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研究成果の概要（和文）：本研究は、患者由来iPS細胞を用いることで、十分量の顆粒球系細胞が入手できないという
従来の問題点を克服し、好中球減少に至る分子病態のの基盤を明らかにすることを目的としている。
健常者コントロール、SCN（重症先天性好中球減少症）由来、CyN（周期性好中球減少症）由来のiPS細胞を樹立し、血
清および支持細胞フリーでのiPS細胞から血液細胞、さらに顆粒球系細胞への分化誘導法を確立した。SCN-iPSにおいて
はCD34陽性細胞のコロニー形成能や細胞増殖能が不良であり、早い分化段階からの障害が好中球減少の重症化を引き起
こすことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：　We established iPS cells derived from health donor (WT-iPS), severe congenital 
neutropenia (SCN), and cyclic neutropenia (CyN). And we established differentiation therapy from iPS 
cells to hematopoietic stem cells and granuloccytes without serum and feeder cells.
　The colony formation and cell proliferation of CD34 positive cells derived from SCN-iPS were decreased 
compared with WT-iPS or CyN-iPS, suggesting the possibility that the ability of hematopoiesis and 
proliferation were impaired in the early stage of hemoangiogenic progenitor. There were no definite 
difference in the cell localization of elastase and the expression of BIP protein between SCN-iPS, 
CyN-iPS and WT-iPS. These date suggest that the impairment in the early proliferation stage cause the 
severe neutropenia.

研究分野：血液
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１．研究開始当初の背景 

重症先天性好中球減少症（SCN）は、乳児

期からの反復する重症細菌感染症を伴う慢性

好中球減少症であり、前骨髄球、骨髄球での

成熟障害を特徴とする。1999年に好中球エラ

スターゼ(neutrophil elastase: NE)をコード

する ELANE 遺伝子のヘテロ接合性変異が、

2007年に HAX1（HCLS1-associated protein 

X-1）遺伝子のホモ接合性変異が SCN の原因

として同定され、現在のところこの２つの遺

伝子における異常が SCN の原因の大部分を

占めている。われわれは本邦の SCN、CyN

患者において ELANE、HAX1 遺伝子変異を

約 50例同定している。 

SCN をひきおこすメカニズムは明らかに

なっていない。ELANE変異 SCN で現在考え

られている病態としては、①NE のタンパク

輸送が障害され細胞膜に偏位しアポトーシス

を誘導することで骨髄顆粒球系前駆細胞の成

熟障害をきたしている説、②ELANE 変異蛋

白が細胞内に蓄積することによるフォールデ

ィング病とする説、③ELANE mRNA の低下

による分化障害が原因とする説、等があるが

一致した見解には至っていない。最近 HAX1

が G-CSF 刺激のシグナル伝達において重要

な役割を果たしている可能性が指摘されてお

り、病態解明が期待されているが、いぜん謎

の部分も多い。 

 病態解析が進まない最大の原因は解析すべ

き顆粒球系細胞が十分得られないことである

が、具体的には、①患者から採取できる多核

球細胞が少ないうえに、そのなかには好中球

だけではなく反応性に増加した好酸球が多く

含まれる、②変異 ELANE ノックインマウス

では疾患の再現ができない、③タンパク発現

実験の多くは非顆粒球系細胞で行われており

実際の顆粒球系細胞内での病態を反映してい

ない、などがあげられる。また、同じ ELANE

の変異でありながらその変異部位により、表

現型が SCNと CyNとなることが現在判明し

ているが、表現型が異なる原因ははっきりし

ていない。 

 

２．研究の目的 

本研究は iPS細胞を用いることにより、“十

分量の顆粒球系細胞が入手できない”という

従来の問題点を克服するという点で、革新的

かつ独創的な研究と考えられる。iPS細胞と

いう技術的な breakthrough を利用して、こ

れまで解析が困難であった SCN の病態解析

を簡易化することで、SCNの分子基盤の新た

な側面が明らかにすることを目的とする。本

研究により分子病態が明らかとなればそれら

を targetにした創薬にもつながる可能性を有

しており意義があると研究と考えられる。 

 

３．研究の方法 

（１）概要 

SCN（ELANE変異）、CyN（ELANE 変異）

由来 iPS細胞を樹立する。これら iPS細胞よ

り骨髄顆粒球系細胞に分化誘導する系を確立

する。その後、健常者および患者由来の iPS

細胞から骨髄顆粒球系細胞への分化課程での

異常の有無を検討する。分化誘導後の顆粒球

系細胞を用いて、関連遺伝子の発現を qPCR

で検討（ELANE, Bip etc）、NE の局在の検

討（位相差顕微鏡、ウエスタンブロット）、ア

ポトーシスアッセイ（FACS）などを行う。こ

れらの実験結果を、異なった遺伝的背景を有

する患者、健常者で比較することで好中球減

少症分子病態の基盤を明らかにする。 

（２）iPS 細胞から顆粒球系細胞への分化培



養系の確立 

iPS細胞をマウス由来AGM-3S feeder細胞

と共培養し、造血系にコミットさせ、FACS 

Ariaにて CD34陽性細胞に純化する。その後

CD34 陽性細胞を各種サイトカイン（SCF、

IL-3、GCSF、FLAT3、FP6 など）を用いて

顆粒球系細胞に分化・増殖させる。サイトカ

インの種類や量、培養日数、feeder 細胞等を

工夫し顆粒球分化の最適の条件を見出す。誘

導で得られた顆粒球は、形態学的評価、フロ

ーサイトメトリーによる表面抗原 (CD13, 

CD33, CD15, CD16, CD11b など)の解析、細

胞内 MPO 染色、活性酸素産生能などにより

多角的な評価を行う。 

（３）顆粒球系細胞での分子病態解析 

 SCN の病態の特徴は、骨髄の前骨髄球での

maturation arrestである。そのためわれわれ

はどの分化段階で critical な障害が生じてい

るかを調べるために、iPS 細胞から顆粒球へ

分化する過程の、造血幹細胞レベル、前骨髄

球レべル、それ以降の骨髄球～顆粒球レベル

の 3 段階の細胞にて解析を行う。これら 3 段

階の細胞はそれぞれ細胞表面マーカーにより

FACS Ariaにて sortingすることで純化する。

われわれは骨髄から得られた CD34 陽性細胞

からの培養では上記 3 段階に純化できること

を確認している。WT-iPS、 SCN-iPS、

CyN-iPSの 3種類の細胞をそれぞれ 3段階の

分化過程において、NE の局在の解析、Bip、

ELANE、LEF-1、CEBPなどの発現解析、

アポトーシス解析などを行い、相違を明らか

にする。 

 

４．研究成果 

（１）iPS 細胞の樹立および血液幹細胞、顆

粒球系細胞への分化誘導 

健常者コントロール、SCN（重症先天性好

中球減少症）由来、CyN（周期性好中球減少

症）由来の iPS 細胞を樹立した。当初は支持

細胞存在下での iPS 細胞から血液幹細胞への

分化誘導をおこなっていたが、支持細胞によ

って iPS 細胞の分化効率にかなりのばらつき

を認め、さらに最終的な好中球への分化に至

らなかった。分化効率に差を認めていたが、

それが支持細胞の違いによる分化障害なのか、

遺伝子変異によるものなのかの検証が困難で

あった。そのため分化誘導法を見直した。最

終的には血清および支持細胞フリーでの iPS

細胞から血液細胞、さらに顆粒球系細胞への

分化誘導法を確立した。 

 

（２）分化培養（CD34～骨髄球段階） 

 iPS 細胞から CD34 陽性血液幹細胞に分化

させた後、そのコロニー産生能や細胞増殖能

を解析した。 granulocyte colony および

granulocyte-macrophage colonyともに SCN

では低下がみられたが、CyN においてはほぼ

WT と同様のコロニー形成能を認めた（A）。

液体培養系では、CyNは WTとほぼ同様に経

過するが、SCN の細胞数の増加は緩やかで，

10日目では SCNの細胞数は CyNの 1/3にと



どまっていた（B）。SCN-iPS において WT

や CyNと比較してコロニー産生能（A）や細

胞増殖能（B）が不良であった。このことか

ら SCN においては造血幹細胞レベルにおい

て造血能や分化能が障害されていることが示

唆された。 

 

 

（３）分化培養（骨髄球～顆粒球） 

 培養７日目では，前骨髄球や骨髄球といっ

た骨髄前駆細胞の割合は，WTでは 20%であ

るのに対し，CyNと SCN では 50〜60%を占

めていた。CyN や SCNでは細胞質にいくつ

もの空胞を形成した細胞（＝空胞形成細胞）

や，核や細胞質が濃く染まり，細胞質には大

きな顆粒を伴う細胞（＝死細胞）が見られた。

10日目には，WTではほぼすべての細胞が後

骨髄球以降の成熟細胞であるのに対し，CyN

では成熟細胞は全体の 30%で，SCN では全体

の 10%しかみられなかった。

 

 

（４）好中球エラスターゼ（NE）局在 

免疫蛍光染色により NE の発現について検討

した。WT では細胞質全体に均一に NE がみ

られるのに対し，SCN では細胞質に小さな顆

粒状に集まった NEが多くみられ，CyN では

顆粒状の NEと均一な NE両方がみられた。 

 

 

（５）アポトーシス解析 



 好中球分化誘導開始から 10 日目に，

apoptosisのマーカーである Annexin Vの発

現を FACSで解析した。CyN は SCN と比べ

て apoptosis を起こしている細胞割合は少な

かった。 

 

（６）結果のまとめ、考察 

CyN は 21 日の周期で好中球の減少を繰り

返す。周期的に好中球減少が起こる原因はま

だ明らかになっていないが，成熟した好中球

の寿命が何らかの原因で短くなっており，そ

れを補うために未熟な骨髄前駆細胞が増える

が，成熟細胞の減少に骨髄前駆細胞の産生が

追いつけなくなり，好中球が減少してしまう

ことが，周期的な減少を引き起こしている可

能性が推測される。好中球分化誘導で 10日目

までの細胞数の推移が WT と同様の経過であ

り，細胞数は正常と変わらないが，その成熟

割合をみると，WTと CyNでは骨髄前駆細胞

と成熟細胞の比率が異なり，CyN では骨髄前

駆細胞の占める割合が増加していた。生体内

において好中球減少期以外は成熟細胞の割合

が増えることからも成熟障害の所見はなく，

骨髄前駆細胞の産生と成熟細胞の寿命のバラ

ンスが崩れることが好中球減少期が存在する

原因ではないかと思われる。一方，SCN では，

前骨髄球までの段階で成熟が障害され，成熟

早期の段階で細胞が死んでしまうことが分か

っており，実際に細胞数が少なく，骨髄前駆

細胞の割合が多いことも確認できた。両者は

同じ ELANE の変異であるが，表現型だけで

なく，好中球減少の病因・機序が異なってい

ると考えられる。CyN患者の骨髄細胞を用い

た colony assay においても，コロニー数は健

常人とあまり変わりなく，未熟な骨髄前駆細

胞が多くみられることが確認されている。iPS

細胞を用いた今回の実験系はほぼ同様の結果

が得られており，患者骨髄細胞の再現ができ

ているといえる。 

免疫蛍光染色での NEの存在様式は WTと

両疾患 iPSでは異なっていた。CyN，SCN と

もに細胞質に顆粒状の NE がみられ，特に

SCN で顕著であった。NEはゴルジ装置で産

生され，小胞体から細胞膜を経由して，リソ

ソームなどの細胞質顆粒内へと移行する。NE

の輸送障害により NE が細胞膜に偏ったり，

顆粒内にとどまることが，これらの疾患に関

与しているのではないかという報告もあるこ

とから，NE の異常集積が好中球の細胞死に

関わっているのではないかと考えられる。NE

の異常集積がどのような機序で細胞に影響を

及ぼすのか今後の検討としたい。 
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