する。 

 

３．研究の方法 

１）SCN患者の末梢血 T細胞から樹立した iPS

細胞の造血幹細胞-好中球分化能を検討する。

２）G-CSF receptor (G-CSFR)変異 +/- RUNX1

変異を SCN-iPS 細胞に導入する。 

３）上記の遺伝子編集実験と並行して、小児

の MDS/MPN の中で最も多い病型で、SCN より

も CD34 陽性細胞増殖能が高い若年性骨髄単

球性白血病(JMML)由来 iPS細胞を用いて、ZFN

による PTPN11変異の正常遺伝子型へ修復し、

修復・非修復 iPS 細胞の造血幹細胞産生能を

比較する。 

 

４．研究成果 

１）ELANE c.607G>C 変異を有する重症先天性

好中球減少症（SCN）患者の末梢血 T 細胞に

Oct3/4, Sox2, Klf4, c-Myc の cDNA をセンダ

イウイルスにより transfect し、iPS 細胞を

作製した。 

２）ELANE、G-CSFR、RUNX1各遺伝子の変異を

含む領域に特異的なZFN切断部位を同定した。

その後、各遺伝子について、ZFN 切断部位を

挟んで上流・下流にそれぞれ約 800bp の配列

（ホモロジーアーム）をサブクローニングし、

両側のホモロジーアーム内に、mutagenesis 

法を用いて 2か所ずつ塩基置換を行った。さ

らに、ピューロマイシン耐性遺伝子配列を挿

入し、鋳型となるドナープラスミドを作製し

た。 

３）PTPN11 変異を有する JMML 由来 iPS 細胞

関連の研究結果 

SCN-iPS 細胞の遺伝子編集実験と並行しなが

ら遺伝子編集の効果を判定しやすい JMML 患

者由来の iPS 細胞を用いて実験を行った。

PTPN11c.G226A 変異を有する患者からは

PTPN11 変異を有する iPS 細胞と野生型

PTPN11遺伝子を有するiPS細胞が樹立された

が、ヒト胚性幹細胞に特異的な種々のマーカ

ーの発現や3胚葉分化能に差は認められなか

った。マウス AGM-S3 間質細胞上で BMP4、VEGF

および SCF/TPO を添加した培養系で CD34 陽

性細胞数と CD34 陽性 CD45 陽性細胞数を比較

したところ、PTPN11変異遺伝子を持つ iPS 細

胞の方が明らかに高値を示した。JMML 患者か

ら樹立された野生型PTPN11遺伝子を有する2

つの iPSC クローンの造血分化能は、健常者

から樹立された iPSC クローンと同程度であ

った。次に、PTPN11 変異遺伝子を持つ JMML

患者由来の iPSC の全エクソームシークエン



スを行ったところ、細胞増殖と生存に必須と

報告されている OSBP2c.C389T 変異が認めら

れた。PTPN11変異を有する JMML iPSC はこの

OSBP2 変異を有し、PTPN11 変異を持たない

JMML iPSC の OSBP2遺伝子は野生型であった。

そこで、ZFN を用いた相同組換えアプローチ

により、PTPN11 変異の修復と導入を行った。

この実験に先立ち、上皮細胞由来の A549 細

胞株を用いてZFNによる特異的配列置換の有

無を検証した結果、目的通りのゲノム編集が

できることを確認した。PTPN11 遺伝子と

OSBP2遺伝子の両者に変異を持つiPSCにおい

て PTPN11変異を修復したところ、2つの遺伝

子が野生型の JMML iPSC と同レベルまで CD34

陽性細胞産生は減少した。一方、2 つの遺伝

子が野生型の JMML iPSC へ PTPN11 変異を導

入したところ、CD34 陽性細胞産生は増加し、

PTPN11遺伝子とOSBP2遺伝子の両者に変異を

持つiPSCに匹敵するレベルに達した（図1）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

これらの結果から、１）JMML 患者から PTPN11

変異（＋）iPSC と PTPN11 変異（—）iPSC の

両者が作製されたことは、iPS が本症患者に

おける異常クローンと正常なクローンを分

離するための有力なツールであること、２）

PTPN11 変異を有する iPSC は OSBP2 変異も有

していたが、PTPN11変異が本例の白血病細胞

増殖に大きく寄与する遺伝子異常であるこ

とが示された。 

３）ZFN 法を用いて、SCN 患者由来 iPS 細胞

における ELANE遺伝子変異の修正と、G-CSFR

変異+/-RUNX1 変異の導入実験を現在進めて

いる。 
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