
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１１３０１

基盤研究(C)

2014～2011

ＮＯＧマウスを用いたＷＩＰ欠損症およびＷＡＳＰ異常症の発症機構と分子病態の解明

Study on molecular pathogenesis of X-linked neutropenia and WIP deficiency by using 
NOG mice and human myeloid cell line.

６０３７２３１４研究者番号：

笹原　洋二（Sasahara, Yoji）

東北大学・医学（系）研究科（研究院）・准教授

研究期間：

２３５９１５２８

平成 年 月 日現在２７   ５ ２２

円     4,000,000

研究成果の概要（和文）：ヒトCD34陽性造血幹細胞への恒常的活性化変異WASPおよび変異WIP遺伝子導入とヒト化NOGマ
ウスを用いた実験系による、X連鎖好中球減少症の発症機構およびWIP欠損症の発症機構の解析を進めたが、遺伝子導入
効率が悪く中止せざるを得なかった。そのため、骨髄球系細胞株K562を用いた実験系に変更した。
その結果、WASPは一部細胞核内に局在すること、RNAポリメラーゼIIと複合体を形成して遺伝子転写制御因子として機
能すること、骨髄球系細胞の分化に重要な遺伝子発現調節に関与し、特にG-CSF受容体やRUNX1の転写を制御することを
見出し、X連鎖好中球減少症発症機序の重要な要因であることを提唱した。

研究成果の概要（英文）：Rare gain-of-function mutations in the WASP gene are known to result in X-linked 
neutropenia (XLN). We first tried transdution of mutant WASP and WIP genes into CD34 positive human 
hematopoietic stem cells. However, transduction efficiency was very low. Therefore we next performed 
experiments by using myeloid cell line K562.
We reported that a part of WASP localized in the nucleus and a tendency of activating WASP mutants to 
localize in the nucleus more than WT. We found that WASP could form a complex with RNA polymerase II. To 
determine whether gene transcription was affected by WASP mutants in myeloid cells, we performed 
microarray analysis and found different expression profiles between WT and L270P WASP-transfected K562 
cells. Among the genes affected, granulocyte colony-stimulating factor receptor(G-CSFR) and Runx1 were 
included. Therefore, our results suggested that open conformation of WASP would contribute to the outcome 
of myeloid cell differentiation and pathogenesis of XLN.

研究分野： 小児血液腫瘍学、原発性免疫不全症
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１．研究開始当初の背景 
近年、免疫不全マウスにヒト造血細胞·免

疫担当細胞を移植することにより、造血·免
疫系を解析する研究が精力的に推進されて
いる。その際のレシピエント免疫不全マウス
として脚光を浴びているのが、東北大学にて
世界に先駆けて遺伝子が単離され、独自に作
製されたIL-2Rγc-KOマウスより開発された
NOD/Shi-scid/IL-2Rγc KO マウス（NOG マウ
ス）である。当研究室では、東北大学免疫学
分野との共同研究により、既に正常ヒト CD34
陽性造血幹細胞をNOGマウスに移植すること
により、ヒトの造血·免疫系の構築がマウス
内で再現できることを報告した（Watanabe Y, 
et al, Int. J. Immunol., 2010)。 
研究代表者は大学院生時よりX染色体連鎖

性原発性免疫不全症である Wiskott-Aldrich
症候群（WASP 異常症）の研究に従事してきた。
特に WASP 結合蛋白質（WASP-interacting 
protein: WIP）については、機能解析やノッ
クアウトマウスの表現型の解析から、WIP 独
自の機能と共に、WIP は WASP 蛋白質の安定性
に重要な役割を果たすことを報告した
（Sasahara Y, et al, Mol. Cell, 2002; 
Sasahara Y, et al, Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA., 2007,他）。その後、平成 20-22 年度基
盤 Cの研究成果により、T細胞における WASP
蛋白質分解の分子機構とWIPの重要性を示し
た解析結果をまとめ  (Watanabe Y and 
Sasahara Y, et al, J. Allergy Clin. 
Immunol., 2013)、新規 WAS 病型(WIP 欠損症)
の分子病態の理解に貢献している。 
最近、恒常的活性化変異 WASP は X 染色体

連 鎖 性 好 中 球 減 少 症 (X-linked 
neutropenia:XLN)の原因となることが報告
された（Devriendt K, et al, Nat. Genetics, 
27(3), 313-317, 2001）。しかし、恒常的活
性化変異 WASP においてなぜヒト骨髄球系に
分化異常が生じ、XLN を発症するのかは完全
には解明されていなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、これまで研究成果をより深め、

臨床に還元できる研究内容に発展させるた
めに、ヒトCD34陽性造血幹細胞へのWIP、WASP
変異遺伝子の導入とヒト化NOGマウスおよび
ヒト骨髄球系細胞株を用いた実験系により、
以下の点を解明することを目的とした。 
(1) 変異 WIP 導入による新規 WAS 病型（WIP
欠損症）の発症機構と分子病態の解析 
(2) 恒常的活性化変異 WASP による X 染色体
連鎖性好中球減少症の発症機構の解析 
特に、ヒト造血系での骨髄球系分化異常の

解析とその要因を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1） 変異 WASP および WIP 遺伝子のヒト CD34
陽性造血幹細胞への導入 
レトロウイルスベクター（含 IRES-GFP）に

ヒト正常 WASP を挿入した発現ベクターは作

製済であった。このベクターには発現細胞を
sorting するために GFP が付加されている。
この WASP 部位をヒト変異 WASP, WIP cDNA に
置換し、変異 WASP,WIP 発現ベクターを構築
する。臍帯血バンクより、研究用として入手
可能なヒト臍帯血より分離した CD34 陽性造
血幹細胞を IL-6、SCF、TPO、Flt3L 存在下に
48 時間培養後、作製したウイルスベクターを
感染させる。 
（2）ヒト骨髄球系細胞株 K562 を用いた恒常
的活性化変異 WASP による X 染色体連鎖性好
中球減少症の発症機構の解析 
恒常的活性化変異 WASP 発現ベクターを構

築する。特に、X 連鎖性好中球減少症の病態
解析として重要な骨髄球系の分化異常を中
心に解析した。発症機構モデル系として、
WASP を発現していないヒト骨髄球系細胞株
K562 を用いた。 
 
４．研究成果 
(1）変異 WASP および WIP 遺伝子のヒト CD34
陽性造血幹細胞への導入 
ヒト CD34 陽性造血幹細胞への恒常的活性

化変異 WASP および変異 WIP 遺伝子導入とヒ
ト化 NOG マウスを用いた実験系による、X 連
鎖好中球減少症の発症機構およびWIP欠損症
の発症機構の解析を進めた.レトロウイルス
ベクター系の実験系を用いて行ったが、当初
の予測よりも遺伝子導入効率が極めて悪く、
その後の実験への進展と解析が不可能であ
った。そのため、以降の研究は骨髄球系細胞
株 K562 を用いた実験系に変更することとし
た。 
（2）骨髄球系細胞株 K562 を用いた恒常的活
性化変異 WASP による X 染色体連鎖性好中球
減少症の発症機構の解析 
骨髄球系細胞株 K562 を用いた実験では、

研究目的を達し得る結果を得ることができ
た。解析の結果から、以下の成果を得ること
ができた。 
①WASP は野生型、恒常的活性化変異型ともに
一部細胞核内に局在すること、その割合は恒
常的活性化変異型の方が有意に多かったこ
と（図 1）。この結果は、Cos7 細胞および K567
細胞の両細胞株で同様の結果であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 図１ 野生型および恒常的活性化変異

WASP の細胞内局在比率 



 
②恒常的活性化 WASP は、Cos7 細胞において
発現させると、Src チロシンキナーゼによる
チロシンリン酸化を野生型よりも強く受け
る。そのために、アクチン重合化定量を指標
とした活性化も亢進していた（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  図 2 Cos7 細胞において恒常的活性化変異 
   WASP は野生型よりもアクチン重合化  
   を亢進させる 
 
③WASP は細胞核内にて RNA ポリメラーゼ II
と共局在し、複合体を形成して遺伝子転写制
御因子として機能すること（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
   図 3 WASP と RNA ポリメラーゼ II は細胞

核内にて共局在する 
 
④骨髄球系細胞の分化に重要な遺伝子発現
調節に関与すること、遺伝子発現調節を受け
る遺伝子群のうち特に G-CSF 受容体と RUNX1
遺伝子において転写量が制御されているこ
とを見出し、これらが X連鎖好中球減少症発
症機序の重要な要因であることを提唱した
（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

  図 4 ChIP on Chip 法による WASP による
G-CSFR と RUNX1 遺伝子発現調節機構の
解析 

 
これらの結果を英文論文としてまとめ、投

稿し受理された（Looi CY and Sasahara Y, et 
al, Int.Immunol.,2014）。 
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