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研究要旨 

細網異形成症および重症先天性好中球減少症はともに重症の好中球成熟障害を伴う

免疫不全症であり、患者は易感染性を示す。根本治療は造血幹細胞移植であり、移植

前の血球も著明に減少していることから、患者から血液細胞を採取し、病態解析を行うこ

とは非常に困難である。このため、患者由来 iPS 細胞樹立はこれらの疾患の病態解析に

とって、非常に有望と考えられる。我々は本研究において、AK2変異を伴う 2名の細網異

形成症患者およびHAX１変異をともなう1名の重症先天性好中球減少症患者から iPS細

胞を樹立することに成功した。患者由来 iPS細胞からの好中球への分化アッセイを行った

ところ、正常 ES/iPS 細胞や正常原因遺伝子修復後の患者由来 iPS 細胞からの好中球と

比較して、著明な好中球分化障害を認めた。細網異形成症については、T 細胞分化欠

損も確認された。引き続き、両疾患の病態を解明するための研究を進めていく予定であ

る。 

 

A. 研究の目的 

細網異形成症および重症先天性好中球

減少症はともに重症の好中球成熟障害を

伴う免疫不全症であり、患者は易感染性を

示す。根本治療は造血幹細胞移植であり、

移植前の血球も著明に減少していることか

ら、患者から血液細胞を採取し、病態解析

を行うことは非常に困難である。このため、

患者由来 iPS 細胞樹立はこれらの疾患の

病態解析にとって、非常に有望と考えられ

る。本研究では、細網異形成症や重症先

天性好中球減少症患者由来の iPS 細胞を

樹立し、血球分化解析を行うことによって、

両疾患の病態解析・解明を行うことを目的

とする。 
 
B. 研究方法 

平成 24 年度までに樹立した細網異形成

症患者及び重症先天性好中球減少症患

者由来の線維芽細胞からiPS細胞を作製し、

これを血液前駆細胞に分化させ、コロニー
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アッセイ、骨髄系細胞やリンパ球への分化

アッセイ、アポトーシス解析などの in vitro 

解析を行う。 さらに細網異形成症の原因

遺伝子である AK2 遺伝子または重症先天

性好中球減少症の原因遺伝子である

HAX1をそれぞれの患者由来iPS細胞へを

導入し、本疾患の血球分化障害が回復す

るかどうか検討する。 

細網異形成症患者由来の iPS 細胞の樹

立は、標準的手法である 4 因子（Oct, Klf, 

c-Myc, Sox4）をレトロウイルスベクターやセ

ンダイウイルスベクターで導入する方法で

は樹立不能であったため、線維芽細胞の

段階で正常 AK2 遺伝子をレンチウイルス

ベクターで導入後に、iPS 細胞の樹立を行

った。この際、iPS細胞からの血球分化実験

などの際に、導入したAK2遺伝子を除去で

きるように、AK2遺伝子を loxPサイトで挟ん

だ。一方、重症先天性好中球減少症患者

由来の iPS 細胞樹立は、4 因子（Oct, Klf, 

c-Myc, Sox4）もしくは 3 因子（Oct, Klf, 

Sox4）をレトロウイルスベクターで導入する

方法を用いた。 

2名の細網異形成症患者（RD-1 と RD-2

とする）および重症先天性好中球減少症患

者由来のiPS細胞を樹立後、iPS細胞として

の品質を評価するために、染色体検査、

AK2およびHAX1遺伝子の変異の確認、ト

ランスジーンのサイレンシングの確認、およ

び免疫不全症マウスを用いた奇形腫作成

能等の評価を行った。 

iPS 細胞からの血球分化は、当研究室で

開発された、動物由来の不確定要素を含

まない無血清培地を用いて、中胚葉前駆

細胞を経て造血細胞を産生する培養法を

用いた。 血球分化の評価は、メイギムザ

染色による血球の形態の確認とフローサイ

トメトリーによる血球の表面マーカーを用い

て行った。 
 
（倫理面への配慮） 

本研究は、疾患を有する患者さんから検

体を頂き iPS 細胞を作製して行う研究であ

るため、患者さんの同意・協力を必要とする

研究である。また、作製するiPS細胞を用い

た疾患解析においては、遺伝子解析が必

須であり、個人情報の取り扱いの配慮を必

要とする研究である。この２点に対して、京

都大学医学部医の倫理委員会に、ヒトを対

象とした医学の研究および臨床応用実施

申請書として「ヒト疾患特異的 iPS 細胞の作

製とそれを用いた疾患解析に関する研究」

およびヒト遺伝子解析申請書として「ヒト疾

患特異的 iPS 細胞を用いた遺伝子解析研

究」の２申請を行った。その後、京都大学医

学部医の倫理委員会での審査を頂き、平

成２０年６月４日付けで、実施に関して承認

を頂いた。本研究においては、その内容を

忠実に順守して行った。 
 
C. 研究結果 

細網異形成症患者由来 iPS 細胞の機能解

析 

昨年度までに樹立した細網異形成症患

者由来の iPSC とその AK2 補充クローンに

ついて、徳島大学の野間隆文先生のご協

力を頂き、AK2 活性を測定した。 

AK2 活性は、患者 iPS 細胞クローンで著

明に低下しており、AK2 の補充により回復

した。これにより、AK2 の酵素活性が患者

由来細胞では確かに低下していることが確

認できた。 
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前年度までに検討した各種血球分化能

の評価に加えて、T 細胞分化能の評価を

行った。結果は下図の通りであり、患者 iPS

細胞由来クローンの T 細胞分化は発生の

早 い 段 階 で 阻 害 さ れ て お り 、

CD34+CD7+CD5+の ProT1 細胞は出現す

るものの、CD34+CD7+CD5+ ProT2 細胞へ

の移行が阻害されていることが明らかにな

った。この分化障害は、AK2 の補充により、

改善した。 

 

 

重症先天性好中球減少症患者由来 iPS 細

胞の機能解析 

京都大学小児科平家俊男先生との共同

研究により、昨年度までに樹立した SCN 患

者 iPS 細胞を血球へ分化させたところ、成

熟好中球への分化が阻害されていた（右

上図）。 

 

 

 

 

 

 

SCN 患者由来 iPS 細胞から分化させた好

中球は、ラクトフェリン、ゲラチナーゼ、好中

球エラスターゼの発現が有意に低下してい

た。また、未熟血球細胞のコロニー形成能

が有意に低かった。 

 これらの血球分化異常は、HAX1 遺伝子

を強制発現することにより回復した。 
 
D. 考察 

細網異形成症の原因分子である AK2 タン

パクは、ミトコンドリア膜間隙に存在し、； 

ATP-Mg2+ + AMP⇔ADP-Mg2+ + ADP と

いう可逆性の反応を触媒するキナーゼであ

り、細胞内のエネルギー状態をモニタリン

グ・調節しているとされる。 さらに、AK2 タ

ンパクはアポトーシスにも関連するという報

告があり、このような重要な分子の異常細

胞からの iPS 細胞樹立は予想以上に困難

であった。しかし、レンチウイルスベクター

にて AK2 を過剰発現させた後に、リプログ

ラミング因子を導入することによって、世界

で初めて細網異形成症患者由来の iPS 細

胞樹立に成功した。 一方で、重症先天性

好中球減少症患者由来の iPS 細胞樹立は

従来法にて成功した。樹立された両疾患由
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来のiPS細胞は品質としても問題はなく、維

持培養も容易に行えている。 

両疾患において、血球分化による病態再

現をすることに成功した。 両疾患ともに、

正常コントロールや原因遺伝子の強制発

現クローンに比べて、明らかに好中球分化

が障害されていた。 具体的には患者 iPS

細胞由来の血液像では、骨髄芽球が多く

を占め、成熟好中球は認めなかった。 こ

れは、実際の患者の移植前骨髄像と所見

が一致しており、病態再現に成功したと考

えられる。このように全く異なる遺伝子が原

因であるにも関わらず、同様の結果が示さ

れたことは興味深い。 

 細網異形成症由来 T リンパ球の分化実

験では、ヒト iPS 細胞を用いることにより、T

細胞免疫不全症の分化障害のステージの

特定が可能であることが示された。従って、

原発性免疫不全症の解析に置いて、iPS細

胞の有用性は高いものと考えられる。 
 
E. 結論 

上記結果で示したように、2 名の細網異

形成症患者および 1 名の先天性好中球減

少症患者由来の iPS 細胞からの血球分化

系において、病態の再現に成功した。今後、

さらに踏み込んだ病態解析を行う予定であ

る。 
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