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Ａ．研究目的 
「難病」の克服に向けてiPS細胞を用いた革新的創

薬研究が可能となった。我々はこれまで九州大学病院
分子・細胞調整センター（KU-MCPC）において、再生
医療・免疫療法に用いる細胞製剤を製造し、施設内に
GMP (Good manufacturing practice)準拠検査室を設
置、薬事法準拠の品質検査体制を構築した。さらに霊
長類・マウスiPS/ES細胞からの血球分化系の確立
(Kurita, R.,Tani, K. Stem Cells,2006)、安全性に
優れる自己開発・遺伝子非挿入型麻疹ウイルスベクタ
ーを用いたiPS細胞樹立法の開発を行っている。また、
厚生労働省「iPS細胞を利用した創薬研究支援事業」
にて整備した大型液体窒素保存タンクと供給設備、異

研究要旨 
「難病」克服に向けた革新的医療技術として、難病患者の疾患特異的iPS細胞を用いることで、アンメット・

メディカル・ニーズである稀少疾患並びに難病病態の細胞レベルでの再現が可能となり、疾患動物モデル無
くしても、細胞レベルでの発症機構の解明が期待でき、候補薬剤を効率良く選定できる可能性が高いものと
期待できる。本研究は血液および免疫系難病を対象とし、疾患特異的iPS細胞を分化した造血・免疫細胞を対
象に、薬剤候補物質を大規模スクリーニングし、候補物質を厳選し、それらの薬剤についての臨床研究を計
画・実施するものである。 
谷らは主に主に疾患特異的iPS細胞の本格的樹立に向けて、健常人および患者由来iPS細胞の樹立諸条件を

検討した。臍帯血、または健常人由来末梢血および繊維芽細胞を用いて2種類のセンダイウイルスベクター、
あるいは当研究室が開発したウイルスベクターを用いてiPS細胞を樹立し、比較検討を行った後、iPS細胞樹
立に関する手順書を作成した。本手順書に従い、実際にX連鎖性無ガンマグロブリン症候群患者よりiPS細胞
を樹立し、未分化性を確認した。また、iPS細胞から造血前駆細胞への分化誘導法の検討を行うことにより、
平成26年度以降の疾患iPS細胞の病態解析、および創薬スクリーニング実施に向けての検討を行った。 
原らは既にセンダイウイルスベクターを用いて樹立したXLA患者、およびWiskott-Aldrich症候群（WAS）患

者由来のiPS細胞を長期培養し、X染色体不活化の解除の有無を検討した結果、患者由来のiPS細胞では健常者
とは異なり、X染色体不活化の解除が認められなかった。この2名の患者のX染色体不活化異常の原因を同定す
るために、現在患者末梢血を用いたエキソーム解析、RNA Seq法による解析を継続中である。 
菅野らは赤血球ピルビン酸キナーゼ（PK）活性低下により、PK異常症が疑われるもののヒトPKLR遺伝子に

変異を同定出来なかった重症先天性溶血性貧血８症例についてその病因を検討した結果、赤血球特異的な転
写因子であるKLF1遺伝子の変異を同定した。全例とも変異KLF1の複合ヘテロ接合体であったが、臨床像は新
生児期重症早発黄疸および赤血球輸血を必要とする新生児溶血性疾患であり、半数以上がその後赤血球輸血
依存性の重症慢性溶血性貧血を呈した。KLF異常症も今後のiPS細胞を用いた新規治療法開発候補として重要
と考えられた。 
杉山らはマヒドン大学サラセミアリサーチセンター・Saovaros Svasti博士との共同研究としてサラセミア

患者サンプルの提供が可能となるシステム構築を進めた。また、質量分析装置を応用して、グロビンタンパ
ク質を解析する技術の開発を進め、ヒト細胞を用いて解析に有効なペプチドをスクリーニングし、ペプチド
の最終候補を11個選出した。 
花岡らはNKG2D免疫が造血障害を誘導する有力な分子病態と捉えており、これまでにPNH（発作性夜間血色

素尿症）や特発性造血障害を有する再生不良性貧血患者血球膜上のNKG2Dリガンド（ULBPs, MICs）発現およ
びこのリガンドを標的とする自己リンパ球傷害を明らかにしてきた。25年度は病態解明を促進する解析試料
の量的確保を目指したPNH患者由来のiPS細胞樹立に必要な対象患者の選定や環境整備を進めた。 
以上の様に、25年度は血液・免疫系難病疾患に対する新規薬剤開発に向けた、難病疾患患者由来iPS細胞の

樹立システムを順調に構築でき、一部疾患においては化合物ライブラリースクリーニングに着手した。 
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常時対応システム及びゲノミクス・エピゲノミクス・
プロテオミクス解析関連機器等の導入を行うことに
より、基盤整備を行ってきた。研究期間内（平成26
年度から平成29年度）に、倫理委員会承認取得後各種
難病患者iPS細胞樹立を開始し、それらを対象に、文
部科学省・最先端研究基盤事業「化合物ライブラリー
を活用した創薬等最先端研究・教育基盤の整備」等を
活用し、各疾患治療薬候補物質を選定する。① 細胞
分化障害又は細胞死が誘導されやすいことが病態で
ある遺伝性および後天性血液・免疫疾患を対象とした
創薬研究を実施する。② X染色体不活化解除はiPS細
胞の特徴であり、これを用いた治療は、X連鎖劣性遺
伝性疾患の女性患者へ応用可能と考えられる。具体的
にはX染色体不活化異常によるX連鎖性無ガンマグロ
ブリン血症、Wiskott- Aldrich症候群女性患者を同
定し、iPS細胞を用いてX染色体不活化を定量し、不活
化を解除されたiPS細胞の治療への応用、X染色体不活
化異常のメカニズムの解明に向け網羅的解析を行い、
X染色体不活化解除薬剤を選定する。平成26年度は平
成25年度に作成した手順書に基づき各種難病患者由
来iPS細胞を樹立、特性解析、iPS細胞由来分化細胞の
機能解析と並行してトランスオミクス解析による網
羅的解析を行う。さらに順次化合物ライブラリーを用
いた創薬スクリーニングを行い、候補薬剤の選定に着
手する。また平成26年度に、患者末梢血単核球、口腔
内細胞等からDNAを抽出し、ヒトアンドロゲンレセプ
ター遺伝子繰り返し配列を利用して、X染色体不活化
の程度を定量する。平成28年度から得られた候補化合
物について順次GLPレベルでの前臨床試験の準備を行
い開始する。また、平成27年度から保存検体（疾患特
異的iPS細胞、患者由来生体材料）の品質評価項目の
策定、評価を行う。以上は現在の最先端医学を駆使し
た研究内容であり、極めて独創性と社会への貢献度の
高い研究である。 
 
B.研究方法 
5ヶ年研究計画概要 

平成25年度は血液・免疫系難病疾患患者検体の取
り扱い、及びiPS細胞の樹立、保存等に関連する各施
設での倫理委員会の承認を得る。また、文書による同
意を得た健常人検体（骨髄、末梢血など）を用いて、
様々な方法でiPS細胞を樹立する。各組織および異な
る樹立法により樹立されたiPS細胞の性質の違いを検
討するとともに、樹立に向けての手順書の作成を行う。
またGMPレベルでのiPS細胞樹立をめざし、種々の検討
（基質、培養液など）を行う。   
 平成26年度より25年度に作成した手順書をもとに
血液・免疫系難病疾患患者よりiPS細胞の樹立を行う。
樹立したiPS細胞は未分化性、多能性についてin 
vitro / in vivoによる機能解析を行うとともに、疾
患の責任遺伝子変異を確認する。以上の検討によって、
樹立が確認できた疾患特異的iPS細胞は、各施設へ送
付するとともに、疾患責任遺伝子による遺伝的影響、
蛋白質構造異常による表現型への影響等を、トランス
オミクス解析（ゲノミクス、エピジェネティクス、ト
ランスクリプトミクス、プロテオミクス、メタボロミ
クス）技術を用いて網羅的に解析しデータベース化す

る。トランスオミクス解析は、厚生労働省「iPS細胞
を利用した創薬研究支援事業」にて整備した解析関連
機器を使用する。同時に平成27年度より疾患特異的
iPS細胞の長期保存法を検討し、細胞の品質評価項目
を策定し評価を行う。 
また平成25年度より各血液系（好中球系、B細胞、T

細胞、血小板など）への分化誘導法を確立するととも
に、細胞バンクなどより手に入る疾患特異的iPS細胞
を用いて化合物ライブラリースクリーニングにて新
規薬剤の探索を先行する。 
 
平成 25 年度 研究方法 
谷らは以下の(1)～(4）について研究を進めた。 
(1) 健常人由来検体を用いた iPS 細胞樹立検討 
 本研究について、倫理審査申請書類を作成し、九州
大学医系地区部局ヒトゲノム遺伝子解析研究倫理委
員会にて申請を行い、承認を得た（許可番号：568-00）。 
 その後、健常人由来繊維芽細胞（BJ 細胞）、臍帯
血由来骨髄細胞、及び IL-2、CD3/CD28 ビーズで刺激
した健常人由来末梢T細胞よりiPS細胞の樹立を行っ
た。樹立に用いるベクターとして、当初はレトロウイ
ルスベクターを用いた iPS 細胞樹立も計画していた
が、樹立効率が低く、ゲノムに挿入された外来遺伝子
の樹立後の影響を憂慮し、使用を中止した。従って実
際には、①産業技術総合研究所で開発されたセンダイ
ウイルス（SeVdp(KOSM302L)）（中西真人教授より供
与）、および DNAVEC 社より購入したセンダイウイル
ス（Dnavec-SeV）、②当研究室にて開発した新規ウイ
ルスベクター(XV)を用いて iPS 細胞の樹立を行った
（なお②XV の詳細については現在特許申請計画中で
あり、本報告書が公開予定であるため、ここでの詳細
な記載は控えさせていただきます）。 
 
①  SeV による iPS 細胞の樹立 
臍帯血由来単核球に SeVdp(KOSM302L)、および

Dnavec-SeV をそれぞれ感染させ、iPS 細胞の樹立を行
った。樹立した iPS 細胞の未分化性等の特性解析、樹
立までに要した日数、および SeV の残存を解析し、両
者間の比較を行った。 
 
②  XV による iPS 細胞の樹立 
本ベクターは、ヒト疾患に関与する一本鎖 RNA ウイ

ルスをもとに、遺伝子改変を行ったウイルスベクター
である。本ウイルスベクターの特徴は、a)本ウイルス
については既に多くの知見が存在し、ウイルスが引き
起こす疾患は治療法が確立されているため安全性が
高い、b)RNA ウイルスのためゲノム DNA への挿入によ
り引き起こされるゲノム毒性がなく、複数の遺伝子（6
種類以上の外来遺伝子を搭載可能）を一過性に導入す
ることが可能、c)赤血球を除くほぼすべての細胞に対
して高い効率で遺伝子導入することが可能、といった
特徴がある。本ウイルスベクターに５種類（GFP、
OCT3/4、SOX2、KLF4、L-MYC）搭載し、ヒト胎児繊維
芽細胞である BJ 細胞より iPS 細胞の樹立を行った。 
また樹立した iPS 細胞の未分化性、多能性について

解析を行い他の方法で樹立した iPS 細胞と同様の性
質を保持していることを確認した。 
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(2) 疾患患者由来 iPS 細胞の樹立 
九州大学小児科にて採血した X 連鎖性無ガンマグ

ロブリン症候群（XLA）患者末梢血単核球より
Dnavec-SeVおよびXVを用いてiPS細胞の樹立を行っ
た。単核球を IL-2、CD3/CD28 ビーズで刺激を加え 7
日間培養した T細胞に Dnavec-SeV、XV を感染させ、
MEF 上で iPS 細胞を樹立した。 
 
(3) iPS 細胞由来血液細胞分化誘導法の開発 
 京都大学 iPS 細胞研究所(CiRA)より提供を受けた
ヒト iPS 細胞（409B2 細胞）及び当研究室で樹立した
iPS 細胞を用いて血液細胞への分化誘導について検
討した。 
 血液細胞への分化誘導法に関しては、AGMS-3 細胞
（京都大学、中畑龍俊教授より供与）との共培養法、
および胚様体（EB）形成法の二つで検討を行った。 
 誘導して得られた細胞はフローサイトメトリー法
にて CD34 および CD45 抗体染色を行い、細胞系統を確
認した。 
 
(4) GMP 規格 iPS 細胞樹立に向けた検討 
409B2 細胞を用いて、異種成分不含培養液・基質を

用いた iPS 細胞の培養法を検討した。使用した培養液
として、S-Medium（DS ファーマ社）、ReproFF2（リ
プロセル社）、Essential8（Life Technologies 社）、
mTeSR1（VERITAS 社）、CELRENA（細胞科学研究所）
の５つの培養液を用いて検討した。また基質として、
Matrigel（Corning 社）、VTN－N、Geltrex（Life 
Technologies 社）、iMatrix511（nippi 社）の 4種類
について検討を行った。 
 それぞれの基質をコートしたディッシュに 409B2
細胞を 2×104 cells/cm2にて播種し、4日間培養した。
培養後細胞を回収し、未分化マーカー（NANOG 等）の
発現を確認した。 
 
(5) XLA 患者および WAS 患者由来 iPS 細胞の樹立と X
染色体不活化の評価 
原らは X 染色体不活化異常によって発症した、XLA

患者および WAS 患者、および健常女性から、上記(2)
とは別の手順書に従い iPS 細胞を樹立した。樹立の方
法は、センダイウイルスを用いて Oct3/4, c-Myc, 
Klf4, Sox2 の 4 遺伝子を末梢血由来の T リンパ球に
遺伝子導入し、iPS 細胞へと再プログラムした。X 染
色体不活化の評価は、X 染色多条の HUMARA 遺伝子の
繰り返し多型を含む領域を、メチル化感受性制限酵素
を用いて切断し、PCR 法を用いて増幅する方法を用い
た。 
 

(6) 免疫学的機序による先天性溶血性貧血が否定さ
れた症例解析 
菅野らは、免疫学的機序による先天性溶血性貧血が

否定されたタイ人 8症例について、以下の検査方法を
用いて赤血球寿命短縮の原因を解析した。 
１）Eosin 5’-maleimide(EMA)結合能、２）赤血球酵
素活性測定、３）Hb 分画および等電点電気泳動、 
４）サラセミア遺伝子検査（Gap PCR）、５）KLF1 遺
伝子解析 

 
(7) 質量分析装置を用いたグロビンタイピング法の
開発 
杉山らは質量分析装置を応用して、赤血球系細胞の
酸素運搬を司るグロビンタンパク質の解析方法を開
発している。具体的には、alpha- , beta-, delta-, 
epsilon-, gamma-, mu-, theta-, zeta-globin を認
識するペプチドをデザインし、ヒト細胞において質量
分析装置を用いてグロビンタイピングが簡便に可能
な方法の開発を進めた。 
 
(8) PNH 患者情報の収集とその解析  
花岡らは和歌山県立医科大学附属病院に定期通院し
ている５名の PNH 患者を対象とし、患者カルテやアン
ケート調査より情報を収集した。また、PNH クローン
量をDAF（decay accelerating factor, CD55）とCD59、
顆粒球（CD15 陽性細胞）膜上の NKG2D リガンド発現
を NKG2D リガンド（ULBP1, ULBP2, ULBP3, MICA/B）
と CD15 の単クローン抗体を用いた２カラーフローサ
イトメトリー法で評価した。 
 
(9) 倫理面への配慮 
本研究においては試料としてヒト細胞、ヒト幹細胞を
用い、ヒトゲノム解析を行う計画のため「ヒトゲノ
ム・遺伝子解析研究に関する倫理指針」に準拠し、人
権の保護に十分配慮し適正に研究を行う。KU-MCPC で
加工、保存する検体に関しては「臨床研究に関する倫
理指針」を遵守し、受入れ前に実施計画書に記載され
る倫理面への配慮に関する項目につき、研究対象者に
対する利益、不利益の説明、ならびにリスクファクタ
ーとその排除、波及する影響等の記述内容、および説
明・同意文書の内容について、九州大学病院および関
連機関内に設置されている臨床研究倫理審査委員会、
ヒトゲノム・遺伝子解析研究審査専門委員会、研究内
容によってはヒト ES 細胞の使用に関する倫理審査専
門委員会による承認を得るものとする。さらに有害事
象発生時の対応マニュアルを完備し、病院長並びに総
長を最高責任者とする体制のもと、厚生労働省への連
絡手順を明らかにさせる。実験動物を用いる研究に関
しては、文部科学省及び九州大学の定める『動物の愛
護及び管理に関する法律』を遵守して動物愛護、生命
倫理の観点に十分配慮しながら動物に苦痛を与える
ことなく実験を行う。全ての遺伝子組み換え実験は文
部科学省の定める『遺伝子組換え生物等の使用等の規
制による生物の多様性の確保に関する法律』及び九州
大学の定める『九州大学遺伝子組換え実験指針』に従
って実施し、安全性の確保に最大の注意を払う。その
ため、実験室内の P2 レベルの培養室、SPF 実験動物
管理部屋において厳重な管理のもと実験を行い、ウイ
ルス汚染や人畜共通感染症の発生伝播を防止する。な
お、本研究で得られた新規候補薬剤を用いた臨床試験
実施が可能となった際には、「臨床研究に関する倫理
指針」を遵守した医師主導治験を、九州大学病院 ARO
次世代医療センターの支援のもと薬事法、ICH-GCP に
準拠して実施する。 
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原因不明の先天性溶血性貧血症例についてその病因

細胞由来血液細胞分化誘導法の開発
にて樹立した iPS
ES 細胞維持用培養液で
用培養液に交換し
、CD45 両陽性細胞の出現を確認できた（図

細胞由来血液細胞の解析
を用いて樹立したiPS細胞を

にて血液系細胞へ分化誘導を行った（
CD34lowCD45low: 造血幹・前駆様細胞）。

規格 iPS 細胞樹立に向けた検討
細胞を用いて、フィーダーフリー、異種

成分不含の条件での培養法について検討を行ったと
のような結果が得られた

表１．異種成分不含培養条件による
発現を確認、○：コロニー形態の維持が可能

×：コロニー形態維持が不可能、―：未検討

患者および WAS 患者由来
染色体不活化の評価 

細胞が Nanog, 
特徴を有していることを確認後、長期間培養し、
色体不活化の状態を継時的に調べた。樹立した早期の

患者由来 iPS 細胞では、
な不活化であり、患者母由来の

不活化していた。この iPS
）、X 染色体不活化の解除は認められな

かった。他方、X 染色体不活化異常を起こしたメカニ
ズムを解析するために、女性
患者末梢血のエキソーム解析、および
行った。これまで原因となる遺伝子変異は同定できて
いないが、解析を継続中である。

）免疫学的機序による先天性溶血性貧血が否定され

原因不明の先天性溶血性貧血症例についてその病因

細胞由来血液細胞分化誘導法の開発
iPS 細胞を AGMS

細胞維持用培養液で 2日間培養し、その
用培養液に交換し 12 日間培養を行った。そ

両陽性細胞の出現を確認できた（図

細胞由来血液細胞の解析 
細胞をAGMS-3細胞との共培養法

にて血液系細胞へ分化誘導を行った（CD34
造血幹・前駆様細胞）。

細胞樹立に向けた検討
細胞を用いて、フィーダーフリー、異種

成分不含の条件での培養法について検討を行ったと
のような結果が得られた。

表１．異種成分不含培養条件による iPS
発現を確認、○：コロニー形態の維持が可能

×：コロニー形態維持が不可能、―：未検討

患者由来 iPS

Nanog, Oct3/4 などのマーカー上の
特徴を有していることを確認後、長期間培養し、
色体不活化の状態を継時的に調べた。樹立した早期の

細胞では、X 染色体不活化は、
な不活化であり、患者母由来の

iPS 細胞を長期に培養した結果
染色体不活化の解除は認められな

染色体不活化異常を起こしたメカニ
ズムを解析するために、女性 XLA 患者および女性
患者末梢血のエキソーム解析、および

因となる遺伝子変異は同定できて
いないが、解析を継続中である。 

）免疫学的機序による先天性溶血性貧血が否定され

原因不明の先天性溶血性貧血症例についてその病因

細胞由来血液細胞分化誘導法の開発 
AGMS-3 細胞上に播
日間培養し、その

日間培養を行った。そ
両陽性細胞の出現を確認できた（図

細胞との共培養法
CD34+CD45-：血管内

造血幹・前駆様細胞）。 

細胞樹立に向けた検討 
細胞を用いて、フィーダーフリー、異種

成分不含の条件での培養法について検討を行ったと
。 

iPS 細胞培養結果
発現を確認、○：コロニー形態の維持が可能

×：コロニー形態維持が不可能、―：未検討 

iPS 細胞の樹立と

などのマーカー上の
特徴を有していることを確認後、長期間培養し、
色体不活化の状態を継時的に調べた。樹立した早期の

染色体不活化は、
な不活化であり、患者母由来の X染色体が

細胞を長期に培養した結果
染色体不活化の解除は認められな

染色体不活化異常を起こしたメカニ
患者および女性

患者末梢血のエキソーム解析、および RNA Seq 解析を
因となる遺伝子変異は同定できて

）免疫学的機序による先天性溶血性貧血が否定され

原因不明の先天性溶血性貧血症例についてその病因

5 

細胞上に播
日間培養し、その

日間培養を行った。そ
両陽性細胞の出現を確認できた（図

細胞との共培養法
：血管内

 

細胞を用いて、フィーダーフリー、異種
成分不含の条件での培養法について検討を行ったと

細胞培養結果 
発現を確認、○：コロニー形態の維持が可能 

細胞の樹立と X

などのマーカー上の
特徴を有していることを確認後、長期間培養し、X 染
色体不活化の状態を継時的に調べた。樹立した早期の

染色体不活化は、
染色体が

細胞を長期に培養した結果
染色体不活化の解除は認められな

染色体不活化異常を起こしたメカニ
患者および女性 WAS

解析を
因となる遺伝子変異は同定できて

）免疫学的機序による先天性溶血性貧血が否定され

原因不明の先天性溶血性貧血症例についてその病因

を検討した結果、
る、
の複合ヘテロ接合体であった。新生児期重症黄疸にて
光線療法の既往があり、
要であり、
性の重症慢性溶血を認めた。赤血球形態はサラセミア
様の小球性低色素性貧血であった。赤血球像は多彩で
あり、著しい
poikilocytosis
された。赤血球酵素活性のスクリーニングではピルビ
ン酸キ
訳領域およびエクソンーイントロン接合部分の遺伝
子変異は同定し得なかった。等電点電気泳動および異
常バンドから抽出したヘモグロビンの質量分析では、
Hb Bart
認めた。グロビン遺伝子解析では
うる
無く、また
領域の変異も同定し得なかった。
β

存在する事実より、両遺伝子に共通のトランス活性化
因子である転写因子
造遺伝子である
表２
 
表２．

 
(7)
術開発
マヒドン大学サラセミアリサーチセンターはサラ

セミア研究が盛んであり、膨大なサラセミア患者サン
プルを保有する。マヒド
ンターの
サラセミアの皮膚繊維芽細胞に関する情報を提供頂
くと共に、今後のサラセミア患者サンプルの提供に関
して協議中である。本疾患の高感度
必要となる、
gamma
チドをデザインすると共に、
梢血、
解析し
さらにクロマト
ドの最終候補を
 
(8)PNH
PNH

期間

を検討した結果、
る、KLF1 遺伝子の変異を同定した。全例、変異
の複合ヘテロ接合体であった。新生児期重症黄疸にて
光線療法の既往があり、
要であり、8例のうち
性の重症慢性溶血を認めた。赤血球形態はサラセミア
様の小球性低色素性貧血であった。赤血球像は多彩で
あり、著しい
poikilocytosis
された。赤血球酵素活性のスクリーニングではピルビ
ン酸キナーゼ（
訳領域およびエクソンーイントロン接合部分の遺伝
子変異は同定し得なかった。等電点電気泳動および異
常バンドから抽出したヘモグロビンの質量分析では、
Hb Bart’s (γ
認めた。グロビン遺伝子解析では
うるβサラセミア遺伝子型を保有する個体は一例も
無く、またγグロビン発現異常を説明出来るシス制御
領域の変異も同定し得なかった。
βグロビンおよび赤血球型

存在する事実より、両遺伝子に共通のトランス活性化
因子である転写因子
造遺伝子である
２に示すような結果を得た。

２． 同定した

(7) 質量分析装置を用いたグロビンタイピングの技
術開発 
マヒドン大学サラセミアリサーチセンターはサラ

セミア研究が盛んであり、膨大なサラセミア患者サン
プルを保有する。マヒド
ンターの Saovaros 
サラセミアの皮膚繊維芽細胞に関する情報を提供頂
くと共に、今後のサラセミア患者サンプルの提供に関
して協議中である。本疾患の高感度
必要となる、alpha
gamma-, mu-, theta
チドをデザインすると共に、
梢血、K562 赤白血病細胞を用いて、質量分析装置で
解析し、有望なペプチドのスクリーニングを行った。
さらにクロマト
ドの最終候補を

(8)PNH患者情報の収集とその解析
PNH５名（男2名

期間14.8年）の病型は、古典的

Pt# Allele 1
1 
2 G176RfsX179
3 -
4 
5 G176RfsX179
6 G176RfsX179
7 G176RfsX179
8 G176RfsX179

を検討した結果、8例に赤血球特異的な転写因子であ
遺伝子の変異を同定した。全例、変異

の複合ヘテロ接合体であった。新生児期重症黄疸にて
光線療法の既往があり、1歳時までに赤血球輸血が必

例のうち 5例はその後も赤血球輸血依存
性の重症慢性溶血を認めた。赤血球形態はサラセミア
様の小球性低色素性貧血であった。赤血球像は多彩で
あり、著しい hypochromasia
poikilocytosis、標的赤血球、破砕赤血球などが観察
された。赤血球酵素活性のスクリーニングではピルビ

ナーゼ（PK）活性の低下を全例で認めたが、翻
訳領域およびエクソンーイントロン接合部分の遺伝
子変異は同定し得なかった。等電点電気泳動および異
常バンドから抽出したヘモグロビンの質量分析では、

γ4)および Hb Portland I
認めた。グロビン遺伝子解析では

サラセミア遺伝子型を保有する個体は一例も
グロビン発現異常を説明出来るシス制御

領域の変異も同定し得なかった。
グロビンおよび赤血球型

存在する事実より、両遺伝子に共通のトランス活性化
因子である転写因子 KLF1 の発現低下を疑い、その構
造遺伝子である KLF1 の変異解析を実施したところ、

に示すような結果を得た。

同定したKLF1遺伝子変異、アミノ酸置換

質量分析装置を用いたグロビンタイピングの技

マヒドン大学サラセミアリサーチセンターはサラ
セミア研究が盛んであり、膨大なサラセミア患者サン
プルを保有する。マヒドン大学サラセミアリサーチセ

Saovaros Svasti
サラセミアの皮膚繊維芽細胞に関する情報を提供頂
くと共に、今後のサラセミア患者サンプルの提供に関
して協議中である。本疾患の高感度

alpha- , beta
, theta-, zeta

チドをデザインすると共に、
赤白血病細胞を用いて、質量分析装置で

、有望なペプチドのスクリーニングを行った。
さらにクロマトグラフィーの形状
ドの最終候補を 11 個選出した。

患者情報の収集とその解析
名/女3名, 平均年齢

年）の病型は、古典的

Allele 1 
R331W 

G176RfsX179 
-154C/T 
Q58X 

G176RfsX179 
G176RfsX179 
G176RfsX179 
G176RfsX179 

例に赤血球特異的な転写因子であ
遺伝子の変異を同定した。全例、変異

の複合ヘテロ接合体であった。新生児期重症黄疸にて
歳時までに赤血球輸血が必

例はその後も赤血球輸血依存
性の重症慢性溶血を認めた。赤血球形態はサラセミア
様の小球性低色素性貧血であった。赤血球像は多彩で

hypochromasia、大小不同を伴う
、標的赤血球、破砕赤血球などが観察

された。赤血球酵素活性のスクリーニングではピルビ
）活性の低下を全例で認めたが、翻

訳領域およびエクソンーイントロン接合部分の遺伝
子変異は同定し得なかった。等電点電気泳動および異
常バンドから抽出したヘモグロビンの質量分析では、

Hb Portland I
認めた。グロビン遺伝子解析では HbF の増加を説明し

サラセミア遺伝子型を保有する個体は一例も
グロビン発現異常を説明出来るシス制御

領域の変異も同定し得なかった。 
グロビンおよび赤血球型 PK に同時に発現異常が

存在する事実より、両遺伝子に共通のトランス活性化
の発現低下を疑い、その構

の変異解析を実施したところ、
に示すような結果を得た。 

遺伝子変異、アミノ酸置換

質量分析装置を用いたグロビンタイピングの技

マヒドン大学サラセミアリサーチセンターはサラ
セミア研究が盛んであり、膨大なサラセミア患者サン

ン大学サラセミアリサーチセ
Svasti 博士との共同研究として、

サラセミアの皮膚繊維芽細胞に関する情報を提供頂
くと共に、今後のサラセミア患者サンプルの提供に関
して協議中である。本疾患の高感度かつ簡便な

, beta-, delta-, epsilon
, zeta-globin を認識するペプ

チドをデザインすると共に、ヒト臍帯血、ヒト成体末
赤白血病細胞を用いて、質量分析装置で

、有望なペプチドのスクリーニングを行った。
グラフィーの形状精査を行い、ペプチ

個選出した。 

患者情報の収集とその解析 
平均年齢48.4

年）の病型は、古典的PNH2名、再生不良性貧

Allele 
G335R 
R301H 
A298P 
A298P 
A298P 
A298P 
A298P 
A298P 

例に赤血球特異的な転写因子であ
遺伝子の変異を同定した。全例、変異 KLF1

の複合ヘテロ接合体であった。新生児期重症黄疸にて
歳時までに赤血球輸血が必

例はその後も赤血球輸血依存
性の重症慢性溶血を認めた。赤血球形態はサラセミア
様の小球性低色素性貧血であった。赤血球像は多彩で

、大小不同を伴う
、標的赤血球、破砕赤血球などが観察

された。赤血球酵素活性のスクリーニングではピルビ
）活性の低下を全例で認めたが、翻

訳領域およびエクソンーイントロン接合部分の遺伝
子変異は同定し得なかった。等電点電気泳動および異
常バンドから抽出したヘモグロビンの質量分析では、

Hb Portland I（ζ2γ2）を
の増加を説明し

サラセミア遺伝子型を保有する個体は一例も
グロビン発現異常を説明出来るシス制御

に同時に発現異常が
存在する事実より、両遺伝子に共通のトランス活性化

の発現低下を疑い、その構
の変異解析を実施したところ、

遺伝子変異、アミノ酸置換 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

質量分析装置を用いたグロビンタイピングの技

マヒドン大学サラセミアリサーチセンターはサラ
セミア研究が盛んであり、膨大なサラセミア患者サン

ン大学サラセミアリサーチセ
博士との共同研究として、

サラセミアの皮膚繊維芽細胞に関する情報を提供頂
くと共に、今後のサラセミア患者サンプルの提供に関

かつ簡便な解析に
, epsilon-, 

を認識するペプ
ヒト臍帯血、ヒト成体末

赤白血病細胞を用いて、質量分析装置で
、有望なペプチドのスクリーニングを行った。

精査を行い、ペプチ

  
48.4歳, 平均罹患
名、再生不良性貧

 2 
 
 
 
 
 
 
 
 

例に赤血球特異的な転写因子であ
KLF1

の複合ヘテロ接合体であった。新生児期重症黄疸にて
歳時までに赤血球輸血が必

例はその後も赤血球輸血依存
性の重症慢性溶血を認めた。赤血球形態はサラセミア
様の小球性低色素性貧血であった。赤血球像は多彩で

、大小不同を伴う
、標的赤血球、破砕赤血球などが観察

された。赤血球酵素活性のスクリーニングではピルビ
）活性の低下を全例で認めたが、翻

訳領域およびエクソンーイントロン接合部分の遺伝
子変異は同定し得なかった。等電点電気泳動および異
常バンドから抽出したヘモグロビンの質量分析では、

）を
の増加を説明し

サラセミア遺伝子型を保有する個体は一例も
グロビン発現異常を説明出来るシス制御

に同時に発現異常が
存在する事実より、両遺伝子に共通のトランス活性化

の発現低下を疑い、その構
の変異解析を実施したところ、

質量分析装置を用いたグロビンタイピングの技

マヒドン大学サラセミアリサーチセンターはサラ
セミア研究が盛んであり、膨大なサラセミア患者サン

ン大学サラセミアリサーチセ
博士との共同研究として、

サラセミアの皮膚繊維芽細胞に関する情報を提供頂
くと共に、今後のサラセミア患者サンプルの提供に関

解析に
, 

を認識するペプ
ヒト臍帯血、ヒト成体末

赤白血病細胞を用いて、質量分析装置で
、有望なペプチドのスクリーニングを行った。

精査を行い、ペプチ

平均罹患
名、再生不良性貧



 

血—PNH症候群（
血管内溶血が顕著であった。血栓症の既往は認められ
なかった。造血障害を併発し、さらに、顆粒球膜上の
NKG2Dリガンドを検出できたのは、
の２名であった
軽症（grade

表３．顆粒球膜上の

 

 

 

 
 

 
 
D.考察 
 平成 25 年度
向けての iPS
iPS 細胞樹立法に関してはレトロウイルスベクター
（ガンマレトロウイルスベクター、レンチウイルスベ
クター）、エピソーマルベクター、センダイウイルス
ベクターが主に用いられてきているが、レトロウイル
スベクターおよびエピソーマルベクターによる樹立
法はその樹立効率の低さとゲノム毒性発生の可能性
より、当研究室ではセンダイウイルスベクター（
による樹立法を中心に実施してきた。また当研究室で
開発したウイルスベクターに関しても、ほぼセ
ウイルスベクターと同様の性質を保持している
と考え今回の樹立法の検討に加えた。
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ない細胞があることがわかっ
SeVdp(KOSM302L)
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種のベクターで
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較して iPS 細胞の樹立効率はやや低いものの、樹立し
た iPS 細胞においては本ベクターの残存は検出され
ておらず、上記
樹立する手段として有効であると考えられた。本
は、腫瘍溶解性ウイルスとして臨床研究において既に
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細胞樹立に
細胞樹立法の検討を主に行った。現在、

細胞樹立法に関してはレトロウイルスベクター
（ガンマレトロウイルスベクター、レンチウイルスベ
クター）、エピソーマルベクター、センダイウイルス
ベクターが主に用いられてきているが、レトロウイル
スベクターおよびエピソーマルベクターによる樹立
法はその樹立効率の低さとゲノム毒性発生の可能性
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ンダイ
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細胞化でき
た。これは 、
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よる遺伝子導入に耐えることができないことによる
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個の遺伝子を発現することが可能

細胞の両者に対し
て高い遺伝子導入効率を示した。本ベクターを用いて

未分化マーカーの発現
iPS 細胞
SeV と比

細胞の樹立効率はやや低いものの、樹立し
細胞においては本ベクターの残存は検出され

細胞を
樹立する手段として有効であると考えられた。本 XV
は、腫瘍溶解性ウイルスとして臨床研究において既に

使用されているウイルスをベクター化したものであ
り、将来的には
究室レベルでの比較的容易な使用が可能化するも
と期待され、本研究目的にも合致していると考えられ
る。
 これら
立の標準手順書を作成し、
の樹立が可能であった。現在両
由来
めるとともに、
化能についても検討を行い、両者間の相違点を明らか
にするとともに、今後の解析に
選定を行っている。
 また、フィーダーフリー、異種成分不含条件下での
既樹立
細胞を樹立する方法を
て検討を行っている。今後、現行の
養法による
含の条件下での
いく予定である。
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前駆細胞への分化を誘導することができた。今後、好
中球系細胞、巨核球系細胞、赤血球系細胞、
細胞、
っていく予定である。
 本研究で中心的に研究を進めてい
患については、先ず
した
異常が確認され、長期的な培養でも不活化の解除は起
こらなかった。このことは、
確率論的な機序で起こったとする考えを否定するも
のである。これを基盤として、
除・制御する創薬研究を行う。同時に、さらなる
染色体不活化機構明研究も実施していく必要性があ
るものと考えられた。
 先天性溶血性貧血の病因の１つとして、
子多型が赤血球内
（hereditary persistence of fetal hemoglobin
関連していることは既に報告されていた。一方
の
（E325K
dyserythropoietic anemia
最近明らかになった。今回の検討結果から、
伝子変異は胎芽～胎児型グロビンの
ロビン発現低下、赤
の遺伝子異常による赤血球寿命の短縮を来たし、重症
先天性溶血性貧血を惹起することが明らかになった。
KLF1
赤血球輸血を必要とする新生児溶血性疾患であり、半
数以上がその後赤血球輸血依存性の重症慢性溶血性
貧血を呈した。重症
も
と考えられ、現在患者
  先天性溶血性貧血の中でも患者数の多いサラセミ
アは特に
おり、薬剤による治療法の開発が可能化すれば人類へ

使用されているウイルスをベクター化したものであ
り、将来的には
究室レベルでの比較的容易な使用が可能化するも
と期待され、本研究目的にも合致していると考えられ
る。 
これらDnavec

立の標準手順書を作成し、
の樹立が可能であった。現在両
由来 iPS 細胞について、未分化性、多能性の解析を進
めるとともに、
化能についても検討を行い、両者間の相違点を明らか
にするとともに、今後の解析に
選定を行っている。
また、フィーダーフリー、異種成分不含条件下での

既樹立 iPS 細胞の培養に成功し、現在同条件にて
細胞を樹立する方法を
検討を行っている。今後、現行の

養法による iPS
含の条件下での
いく予定である。
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前駆細胞への分化を誘導することができた。今後、好
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っていく予定である。
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患については、先ず
した XLA 患者 iPS
異常が確認され、長期的な培養でも不活化の解除は起
こらなかった。このことは、
確率論的な機序で起こったとする考えを否定するも
のである。これを基盤として、
除・制御する創薬研究を行う。同時に、さらなる
染色体不活化機構明研究も実施していく必要性があ
るものと考えられた。
先天性溶血性貧血の病因の１つとして、

子多型が赤血球内
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関連していることは既に報告されていた。一方
の 2 個目の zinc finger
E325K）はヘテロ接合体マウスが

dyserythropoietic anemia
最近明らかになった。今回の検討結果から、
伝子変異は胎芽～胎児型グロビンの
ロビン発現低下、赤
の遺伝子異常による赤血球寿命の短縮を来たし、重症
先天性溶血性貧血を惹起することが明らかになった。
KLF1 異常症の臨床像は新生児期重症早発黄疸および
赤血球輸血を必要とする新生児溶血性疾患であり、半
数以上がその後赤血球輸血依存性の重症慢性溶血性
貧血を呈した。重症
も iPS 細胞を用いた新規治療法開発の対象とすべき
と考えられ、現在患者
先天性溶血性貧血の中でも患者数の多いサラセミ

アは特に東南アジア各国の大きな医療問題となって
おり、薬剤による治療法の開発が可能化すれば人類へ

使用されているウイルスをベクター化したものであ
り、将来的には GMP 規格製品の作製も可能となり、研
究室レベルでの比較的容易な使用が可能化するも
と期待され、本研究目的にも合致していると考えられ
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細胞への分化誘導が必要であるが、当研究室では

細胞との共培養法にて高効率に安定的に造血
前駆細胞への分化を誘導することができた。今後、好
中球系細胞、巨核球系細胞、赤血球系細胞、

細胞系細胞への分化誘導法について検討を行
っていく予定である。 

本研究で中心的に研究を進めてい
患については、先ず X染色体不活化異常によって発症

iPS 細胞では、予想通り
異常が確認され、長期的な培養でも不活化の解除は起
こらなかった。このことは、
確率論的な機序で起こったとする考えを否定するも
のである。これを基盤として、
除・制御する創薬研究を行う。同時に、さらなる
染色体不活化機構明研究も実施していく必要性があ
るものと考えられた。 
先天性溶血性貧血の病因の１つとして、

子多型が赤血球内 HbF
hereditary persistence of fetal hemoglobin

関連していることは既に報告されていた。一方
zinc finger

）はヘテロ接合体マウスが
dyserythropoietic anemia）様の表現型を示すことも
最近明らかになった。今回の検討結果から、
伝子変異は胎芽～胎児型グロビンの
ロビン発現低下、赤血球型
の遺伝子異常による赤血球寿命の短縮を来たし、重症
先天性溶血性貧血を惹起することが明らかになった。

異常症の臨床像は新生児期重症早発黄疸および
赤血球輸血を必要とする新生児溶血性疾患であり、半
数以上がその後赤血球輸血依存性の重症慢性溶血性
貧血を呈した。重症 PK 異常症に加えて、

細胞を用いた新規治療法開発の対象とすべき
と考えられ、現在患者 iPS 細胞の樹立を準備中である。
先天性溶血性貧血の中でも患者数の多いサラセミ

東南アジア各国の大きな医療問題となって
おり、薬剤による治療法の開発が可能化すれば人類へ

使用されているウイルスをベクター化したものであ
規格製品の作製も可能となり、研

究室レベルでの比較的容易な使用が可能化するも
と期待され、本研究目的にも合致していると考えられ

およびXVを用いての
XLA 女性患者より

の樹立が可能であった。現在両方法にて樹立した
細胞について、未分化性、多能性の解析を進

染色体の不活性化、血液細胞への分
化能についても検討を行い、両者間の相違点を明らか
にするとともに、今後の解析に使用する
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検討を行っている。今後、現行の MEF

細胞の樹立、維持法より、異種成分不
細胞の樹立、維持法へと移行して

細胞は病態の再現を行うために、血液
細胞への分化誘導が必要であるが、当研究室では

細胞との共培養法にて高効率に安定的に造血
前駆細胞への分化を誘導することができた。今後、好
中球系細胞、巨核球系細胞、赤血球系細胞、

細胞系細胞への分化誘導法について検討を行
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異常が確認され、長期的な培養でも不活化の解除は起
こらなかった。このことは、X染色体不活化の偏りが、
確率論的な機序で起こったとする考えを否定するも
のである。これを基盤として、X 染色体不活化を解
除・制御する創薬研究を行う。同時に、さらなる
染色体不活化機構明研究も実施していく必要性があ
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赤血球輸血を必要とする新生児溶血性疾患であり、半
数以上がその後赤血球輸血依存性の重症慢性溶血性

異常症に加えて、
細胞を用いた新規治療法開発の対象とすべき

細胞の樹立を準備中である。
先天性溶血性貧血の中でも患者数の多いサラセミ

東南アジア各国の大きな医療問題となって
おり、薬剤による治療法の開発が可能化すれば人類へ
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の貢献は極めて大きい。平成 25 年度は、マヒドン大
学サラセミアリサーチセンターよりサラセミアの皮
膚繊維芽細胞に関する情報を効率よく収集し、26 年
度に向けサラセミア患者サンプル入手に関する基盤
の整備中である。これまでグロビンタンパク質の定
性・定量は困難であり、遺伝子発現解析が主として行
われた。グロビンタンパク質を解析するため、様々な
グロビンを認識するペプチドをデザインし、有望なペ
プチドのスクリーニングを行った。今後本法を応用し、
ヒト iPS 細胞から分化誘導した赤血球系細胞の品質
を解析する基盤技術の開発が見込める。 
後天性の造血不全症の代表的存在である PNH 患者

において、NKG2D リガンド膜発現細胞は自己リンパ球
により速やかに傷害された。そのため、リガンド発現
を血球膜上に検出した 2名は、現在も血球傷害免疫機
序が発動していることが示唆された。今後さらに年齢、
性別、免疫抑制療剤使用の有無など iPS 細胞作成に最
適な条件を探る必要がある。 
 
E.結論 
 疾患 iPS 細胞の樹立は、Dnavec 社のセンダイウイ
ルスベクター及び当研究室で開発したウイルスベク
ターを用いて樹立を行うことに決定した。平成 25 年
度の研究結果を基にして作成したヒト iPS 細胞樹立
手順書に従って、今後新たな患者由来 iPS 細胞の樹立
を進めていく予定である。iPS 細胞の樹立後、AGMS-3
細胞との共培養法を用いて造血前駆細胞を誘導し、血
液細胞への分化誘導を行い、薬剤スクリーニングを行
っていく計画である。 
  X 染色体不活化異常によって発症した、XLA 患者
および WAS 患者、および健常女性から、iPS 細胞を樹
立した。X染色体不活化異常によって発症した XLA 患
者 iPS 細胞では、X染色体不活化異常が確認され、長
期的な培養でも不活化の解除は起こらなかった。女性
XLA患者および女性WAS患者末梢血のエキソーム解析、
および RNA Seq 解析を行った。これまで原因となる遺
伝子変異は同定できていないが、今後とも解析を進め
る。これを基盤として、X染色体不活化を解除・制御
する創薬研究を行う。同時に、X染色体不活化機構の
解明研究を継続する計画である。 
 摘脾術により QOL の改善が期待できない先天性溶
血性貧血の一病型として、新たに KLF1 異常症を同定
することができ、今後 iPS 細胞を用いた病態解明およ
び創薬の対象疾患として重要と考えられた。 
  サラセミア研究においては、マヒドン大学サラセミ
アリサーチセンターとの共同研究の一環として、先ず
患者サンプルの円滑な輸送体制の確立を行い、iPS 細
胞を樹立し、質量分析装置を応用することで、創薬開
発研究の加速化を図る予定である。 
iPS 細胞樹立による PNH 造血障害モデル作成には、

造血障害を有し免疫機序の関与が支持される
AA-PNH1またはAA-PNH2が良い候補患者であると考え
られた。 
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