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研究成果の概要（和文）：我々は骨髄異形成症候群及び二次性急性骨髄性白血病症例（MDS/sAML）の異常クロー
ンから複数のiPS細胞の樹立に成功した。MDS-iPS細胞から分化した造血前駆細胞は正常iPS細胞と比較して、MDS
症例ではコロニー形成能が有意に低下したが、sAML症例ではコロニー形成能が有意に亢進し免疫不全マウスに生
着し致死性のAMLを引き起こした。MDS/sAML症例由来iPS細胞の全エキソンシークエンスを行い、いくつかの
MDS-iPS特異的遺伝子変異を同定した。さらにiPS細胞を分化して得られた造血前駆細胞の網羅的遺伝子発現解析
を行ったところ、疾患に特異的な遺伝子発現異常が認められた。

研究成果の概要（英文）：We successfully generated multiple iPS cell lines from abnormal clones of 
patients with myelodysplastic syndromes or secondary AML (MDS/sAML) evolved from MDS. Hematopoietic 
progenitor cells (HPCs) differentiated from MDS-derived MDS-iPS cell lines showed decreased colony 
formation, whereas HPCs differentiated from sAML-derived MDS-iPS cell lines showed increased colony 
formation, compared with isogenic normal iPS cell lines, and induced lethal AML in transplanted 
immunodeficient mice. Next, we performed whole-exome analysis to find that some of the somatic 
mutations detected in bulk cells of MDS/sAML patients are shared in MDS-iPS cell lines but not in 
isogenic normal iPS cell lines. Furthermore, we performed coprehensive gene expression analysis in 
hematopoietic progenitor cells differentiated from MDS-iPS cell lines and isogenic normal iPS cell 
lines, identifying disease-specific expression change.

研究分野：血液腫瘍学、幹細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
予後不良のクローン性造血障害であるMDS/sAMLには病態を再現し解析するモデルが殆どなく、治療法の開発を可
能にするツールが殆どないのが現状である。我々は患者から樹立した複数のMDS-iPS細胞株の網羅的ゲノム解析
と、MDS-iPS細胞から再誘導された造血前駆細胞の分化能・造腫瘍能などの機能解析を組み合わせることによ
り、MDS/sAMLの腫瘍内多様性及び発症・進展機構を明らかした。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
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、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。 
de novo AML では、遺伝子改変などにより有用な白血病マウスモデルが開発され、またヒト白
血病細胞を免疫不全マウスに移植するヒト化白血病マウス系の確立により、白血病幹細胞が同
定されている。一方、MDS/sAML では、病態解明に有用なモデルマウスがなく、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極少数の患者のみである。大多
数の高齢患者では輸血等の対症療法が主体となり、数年内に感染症や臓器不全によって大半が
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/sAML 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 ES細胞と同様に未分化性を維持し
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る。また、同一の症例から樹立した複数の iPS 細胞株を
解析することで MDS/sAML の腫瘍内多様性及び発症・進展機構の解明や、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/sAML 細胞由来 iPS（MDS-iPS）細胞と正常 iPS 細胞で、順次全エキソン又は全ゲ
ノム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(CD45+CD34+CD38-)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や
網羅的エピゲノム解析を行う。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/sAML 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/sAML 病態再現系でスクリーニングして、MDS/sAML 病態を抑制する薬剤/
化合物を同定する。 
 
３．研究の方法 
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（１）MDS-iPS 細胞の作製 
MDS/sAML 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。樹立が困難な核
型や病型の MDS/sAML に関しては，関連施設にも依頼して患者検体を収集し、できるだけ多くの
症例から樹立を試みる。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細胞等を用いて、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、遺伝子解析などで元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/sAML 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, TPO 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、巨核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。さらに免疫不全マウスを
用いた異種移植実験系を用いて、MDS/sAML モデルマウスを作成する。 
（３）MDS/sAML 特異的原因因子の探索 
近年、MDS を対象としたエキソーム解析により、de novo AML とは異なる遺伝子異常が次々に発
見され始めており、治療標的としての可能性など臨床への応用も加速すると期待されている
（Yoshida K et al., Nature 2011;478:64-69）。本研究においては、MDS/sAML 症例の血液単核
細胞及び MDS-iPS 細胞のゲノム DNA を材料に、同一患者の T 細胞、口腔粘膜細胞及び正常 iPS
細胞を対照として、全エキソン・全ゲノムシークエンスを行い、網羅的に遺伝子変異を探索す
る。アリル頻度が低いなどの理由で検出が困難な変異に関しては、既報の MDS 関連遺伝子を標
的としたターゲットリシークエンスを行い、深いカバレッジで解析を行う。遺伝子発現解析や
エピゲノム解析は、造血誘導した後、造血前駆細胞分画（CD43+CD34+CD38-）などでソートして
分画をそろえた上で、MDS-iPS 細胞と正常 iPS 細胞での比較を行う。網羅的ゲノム解析の結果
と（２）で得られた機能解析の結果とを組み合わせる事により、各症例の腫瘍内多様性及びク
ローン進化の評価を行い、MDS/sAML の発症・進展に関わる候補因子を絞り込む。 
（４）新規薬剤スクリーニング 
利用可能な化合物を、上記の MDS/sAML 病態再現系でスクリーニングして、病態を抑制するよう
な薬剤/化合物を選定する。MDS-iPS 細胞から各血球への誘導過程で、薬剤で処理すると、分化
異常の改善や異常クローンの増殖抑制などが期待される。同定された薬剤に関しては、コロニ
ーアッセイ、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、ギムザ染色による形態
学的手法、MTS 細胞増殖アッセイ、（２）の MDS/sAML モデルマウスなどで薬効を評価する予定
である。 
（５）候補因子の機能解析 
（３）で同定した候補因子について、順次 MDS—iPS 細胞に導入もしくはノックダウンして、造
血誘導を行い、分化異常の改善や異常クローンの増殖抑制などの効果を確認する。有望な標的
因子については阻害剤などの探索を開始する。（４）の場合と同じく、コロニーアッセイ、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、ギムザ染色による形態学的手法、MTS 細
胞増殖アッセイや、MDS/sAML モデルマウスなどを用いて評価する予定である。 
 
４．研究成果 
（１）MDS-iPS 細胞の作製：MDS 及び MDS から移行した secondary AML 症例（MDS/sAML）患者
の末梢血及び骨髄の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、FLT3 変異陽性
sAML 症例など複数の症例から MDS-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/sAML と同一の核型を保
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/sAML の病態再現：MDS 症例由来の MDS-iPS 細胞から再分化した造血前駆細胞は、同
一患者由来の正常 iPS 細胞から再分化した造血前駆細胞と比較して、コロニー形成能及び赤血
球系分化能の有意な低下が見られた。sAML 症例由来の MDS-iPS 細胞から分化した造血前駆細胞
では、同一患者由来の正常 iPS 細胞と比較して、顆粒球・単球系コロニー形成能の有意な亢進
が見られ（図１)、免疫不全マウスに生着し致死性の AML を引き起こした。さらに移植したマウ
スの末梢血及び骨髄内に芽球や好中球の過分葉、pseudo-pelger 核異常など、MDS/sAML に合致
した形態異常の所見が認められた（図２）。 



（３）MDS/sAML 特異的原因因子の探索：樹立した MDS-iPS 細胞のうち、sAML 症例由来 MDS-iPS
細胞の全エキソンシークエンスなどを行い網羅的に遺伝子変異を探索し、FLT3 変異を含むいく
つかの MDS-iPS 特異的遺伝子変異を同定した（図３）。また、sAML 症例由来 MDS-iPS 由来造血
前駆細胞の網羅的遺伝子発現解析を行い、疾患で特異的に変動している遺伝子群を同定した。
元の症例の腫瘍内多様性を反映して、MDS-iPS 細胞には FLT3 変異を有する株（FLT3 変異株）と
FLT3 変異を有さない株（FLT3 野生型株）が認められた。各々から誘導した造血前駆細胞をマウ
スに移植したところ、FLT3 変異株由来細胞を移植したマウスでは早期に AML 様病態を呈し死亡
した（図４）。 

（４）新規薬剤スクリーニング：分化誘導系としては、血液前駆細胞を効率良く作成できる胚
様体形成法を選択した。さらに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
最適化を行った。sAML 症例由来 MDS-iPS 細胞から分化した血液細胞株を用いて化合物スクリー
ニングを行い、細胞増殖を抑制するような化合物をいくつか同定した。今後候補化合物の絞り
込みを行う予定である 
（５）候補因子の機能解析：（３）により当該 sAML 症例においては、MDS から sAML への進展に
FLT3 変異が関わっている可能性が高いと考えられたため、FLT3 野生型 iPS 株より誘導した造血
前駆細胞に retrovirus vector を用いて変異型 FLT3 を導入しマウスに移植したところ、白血病
化が著明に促進された。 
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