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研究成果の概要（和文）：先天性好中球減少症（SCN）は種々の遺伝子異常で発症する多様な疾患群であり，責
任遺伝子と病態との関係の詳細が明らかでない。最も頻度の高い好中球エラスターゼ遺伝子変異SCNの病態解明
を，患者由来のiPS細胞の樹立後，骨髄顆粒球系細胞への分化誘導を行い，前骨髄球での早期アポトーシス細胞
の増加を明らかとした。患者骨髄での成熟障害に一致する所見であった。遺伝子編集から，好中球エラスターゼ
をノックアウトすることで，正常人由来iPSと同様に，好中球への分化が認められたことから，変異エラスター
ゼが骨髄顆粒球系細胞の増殖分化を阻害することが，本症の病因として重要な役割を果たしている可能性が示唆
された。

研究成果の概要（英文）：Severe congenital neutropenia (SCN) consists of several gene mutations.  In 
this study, iPS cells were established from SCN patients with neutrophil elastase (ELANE) gene 
mutation.  The iPS-SCN differentiated into myeloid cell showed the increase of early apoptotic 
cells, suggesting the maturation arrest of promyelocytes-myelocytes of bone marrow in SCN patients. 
 When ELANE was knocked-out by gene editing technique, normal neutrophil maturation was observed in 
iPS-SCN as well as in normal iPS.  These results suggest that  abnormal ELANE in myeloid cells may 
play an important role in disturbing the proliferation and maturation of myeloid cells to 
neutrophils.

研究分野：小児血液
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研究成果の学術的意義や社会的意義
先天性好中球減少症は病因，治療法が確立されていない遺伝性希少疾患である。現段階における唯一の根治療法
は造血幹細胞移植であるが，疾患の病因を解明することで，新規治療法の開発が可能となる。本研究は，患者さ
んの骨髄細胞から樹立した疾患特異的iPS細胞を樹立し，遺伝子編集技術を応用してその病因解析と治療法開発
を目的とした。患者さんからの骨髄細胞を用いた研究には限界があり，疾患特異的iPS細胞の樹立と利用は研究
範囲の拡大に繋がる。また，遺伝子編集技術は根治療法の開発の可能性ももたらすことから，本研究の手法は多
くの遺伝性疾患の病因解析，治療開発に有用な研究手段であることが示唆された。

※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 

食細胞異常の先天性好中球減少症（SCN）は種々の遺伝子異常で発症する多様な疾患群であり，

責任遺伝子と病態との関係の詳細が明らかでない。最も頻度の高い好中球エラスターゼ遺伝子

（ELANE）変異が同定される SCN においても，ELANE 変異が骨髄系細胞の成熟障害にいたる機序

は不明である。患者さんからの骨髄検体だけでは十分な解析が不可能であることも研究が進ま

ない一因であるため，患者骨髄細胞から，疾患特異的 iPS 細胞（SCN-iPS）を樹立し，iPS 細胞

からの造血系，骨髄顆粒球系，好中球分化への培養技術を導入し，正常人から樹立した iPS 細胞

（正常 iPS）との比較検討から病態解析を施行している。本研究では樹立 iPS 細胞に対して，ゲ

ノム編集技術を導入することで，疾患の病態モデルを iPS 細胞から作成し，SCN 患者骨髄細胞で

認められている知見と同様な結果を得ることが可能となれば，in vitro での解析が急速に進展

すると考えている。ゲノム編集技術の iPS 細胞ヘの導入は，本対象疾患のみならず，遺伝性（先

天性）血液，免疫系疾患の病態解析に発展させることが可能となり，応用範囲の広い研究技法で

ある。 

 

２．研究の目的 

ゲノム編集技術と疾患特異的iPS細胞を利用し，疾患責任遺伝子を正常iPSに導入することで，

疾患の病態モデルを iPS 細胞から作成し，病因，病態解析を進めることである。同定されている

遺伝子変異と病態との関係を in vitro で証明し，SCN では主として骨髄前駆細胞レベルでの成

熟障害が好中球減少の本質と考えられているので，骨髄顆粒球系細胞の増殖・分化の培養から，

病態の反映を試みる。同時に，健常人由来と患者由来 iPS での差異を明らかとし，細胞死（細胞

寿命）に関する検討を行う。従来の患者骨髄細胞からではサンプル採取に限界があり，網羅的解

析が不可能であったので，正常 iPS，患者 iPS，変異導入 iPS 細胞を比較することが可能となる。 

また，iPS 細胞を利用したゲノム編集技術の導入と確立から，ゲノム編集の標的細胞を造血幹

細胞レベルで実現することである。先天性骨髄不全症，ならびに原発性免疫不全症では造血幹細

胞移植が根治療法として利用されているが，造血幹細胞レベルでのゲノム編集が可能となると，

造血幹細胞移植に代わる根治療法として，新しい遺伝子修復技術を用いた，新規自家細胞移植療

法に発展させることが可能になると考えられる。 

 

３．研究の方法 

上記の研究遂行にあたっての具体的研究方法は以下に示す。すべて樹立されている正常 iPS な

らびに SCN-iPS を利用する。 

① iPS 細胞の造血系，骨髄顆粒球系，好中球系への in vitro での培養系の確立:すでに培養系

に必要なサイトカインあるいは feeder 細胞の必要性は検討済みであり，安定した培養系を樹立

することである。 

② 正常 iPS に対して患者由来 ELANE 変異をゲノム編集し，導入：ゲノム編集は Crisper-cas9 系

と TALEN 系で試みており，同時に SCN-iPS に対しても修復ゲノムの導入を行う。 

③ 上記で編集された iPS 細胞での骨髄顆粒球系細胞の増殖分化能と好中球産生能を詳細に検討

する。変異導入正常 iPS 細胞からの，患者骨髄で認められている成熟障害の再現とゲノム編集で

修正された SCN-iPS での正常に近い好中球産生を確認する。 

④ 変異導入正常 iPS 細胞からの骨髄顆粒球系前駆細胞を FACSaria でソーティング，enrich，



RNA sequence にて，遺伝子発現を網羅的に解析し，標的遺伝子あるいは分子を抽出する。これ

らの標的分子と好中球エラスターゼとの関係を検討し，増殖分化能，細胞生存に必須な分子の絞

り込みと，これらの分子の好中球産生に対する役割を検討する。 

⑤ 正常骨髄 CD34 陽性細胞に対してゲノム編集での変異遺伝子導入と患者由来骨髄 CD34 陽性細

胞に対してゲノム編集での遺伝子修復を行う。両者の細胞を in vitro での骨髄顆粒球系細胞の

増殖分化，好中球産生を検討することで，SCN の病態の再現と，SCN での成熟障害の改善を検証

する。 

 

４．研究成果 

① 正常人ならびに先天性好中球減少症患者の骨髄細胞から，iPS 細胞を樹立し，造血幹細胞か

ら骨髄顆粒球系細胞への分化の検討を行った。各種サイトカインと feeder 細胞の有無を検討

し，骨髄顆粒球系細胞の各分化段階における細胞を FACSAria でソートを行い，細胞表面分子マ

ーカーを解析することで，健常人と患者由来 iPS 細胞での比較検討をした。成熟障害を示す，

患者由来 iPS 細胞では分化が不十分であることと細胞表面分子の発現に差が認められた。 

② 骨髄顆粒球系分化段階における細胞群における細胞死の検討を行った。細胞死マーカーであ

る Annexin V と PI 染色から各分化段階にある細胞を FACS にてソート後染色を行い，その頻
度を比較した。SCN由来骨髄顆粒球系前駆細胞では正常人と比較して有意に早期アポトーシス
細胞の割合が増加していた。この事実は，患者骨髄で認められる前骨髄球と骨髄球間での成熟
障害に一致した所見であることから，SCNの病態の一部が骨髄顆粒球系細胞，特に前骨髄球の
細胞寿命の短縮に起因していることが推測された。同時に，iPS 細胞からの細胞分化，培養系
において，患者骨髄所見の反映が可能であることが明らかとなり，SCN患者由来の iPS 細胞を
疾患特異的 iPS 細胞として種々の面で利用できる可能性が示唆された。 
③ 次に，SCN由来 iPS 細胞をゲノム編集技術から，ELANEを完全にノックアウトした細胞
を作製し，上記と同様な解析を行ったところ，患者由来細胞において，正常人由来細胞とほぼ
同等な増殖分化が認められた。また正常人由来細胞においても ELANEノックアウトにより，
好中球減少が認められない事実が報告されており，ELANE変異 SCNにおける好中球減少の原
因として，変異好中球エラスターゼが異常な蛋白分解を促進し，早期細胞死を誘導している可
能性が示唆された。現在，変異好中球エラスターゼの標的となる蛋白とその分解機序の解明に
取り組んでいる。これらの結果から，患者骨髄細胞の分化，細胞寿命に必須の蛋白が変異エラ
スターゼによる過剰分解された結果，細胞死が促進される可能性が推測されることから，骨髄
顆粒球系細胞分化に必須の蛋白同定が可能となるであろう。この蛋白同定は骨髄顆粒球系細胞
の増殖分化に利用でき，好中球減少症の治療薬開発に繋がることが期待される。 
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