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研究成果の概要（和文）： 先天性骨髄不全症候群のひとつである重症先天性好中球減少症(SCN)

患者体細胞から iPS 細胞(SCN-iPS 細胞)を樹立した。SCN-iPS 細胞由来骨髄球系細胞は前骨髄

球段階で成熟障害をきたし、SCN の病態をよく再現した。SCN-iPS 細胞由来骨髄球系細胞で

は Wnt3a/-catenin 経路関連遺伝子発現が低下しており、Wnt3a は SCN-iPS 細胞由来骨髄球

系細胞の成熟障害を改善した。以上の結果は、SCN における骨髄球系細胞の成熟障害には

Wnt3a/-catenin 経路の障害が関与しており、本経路を活性化することは SCN 治療となる可

能性が示した。SCN-iPS 細胞は、SCN における白血病発症機構の解明、発症予防法の開発に

有用であると考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）：We established iPS cells from somatic cells of a patient with severe 
congenital neutropenia (SCN), one of congenital bone marrow failure syndrome (SCN-iPS 
cells). Myeloid cells derived from SCN-iPS cells revealed the maturation arrest at a 
promyelocyte stage, reflecting the symptom of SCN patients. The gene expression analysis 

-catenin pathway-related genes, and exogenous 
Wnt3a induced the improvement in the maturation arrest of SCN-iPS cell-derived myeloid 
cells. These results indicated the involvement of -catenin pathway in 
the maturation arrest of myeloid cells in SCN patients and the possibility of novel 
therapies by activating the pathway. In addition, SCN-iPS cells were expected to be useful 
for the investigation into the mechanisms causing the occurrence of leukemia and the 
establishment of the methods to prevent it in SCN. 
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1. 研究開始当初の背景 
(1)重症先天性好中球減少症（SCN）、Fanconi
貧 血 、 Diamond-Blackfan 症 候 群 、
Shwachaman-Diamond 症候群などの先天性骨
髄不全症候群（CBMFS）は、小児に特有の骨
髄不全症で、CBMFS の患者は急性骨髄性白血
病(AML)を非常に高率に発症する。これは、
先天的に有する遺伝子異常を背景として、付
加的遺伝子異常が発生することによって、
AML が発症するためと考えられるが、その発
症のメカニズムはほとんど解明されておら
ず、そのため発症予防法も確立していない。 
 
(2)一方、人工多能性幹細胞（iPS 細胞）は、
皮膚繊維芽細胞などの体細胞から樹立され
る、胚性幹細胞（ES 細胞）と同質の性状を有
する多能性幹細胞である。特に、ヒト iPS 細
胞の樹立法が開発されたことにより、種々の
疾患患者の体細胞から iPS 細胞を樹立し、そ
れらの疾患特異的 iPS細胞からその疾患の主
座となる細胞を分化誘導することにより、そ
の疾患の発生過程を再現し、その病態を解析
することが可能となった。 

 
(3)我々は、これまでにヒト ES 細胞から造血
/血液細胞を分化誘導することに成功した。
また、このヒト ES 細胞の分化誘導法を応用
して、ヒト iPS 細胞から造血/血液細胞を分
化誘導することも可能となった。さらに、
我々はヒト末梢血からの iPS 細胞樹立法も確
立した。そこで、これら技術を融合して、
CBMFS における AML の発症メカニズムを解明
し、その発症予防法を開発することを着想し
た。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、SCN、Fanconi 貧血などの CBMFS
患者体細胞から iPS 細胞を樹立し、これらの
CBMFS患者iPS細胞から造血/血液細胞へ分化
誘導することにより、種々の CBMFS の発生メ
カニズムの分子基盤を明らかにし、これを標
的とする CBMFSにおける治療法を開発するこ
とにより、SCN における AML の発症機序とそ
の予防法の開発に資する。 
 
 
３．研究の方法 
(1)SCN 患者骨髄細胞由来 iPS 細胞の樹立 
まず SCN患者骨髄細胞からストローマ細胞を
培養した。その SCN 患者骨髄細胞由来ストロ
ーマ細胞に、レトロウイルスベクターを用い
て Oct3/4、Sox2、Klf4、c-Myc の 4 遺伝子を
導入することにより iPS細胞の樹立を試みた。
樹立された SCN-iPS 細胞クローンについては、
免疫染色により未分化マーカーの発現、
RT-PCR 法により導入遺伝子のサイレンシン

グ、免疫不全マウスへの移植による奇形種形
成により多分化能を確認した。また、樹立さ
れた iPS 細胞の遺伝子解析を行い、ドナーと
なった SCN 患者と同じ ELANE 遺伝子変異を有
しているかどうかを検討した。 
 

(2)SCN-iPS 細胞から造血細胞への分化誘導 
SCN-iPS 細胞および健常人由来 iPS 細胞をマ
ウス胎仔 AGM 領域由来ストローマ細胞
(AGM-S3 細胞)と共培養することにより、造血
細胞へ分化誘導した後、ビーズ法により CD34
陽性細胞に分画した。 
 
(3)SCN-iPS 細胞由来造血細胞の分化増殖能
の検討 
SCN-iPS 細胞由来 CD34+細胞の分化増殖能を
血液コロニー培養法および液体培養法を用
いて、健常人由来 iPS細胞のそれと検討した。 
 
(4) SCN-iPS 細胞由来造血細胞における遺伝
子発現の検討 
液体培養にて骨髄球系細胞に分化誘導され
た SCN-iPS 細胞および健常人 iPS 細胞由来造
血細胞における遺伝子発現を、網羅的に解析
した後、その解析結果を RT-PCR 法で確認し
た。 
 
(5)Wnt3aのSCN-iPS細胞由来造血細胞から骨
髄球系細胞への分化に及ぼす影響の検討 
SCN-iPS 細胞由来 CD34+細胞の液体培養によ
る分化誘導系に Wnt3aを添加することにより、
その骨髄球系細胞の分化増殖に及ぼす響を
検討した。 
 
 
４．研究成果 
(1 )SCN 患者骨髄細胞由来 iPS 細胞の樹立 
SCN 患者骨髄細胞由来ストローマ細胞に、レ
トロウイルスベクターを用いて Oct3/4、Sox2、
Klf4、c-Myc の 4 遺伝子を導入することによ
り iPS 細胞(SCN-iPS 細胞)を樹立した。樹立
された SCN-iPS 細胞クローンのうち 3クロー
ンを選択し、iPS 細胞であることを確認した。
その結果、免疫染色により、Nanog、Sox2 な
どの未分化マーカーを発現していること、
RT-PCR 法により導入遺伝子のサイレンシン
グが認められたこと、免疫不全マウスへの移
植により 3胚葉からなる奇形種が形成された
ことより、確かに iPS 細胞が樹立されたこと
が確認された。また、樹立された iPS細胞は、
3 クローンともドナー患者と同じ ELANE 遺伝
子変異を有していたことより、SCN 患者由来
の iPS 細胞(SCN-iPS 細胞)が樹立されたと考
えられた。 
 
(2) SCN-iPS 細胞から造血細胞への分化誘導 
SCN-iPS 細胞および健常人由来 iPS 細胞をマ



 

 

ウス胎仔 AGM 領域由来ストローマ細胞
(AGM-S3 細胞)と 12〜14 日共培養すると、い
ずれの iPS細胞からも造血細胞が分化誘導さ
れた。そこで、ビーズ法により、分化誘導さ
れた iPS 細胞から CD34 陽性細胞に分画した。 
 
(3)SCN-iPS 細胞由来造血細胞の分化増殖能
の検討 
SCN-iPS 細胞および健常人由来 CD34+細胞を
血液コロニー培養すると、赤血球系コロニー
および混合コロニー形成能に両者に大きな
差違は認められなかったが、骨髄球系コロニ
ー形成は、SCN-iPS 細胞由来 CD34+細胞のそ
れは健常人 iPS 細胞由来 CD34+細胞と比較し
て著しく減少しており、特に好中球造血はほ
とんど認められなかった。 
 また、液体培養でも、健常人 iPS 細胞由来
CD34+細胞は少なくとも 4 週間は著明に増殖
し続けたが、SCN-iPS 細胞由来 CD34+細胞は
ほとんど増殖しなかった。また、液体培養 26
日目の培養細胞を比較検討してみると、 
健常人 iPS 細胞由来の CD34+細胞では多数の
成熟好中球が認められたが、SCN-iPS 細胞由
来 CD34+細胞ではほとんど成熟した好中球は
認められなかった。 
 以上の結果は、我々の樹立した SCN-iPS 細
胞は、SCN 患者の病態をよく反映していると
考えられた。 
 
(4) SCN-iPS 細胞由来造血細胞における遺伝
子発現の検討 
液体培養にて 2 日間分化誘導された SCN-iPS
細胞 CD34+細胞における遺伝子発現を網羅的
に解析したところ、健常人iPS細胞由来CD34+
細胞と比較して、 -catenin 経路に関
連する遺伝子の発現が著明に低下していた。
このことは、RT-PCR 法でも確認することがで
きた。 
 
(5)Wnt3aのSCN-iPS細胞由来造血細胞から骨
髄球系細胞への分化に及ぼす影響の検討 
SCN-iPS 細胞由来 CD34+細胞の液体培養によ
る分化誘導系に Wnt3aを添加することにより、
分化誘導された SCN-iPS 細胞由来 CD34+細胞
の -catenin 経路の活性化をこころ
みた。その結果、骨髄球系細胞の成熟障害が
改善され、成熟した好中球が分化誘導された。 
 
(6)考察 
以上の結果から、我々の樹立した SCN-iPS 細
胞は、SCN 患者の病態をよく再現しているこ
とが示された。また、SCN における骨髄球系
細胞の成熟障害には -catenin 経路
の障害が関与しており、本経路を活性化する
ことは SCN治療に効果的である可能性が示さ
れた。今後、我々の樹立した SCN-iPS 細胞を
用いて、SCN における AML 発症の分子基盤を

明らかにし、これを標的とする AML の発症予
防法が開発されることが期待される。 
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