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研究成果の概要（和文）：ELANE遺伝子変異を持つ重症先天性好中球減少症(SCN)と周期性好中球減少症(CyN)はともに
先天性骨髄不全症候群の一つである。SCN患者から樹立したiPS(SCN-iPS)細胞は、好中球系への分化抑制を認め、SCNの
病態を反映している。一方、CyNはSCNとは異なり、白血病への進展は認められない。CyN患者から樹立したiPS(CyN-iPS
)細胞は、SCN-iPS細胞とは異なり、健常人由来iPS細胞と同程度の好中球を含む血液細胞が誘導された。以上より、CyN
-iPS細胞とSCN-iPS細胞からの血液細胞への分化誘導を比較することは、SCNの白血病進展機構の解明に有用であると考
えられた。

研究成果の概要（英文）：Severe congenital neutropenia (SCN) and cyclic neutropenia (CyN) are belonged to 
congenital bone marrow failure syndrome (CBMFS). Acute myelogenous leukemia (AML) was sometimes developed 
in the patients with some CBMFS including SCN. No AML occurred in the patients with CyN. To investigate 
the mechanism of AML occurrence, we established iPS cells from the patients (both had mutation in ELANE 
gene region) with SCN (SCN-iPS cells) or CyN (CyN-iPS cells), respectively. Myeloid cells derived from 
CyN-iPS cells revealed that the capability to differentiate into hematopoietic cells including 
neutrophils was almost similar to control iPS cells. SCN-iPS cells showed decreased capability into 
neutrophils, reflecting the disease status of SCN patients. To compare the mechanism of hematopoietic 
differentiation from SCN- and CyN-iPS cells was expected to be useful to analyze the mechanism of the 
onset of AML and treatment of these AML.

研究分野： 小児血液

キーワード： 先天異常学
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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: severe 

congenital neutropenia)、Fanconi 貧血、

Diamond-Blackfan 症候群、

Shwachaman-Diamond 症候群などの先天性骨

髄不全症候群では、白血病を非常に高率に発

症する。これは、先天的に有する遺伝子異常

を背景として、新たな遺伝子異常が付加され

ることにより、白血病に進展すると考えられ

ている。しかし、その発症の詳細なメカニズ

ムについてはほとんど解明されていない。そ

のため、有効な治療法も同種造血幹細胞移植

以外確立されていない。一方、同じような遺

伝子異常の背景を持っているにもかかわら

ず、白血病を発症しない先天性骨髄不全症候

群も知られている。  

 

（２）ヒト人工多能性幹細胞（iPS 細胞）は、

リプログラミングによりもたらされる多能

性幹細胞であるため、種々の体細胞から iPS

細胞を樹立することが可能である。このこと

から、ある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

の疾患の異常を来した細胞に分化誘導する

ことでその疾患を再現することができる。こ

のことにより、その疾患の発生過程を再現し、

その病態のメカニズムを解析することでき

ると考えられる。 

 

（３）我々は、これまでにヒト ES 細胞や iPS

細胞をマウスストローマ細胞と共培養する

ことにより、造血/血液細胞を分化誘導させ

る方法を確立している。そこで、先天性骨髄

不全症候群患者から iPS 細胞を樹立し、血液

細胞への分化誘導法を応用することで、白血

病の発症メカニズムを解明し、その治療法を

開発することを検討した。 

 

２．研究の目的 

本研究では先天性骨髄不全症候群の患者体

細胞を用いて iPS 細胞を樹立し、マウス胎仔

aorta-gonad-mesonephros (AGM)領域由来ス

トローマ細胞である AGM-S3 細胞との共培養

により、iPS 細胞から造血/血液細胞を分化誘

導する。特に SCN に着目し、先天性骨髄不全

症候群の中でSCNと同じ遺伝子異常が認めら

れる周期性好中球減少症(CyN: cyclic 

neutropenia)では白血病の発症が認められ

ないことより、周期性好中球減少症患者から

iPS 細胞を樹立して、この両者の血液細胞へ

の分化誘導過程を比較検討することで、白血

病発症の機序を検討する。 

 
３．研究の方法 

（１）疾患特異的 iPS 細胞の樹立 

SCN 患者骨髄細胞からの iPS 細胞はすでに樹

立されてある iPS 細胞（SCN-iPS 細胞）を用

いた。 

新たに周期性好中球減少症患者骨髄細胞か

らストローマ細胞を分化誘導し、培養中のス

トローマ細胞にセンダイウィルスベクター

を用いて Oct3/4、Sox-2、Kfl-4、c-Myc の４

つの遺伝子を遺伝子導入することで、iPS 細

胞を作製した。作製した iPS 細胞についてそ

の性状を解析した。 

 

（２）iPS 細胞からの血液細胞への分化誘導 

SCN-iPS 細胞、CyN-iPS 細胞と健常人由来の

iPS 細胞を我々が樹立したマウス胎仔 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、血液細胞へ分化誘導を開

始し、その後、CD34 陽性細胞を分離して、さ

らに血液細胞への分化能を検討した（我々は

ES細胞やiPS細胞をこのマウスストローマ細

胞（AGM-S3 細胞）との共培養することにより、

種々の血液細胞へ分化誘導できることを報

告している）。また、液体培養培地にサイト

カインを添加して好中球分化増殖能を検討

した。 

 



４．研究成果 

（１）SCN-iPS 細胞は以前に Oct3/4、Sox-2、

Kfl-4、c-Myc の４つの遺伝子を遺伝子導入す

ることで、樹立している。また、患者本人と

同じ好中球エラスターゼ（ELANE）遺伝子変

異を有していることも確認されている。今回、

周期性好中球減少症患者骨髄細胞からスト

ローマ細胞を分化誘導、骨髄ストローマ細胞

にセンダイウィルスベクターを用いて

Oct3/4、Sox-2、Kfl-4、c-Myc の４つの遺伝

子を遺伝子導入することで、iPS 細胞を作製

した。今回作製した CyN-iPS 細胞のうち３ク

ローンを選んで以下の検討を行った。今回作

製した CyN-iPS 細胞３クローンとも、ウィル

スの残存はなく導入遺伝子のサイレンシン

グか確認された。また Nanog や Oct3/4 など

の未分化マーカーが発現していることが確

認できた。次に今回樹立したCyN-iPS細胞が、

患者本人と同じELANE遺伝子変異を有してい

ることを確認した。以上のことから、周期性

好中球減少症患者由来のiPS細胞が樹立でき

たと考えられた。 

 

（２）我々が開発したマウス胎仔 AGM 領域由

来ストローマ細胞（AGM-S3 細胞）と iPS 細胞

の共培養による血液細胞への分化誘導法に

従い、SCN-iPS 細胞、CyN-iPS 細胞と健常人

由来の iPS 細胞をそれぞれ AGM-S3 細胞と１

２−１４日間共培養すると、敷石上の細胞集

団（cobblestone 領域）が確認され、それぞ

れのiPS細胞から造血細胞への分化誘導が確

認された。ここで細胞を回収して、磁気ビー

ズ法を用いてヒト CD34 陽性細胞を分離し、

血液細胞コロニー形成や液体培養を施行し

た。ビーズ法にて分離した CD34 陽性細胞を

用いて SCF+FP6+IL-3+G-CSF+GM-CSF+TPO+Epo

存在下でのコロニー形成を比較すると、骨髄

球系コロニー形成は SCN-iPS 細胞では

CyN-iPS 細胞やコントロール由来の iPS 細胞

に比べて著名に減少しており、形成される骨

髄球系コロニーも小さいものがほとんどで

あった。また、G-CSF のみを添加した場合に

形成される顆粒球コロニーはSCN-iPS細胞で

は著明に抑制され、ほとんど形成されなかっ

たが、コントロールと CyN-iPS 細胞から形成

される顆粒球コロニーにはほとんど差がな

く、G-CSF に対する反応はコントロールと同

程度と考えられた。一方、赤芽球や混合コロ

ニー形成は３者の間で大きな差は認められ

なかった。このことから SCN-iPS 細胞と異な

りCyN-iPS細胞はコントロールと同等のコロ

ニー形成能を有していると考えられた。 

次に、同様にビーズ法にて分離した CD34 陽

性細胞を SCF+FP6+IL-3+G-CSF+TPO 存在下で

２週間液体培養を行い、好中球系への分化誘

導を比較すると、SCN-iPS 細胞由来の細胞は

ほとんど細胞数が増加しないが、CyN-iPS 細

胞由来の細胞は約６０倍とコントロールと

同程度の増加を認めた。このことから、

SCN-iPS 細胞では好中球分化はかなり抑制さ

れているが、CyN-iPS 細胞はコントロールと

同程度の好中球分化能を有していると考え

られた。 

 

（３）今回形成された CyN-iPS 細胞を用いた

解析では、SCN-iPS 細胞とは異なり、コント

ロールと同程度の好中球分化能を含めた造

血細胞への分化能を有していると考えられ

た。SCN-iPS 細胞とは異なった性状により、

周期性好中球減少症は同じELANE遺伝子変異

を持っているにもかかわらず、白血病を発症

しない可能性が考えられる。今後、SCN-iPS

細胞と CyN-iPS細胞から血液細胞を分化誘導

してその過程で発現される遺伝子を比較す

ることにより、ELANE 遺伝子変異とは別の重

症先天性好中球減少症や周期性好中球減少

症の病態に関与する遺伝子の発見や重症先

天性好中球減少症の白血病発症機構の解明

とその治療法の開発に寄与するものと期待

される。 
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