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Ａ．研究目的 
 「難病」の克服に向けて人工多能性幹（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 Good 
Manufacturing Practice（GMP）準拠検査室を設置、

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人工多能性幹（iPS）細胞を用い
ることで、アンメット・メディカル・ニーズである希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。26年度は以下の研究を実施した。 
 谷らは、平成 25 年度に作成した手順書に従い、研究分担者と連携して種々の血液・免疫系疾患特異
的 iPS細胞を樹立した。得られた iPS細胞は形態、未分化マーカーの発現、3胚葉分化能の点でその特
性を維持しており、各血球系列への安定した分化が可能であった。さらに、正常対照 iPS細胞を用いて
各血球系列への分化誘導系を確立した。この分化誘導系は、血液・免疫系疾患特異的 iPS細胞を活用し
た新規創薬スクリーニング法として期待が持てる。原らは、iPS 細胞樹立のために Wiskott-Aldrich 症
候群（WAS）、CINCA症候群、家族性地中海熱、化膿性関節炎・壊疽性膿皮症・座瘡症候群患者検体を
採取し、iPS細胞樹立に供した。また、樹立した iPS細胞の X染色体活性化状態を評価する新規手法の
開発に着手した。さらに、自己炎症性疾患特異的 iPS 細胞が血管内皮細胞に分化誘導可能であることを
確認し、本疾患の病態解明および新規治療法開発に有用である可能性を示した。杉山らは、サラセミア
患者検体使用に向けて検体受け入れ体制を整備した。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試みた。さらに、ヒト細胞を用いてグロビンタンパク質の解析に有効なペプ
チドをスクリーニングした。今後本法の応用により、iPS 細胞から分化誘導した赤血球系細胞の品質解
析技術開発への寄与が見込まれる。菅野らは、iPS細胞樹立のためにピルビン酸キナーゼ異常症（PKD）、
先天性赤血球異形成貧血（CDA）患者検体を採取するとともに遺伝性有口赤血球症（Dehydrated 
Stomatocytosis）の一例について、PIEZO1遺伝子変異を同定した。また CDAの一例に KLF1遺伝子
変異を同定した。これらの先天性貧血症に関しては現在赤血球輸血以外安全な治療法は無いため、今後
樹立される iPS細胞を用いた病態解明および新規治療薬の開発が期待される。花岡らは、iPS細胞樹立
のために発作性夜間ヘモグロビン尿症 （PNH）患者検体を採取し、iPS細胞樹立に供した。また、PNH
患者血漿中の遊離型 UL16-binding proteins（ULBPs）を高率に検出することができた。この結果は
NKG2D 免疫による PNH 造血障害の発生を示唆する所見であり、NKG2D 免疫が治療標的の候補とし
て有力と考えられた。 
 以上のように、平成 26 年度は種々の血液・免疫系疾患特異的 iPS 細胞を樹立し、その品質を評価し
た。さらに、iPS細胞を利用した in vitro病態モデルの確立、病態の解明および創薬スクリーニングに
活用しうる多くの成果を得た。 
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薬事法準拠の品質検査体制を構築した。さらに霊長
類・マウス胚性幹（ES）/iPS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（論文
投稿準備中）を行ってきた。また、厚生労働省「iPS
細胞を利用した創薬研究支援事業」にて大型液体窒
素保存タンクと供給設備、異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、
学内倫理委員会の承認を取得し血液・免疫系難病特
異的 iPS 細胞を樹立し、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計画である。
①細胞分化障害又は細胞死が誘導されやすいこと等
が病態である遺伝性および後天性血液・免疫系疾患
を対象とした創薬研究を実施する。②X 染色体不活
性化解除は 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染色体活性化異常によ
る X 連鎖性無ガンマグロブリン血症（XLA）、
Wiskott-Aldrich症候群（WAS）女性患者を同定し、
iPS細胞を用いて X染色体活性化状態を定量し、不
活化を解除した iPS細胞の治療への応用、X染色体
活性化異常のメカニズム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 年度には、分担研究者の協力のもと、谷
らは前年度に作成した手順書をもとに患者及び健常
人由来 iPS細胞を樹立する。また、化合物スクリー
ニング系の確立に向けて、iPS 細胞より分化誘導し
た血液細胞による病態モデル作製に取り組む。 
 
B．研究方法 
5カ年研究計画概要 
 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。様々な
細胞種から異なる方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
順書を作成する。また、GMP レベルでの iPS 細胞
樹立をめざし、種々の培養条件（基質・培養液等）

を検討する。 
 平成 26年度は、平成 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細胞を樹
立する。樹立した iPS細胞はその未分化性・多能性
について in vitro/in vivoで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、品質が確認できた疾患特異的 iPS細胞は各分
担研究者へ送付するとともに、疾患責任遺伝子によ
る遺伝的影響、タンパク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する。ま
た、骨髄球、赤血球、リンパ球等の各血球系列への
分化誘導法を確立する。 
 平成 27 年度以降は、検体保存の品質評価項目を
策定する。さらに、病態モデルが確立された疾患よ
り，順次ハイスループットスクリーニング系を構築
し、創薬スクリーニングに着手する。併せて、樹立
した iPS細胞を用いて原因遺伝子変異の機能的影響
について評価する。 
 
平成 26年度 
谷らは分担研究者の協力のもと（1）～（6）の研究
を行った。 
（1）患者由来組織の採取 
 重症先天性好中球減少症（SCN）、発作性夜間ヘ
モグロビン尿症 （PNH）、ピルビン酸キナーゼ異常
症（PKD）、不安定ヘモグロビン症（UHD）、家族
性地中海熱(FMF)、化膿性関節炎・壊疽性膿皮症・
座瘡症候群 （PAPA症候群）、CINCA症候群、アク
ネ症候群、先天性赤血球異形性貧血(CDA) 、若年性
サルコイドーシス、X連鎖無ガンマグロブリン血症-
急性リンパ性白血病(XLA-ALL)、Wiskott-Aldrich
症候群（WAS）患者及び健常人の同意取得後、末梢
血のみ採取し、匿名化作業を行った。健常人の臍帯
血についても同様に匿名化作業を行った。得られた
検体は密度勾配遠心法により単核球分画を濃縮して
凍結保存して（2）の実験に備えた。一部の実験で
は、Tリンパ球を拡大培養して（2）の実験に使用し
た。 
 



 
（2）疾患特異的 iPS細胞の樹立 
 （1）で得られた末梢血単核球あるいは Tリンパ球
より、平成 25 年度に作成した手順書に従ってセン
ダイウイルスベクター（CytoTune-iPS 2.0、
DNAVEC 社）を用いて iPS 細胞を樹立した。各疾
患ごとに少なくとも 6株の iPS細胞を樹立し、手順
書に従い保存した。加えて、当研究室にて開発した
新規ウイルスベクターを用いて iPS細胞を樹立した。 
 樹立した iPS細胞の品質評価のため胚様体形成法
による分化誘導を実施し、分化誘導開始約 2週間後
に血液細胞が高効率で同程度に誘導される 3株を選
定した。得られた細胞のさらなる品質評価のため、
細胞形態の観察、未分化マーカーの発現解析、核型
解析、in vitroでの 3胚葉分化誘導試験および免疫
不全マウスでの奇形腫形成試験を実施した。平成 25
年度に「XV」として報告した遺伝子非挿入型組換え
麻疹ウイルスベクターを用いて樹立した iPS細胞に
ついても同様の品質評価を行った。 
 
（3）遺伝子変異による細胞機能変化の検討 
 （2）で樹立した iPS 細胞のうち品質に問題がな
かった株を用いて、各疾患特異的 iPS細胞における
責任遺伝子配列を解析した。 
 
（4）細胞分化障害機構、細胞死誘導機構等の解析 
 （2）で樹立した疾患特異的 iPS 細胞を用いて細
胞レベルでの病態再現モデルを確立することを目的
に、（2）で樹立した正常対照 iPS細胞を胚様体形成
法またはマウス骨髄あるいは胎仔組織由来フィーダ
ー細胞（MS5、AGM-S3）との共培養により分化誘
導を行った。続いて、誘導された血液細胞の血球マ
ーカー発現解析および形態学的解析を行った。 
 
（5）X 連鎖劣性遺伝性疾患女性例の X 染色体不活
性化の評価 
 平成 25年度に樹立したXLA患者由来 iPS細胞と
平成 26年度に樹立したWAS患者由来 iPS細胞を長
期間培養し、ヒトアンドロゲン受容体（HUMARA）
遺伝子のフラグメント解析（HUMARA法）により
X染色体不活化の状態を解析した。HUMARA遺伝
子は X 染色体上の遺伝子であり、CAG の繰り返し
塩基配列からなる多型領域により母由来、父由来 X
染色体を区別できる。また、この多型領域近傍には
メチル化認識制限酵素HpaIIの認識配列があること
が知られている。不活化された X 染色体上の

HUMARA遺伝子は高度にメチル化されていること
が知られているため、HpaII により活性化
HUMARA遺伝子フラグメントを選択的に切断でき
ることを利用して、X 染色体の活性化状態を評価で
きる。 
 また、原らと樹立した XLA 患者由来 iPS 細胞を
活用した新規薬剤スクリーニング法の開発を開始し
た。 
 さらに、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 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解析を実施した。 
 
（6）GMP規格 iPS細胞樹立に向けた準備 
 平成 25 年度に引き続き、正常対照 iPS 細胞を異
種成分不含培養液・基質を用いて培養し、未分化マ
ーカーの維持に優れた組合せを決定した。 
 
（7）X染色体活性化状態の評価 
 谷・原らは、（2）で樹立した XLA 患者由来 iPS
細胞のX染色体活性化状態を評価する新規手法の開
発に着手した。 
 
（8）iPS細胞の樹立、血管内皮細胞および血管平滑
筋細胞の分化誘導、解析 
 原らは、FMF、PAPA症候群の疾患由来 iPS細胞
を樹立した。CINCA 症候群 iPS 細胞は、熊本大学
の協力を得て樹立した。疾患由来および健常人由来
iPS 細胞より、血管内皮細胞、血管平滑筋細胞へ分
化誘導を行い、得られた細胞を解析した。 
 
（9）質量分析装置を用いたグロビンタイピングの
技術開発 
 杉山らは質量分析装置を応用し、赤血球系細胞の
酸素運搬を司るグロビンタンパク質を解析する技術
を開発するため、alpha- , beta-, delta-, epsilon-, 
gamma-, mu-, theta-, zeta-globinを特異的に認識
するペプチドをデザインし合成した。デザインした
ペプチドとヒト臍帯血細胞、ヒト成人末梢血細胞、
K562 赤白血病細胞株を用いて、質量分析装置によ
るグロビンタイピング技術を開発中である。 
（10）先天性貧血症患者の遺伝子変異の同定 
 菅野らは、全国の医療機関において先天性溶血性
貧血と診断された症例についてインフォームド・コ
ンセントを取得の上、末梢血を得て遺伝子変異に関
して解析した。 



 
（11）PNH患者血漿中の遊離型 ULBP1濃度測定 
 花岡らは、遊離型 ULBP1の血漿中濃度測定法（サ
ンドイッチ ELISA法：Human ULBP-1 DuoSet、
R&D systems、Minneapolis、MN）を確立し、こ
れまでに確保している20名のPNH患者血漿を解析
した。 
 
（倫理面への配慮） 
 本研究で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。そこで、「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、受け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（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、病院なら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、文部科学省お
よ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」および九州大学の
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、実験室内に P2レベルの培養室、P2Aレベルの
SPF 動物管理室において厳密な管理のもとに実験
を行い、ウイルス汚染や人畜共通感染症の発症伝播
を防止する。 
 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、九州大学 ARO 次世代
医療センターの支援のもと「臨床研究に関する倫理
指針」を遵守した医師主導治験を薬事法、ICH-GCP
ガイドラインに準拠して実施する。 
 マヒドン大学サラセミアリサーチセンター(タイ)
よりサラセミア患者検体の提供を受けるにあたり、

倫理委員会への提出書類を作成し、九州大学医系地
区部局：ヒトゲノム・遺伝子解析研究倫理審査委員
会における審査を受け、既に承認済みである。マヒド
ン大学においても、同様に申請準備中である。 
 以上のように倫理指針へ配慮した研究を行ってい
るため、倫理的妥当性に問題がないと考えられる。 
 
Ｃ．研究結果 
谷らは（1）～（6）の研究成果を得た。 
（1）患者由来組織の採取 
 表 1に示す各疾患について、九州大学あるいは分
担研究機関において患者由来末梢血を採取し、単核
球分画を凍結保存した。また、正常対照群として健
常人由来の末梢血（3 例）および臍帯血（4 例）に
ついても同様の処理を行った。 
 
（2）疾患特異的 iPS細胞の樹立 
 （1）で分離した末梢血単核球分画を用いて、平
成 25 年度に作成した手順書に従いセンダイウイル
スベクターを用いて iPS細胞を樹立した。得られた
iPS 細胞は少なくとも 10 回以上継代したのちに胚
様体形成法により分化誘導を行い、約 2週間後に血
球マーカーCD34・CD45の発現をフローサイトメト
リー解析により評価した。各疾患ごとに少なくとも
6株の iPS細胞を用いて実験を行い、各血球系列細
胞を安定して同程度に誘導できる 3株を選定し、更
なる解析に用いた。 
 選定した iPS細胞の形態学的観察と未分化マーカ
ーNANOG、OCT3/4、SSEA4、TRA1-60の免疫蛍
光染色を行い、未分化性維持に異常がないことを確
認するとともに、核型解析により核型に異常がない
ことを確認した。さらに、胚様体形成法および奇形
腫形成試験により iPS細胞の分化能を検討し、3胚
葉への分化能をもつことを確認した。 
 遺伝子非挿入型組換え麻疹ウイルスベクターを用
いて樹立した iPS細胞についても同様の結果が得ら
れた（特許出願中）。 
 
（3）遺伝子変異の機能的影響の検討 

 （2）で得られた iPS 細胞を用いて順次ゲノムシ

ークエンス解析を行い、得られた結果をもとに責任

遺伝子配列を解析済みもしくは解析中である。 

 

 

 



 

 
 
疾患名 施設 病因・病態 治療・予後 iPS 細胞 

重症先天性好

中球減少症

（SCN） 

東京

大学

医科

研 

好中球エラスターゼ遺伝子

(ELANE)などの異常により、

好中球の成熟障害および減

少を来す疾患 

重篤な感染症を繰り返し、骨

髄異形性症候群および急性骨

髄性白血病の合併により致死

的となる事がある。 

東大で

iPSC 樹

立 

X 連鎖性無ガ

ンマグロブリ

ン血症 

（female 

XLA） 

九大

小児

科 

BTK 遺伝子欠損による 

B 細胞の分化障害および無

ガンマグロブリン血症を来

す疾患。（一般的には男児に

発症） 

定期的なガンマグロブリンの

補充治療が必要。 
樹立済 

X 連鎖性無ガ

ンマグロブリ

ン血症 

-急性リンパ

性白血病

（XLA-ALL） 

東京

医歯

大 

XLA を基礎疾患に持ち、急

性リンパ性白血病を発症し

た症例 

- 樹立中 

Wiscott-Aldr

ich 症候群 

（WAS） 

九大 

小児

科 

WASP 遺伝子変異による 

血小板減少、先天性免疫不

全症を来す疾患。（一般的に

は男児に発症） 

自己免疫疾患や悪性腫瘍の合

併頻度が高く、幼少期に造血

幹細胞移植が必要。 

樹立済 

発作性夜間ヘ

モグロビン尿

症 （PNH） 

和歌

山医

大 

PIG-A 遺伝子変異による 

赤血球膜の補体抵抗性の低

下、溶血性貧血を来す疾患。 

溶血性貧血に対し、免疫抑制

剤や抗補体抗体が必要。死亡

原因として主に血栓塞栓症、

腎不全の合併のほか、出血、

感染、骨髄機能不全などがあ

げられる。 

樹立済 

ピルビン酸キ

ナーゼ異常症

（PKD） 

東京

女子

医大 

赤血球 PK活性低下により

ATP 産生が低下し、溶血性

貧血を来す疾患。 

治療は、脾臓摘出以外は特異

的なものはなく、重症例では

頻回の輸血によるヘモジデロ

ーシス合併例や、造血幹細胞

移植が必要な例がある。 

樹立済 

不安定ヘモグ

ロビン症

（UHD） 

東京

女子

医大 

赤血球内部において Hbが

変性および沈殿し、溶血性

貧血を来す疾患。慢性溶血

や急性溶血発作を招く。 

治療は、脾臓の有効性が認め

られる。重症例では輸血が必

要となる。 

樹立中 

家族性地中海

熱 

(FMF) 

九大 

小児

科 

遺伝性周期性発熱症の中で

最も頻度の高い疾患。MEFV

遺伝子の異常により、抗炎

症物質と考えられている

pyrin の発現低下あるいは

機能障害を生じる。 

第一選択薬はコルヒチンであ

るが、耐性を示す症例に抗サ

イトカイン製剤が試みられて

いる。 

樹立済 

化膿性関節

炎・壊疽性膿

皮症・座瘡症

候群 （PAPA

症候群） 

九大 

小児

科 

無菌性化膿性関節炎を臨床

像の主体とし、壊疽性膿皮

症と囊胞性座瘡を伴う事を

特徴とする疾患 。PSTPIP1

や CD2BP1 遺伝子の異常に

より、抗炎症作用が減弱す

ると考えられている。 

副腎皮質ステロイドが有効で

あるとの報告がある。重症例

に抗サイトカイン製剤が試み

られている。 

樹立済 

CINCA 症候群 

九大 

小児

科/

熊本

大 

乳児期早期より発症する関

節症、中枢神経病変、皮疹

を特徴とする重症の自己炎

症症候群。NLRP3 遺伝子異

常による IL-1βの過剰産

生が病因。 

治療薬として抗サイトカイン

製剤が用いられる。重症例は

虹性アミロイドーシスを合併

し、臓器障害を呈する。 

熊大で

樹立済 

若年性サルコ

イドーシス 

九大 

小児

科 

NOD2/CARD15 遺伝子異常に

より、皮膚・関節・眼に肉

芽腫を来す疾患 。 

関節症状の進行に伴う脱臼や

拘縮、眼症状の進行による失

明の可能性がありる。副腎皮

質ステロイトの他、サリドマ

イドや抗 TNF 製剤の使用報告

がある。 

樹立済 

先天性赤血球

異形性貧血 

(CDA) 

東京

女子

医大 

赤血球の形成異常により貧

血を引き起こす疾患。本症

例はⅣ型で、Klf1 遺伝子変

異を認めている。 

確立した治療法はない。重症

例ではヘモジデローシス合併

がある。 

樹立済 

正常対照 九大 - - 樹立済 

 

（4）細胞分化障害機構、細胞死誘導機構等の解析 
（2）で得た iPS 細胞のうち正常対照群を用いて胚
様体形成法により分化誘導を行い、経時的に血球マ
ーカーCD34・CD45、骨髄球系マーカーCD11b、赤
血球系マーカーGlycophorin A（GlyA）、血管マーカ
ーVE カドヘリン（VEC）の発現をフローサイトメ
トリー解析により評価した。GlyA 陽性赤血球分画
の割合は分化誘導開始 18 日目頃に最大となり、
CD45陽性 CD11b陽性骨髄球系分画の割合は、赤血
球より遅れて増加した。一方、造血能をもつ血管内
皮細胞を含むと考えられる VEC 陽性分画は、解析
期間中ゆるやかに減少した。 
 より高効率に血液細胞を得るために胚様体中の
CD34 陽性未分化造血細胞を磁気ビーズ細胞分離法
により分離したところ、約 98％になるまで CD34
陽性細胞を純化することができた。純化した CD34
陽性細胞を、我々が過去に確立した好中球誘導法
（Hiramoto, T., et al., PNAS, 2013）に従い
AGM-S3 ストローマ細胞上で G-CSF等の存在下で
培養すると、浮遊細胞の 99％以上が CD45 陽性
CD11b陽性であり、形態学的に顆粒球およびマクロ
ファージ系列であった。一方、CD34 陽性細胞を既
報（Carpenter, L., et al., Blood, 2011）に従いMS-5
ストローマ細胞上で IL-7等の存在下で培養すると、
低効率（浮遊細胞の 1％未満）ではあるが CD19陽
性 CD10陽性 Bリンパ球系列細胞が検出された。 
 
（5）X 連鎖劣性遺伝性疾患女性例の X 染色体不活
性化の評価 
 HUMARA法によるX染色体活性化状態を解析し
たところ、XLA患者由来 iPS細胞では、平成 25年
度におこなった患者細胞の解析結果と一致して、患
者母由来 X 染色体が不活化していた（図 4）。また
WAS患者由来 iPS細胞でも X染色体が不活化して
いたが、X 染色体は患者父由来であった。この研究
成果を踏まえて、樹立した XLA 患者由来 iPS 細胞
を用いた新規薬剤スクリーニング法の開発に取り組
んでいる。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 解析について
は、現在データを解析中である。 
  
（6）GMP規格 iPS細胞樹立に向けた準備 
 （2）で樹立した正常対照 iPS 細胞を用いて、フ
ィーダーフリー、異種成分不含培養法を検討し、iPS
細胞の未分化性維持に優れた細胞外マトリックスと
培養液の組み合わせを検討したところ、iPS 細胞の

表 1. 対象疾患と進捗状況 



樹立には iMatrix
素）が優れているという結果を得た（表
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（7）X染色体活性化状態の可視化
 谷・原らは、
規手法の開発に
 
（8）iPS細胞の樹立、血管内皮細胞および血管平滑
筋細胞の分化誘導、解析
 原らは、（
葉体形成を行い、血管内皮細胞およ
の分化誘導を行った。それぞれ、
1）および SMA
 
図 1. 正常 iPS
    (左：位相差
 
 
 
 
 
 
（9）質量分析装置を用いたグロビンタイピングの
技術開発 
 杉山らは、
mu-, theta-
ぞれデザインし、合成した。ヒト臍帯血、ヒト成
末梢血、K562
置で解析し、
 さらに、これらのペプチドを用いてグロビンタイ
ピングの最適化を行っている。最適化後、タイ国マ
ヒドン大学サラセミアリサーチセンターにて収集さ
れたサラセミア患者の血液検体を用いて、グロビン
タンパク質を解析する予定である。
 

iMatrix-511（ニッピ）と
素）が優れているという結果を得た（表

染色体活性化状態の可視化
谷・原らは、X 染色体の活性化状態を評価する新
規手法の開発に取り組んでいる。

細胞の樹立、血管内皮細胞および血管平滑
筋細胞の分化誘導、解析

（2）で樹立した
葉体形成を行い、血管内皮細胞およ
の分化誘導を行った。それぞれ、

SMAの発現を免疫染色で確認し

iPS細胞から分化誘導した血管内皮細胞
左：位相差 右：

）質量分析装置を用いたグロビンタイピングの

杉山らは、alpha-, beta
-, zeta-globin

ぞれデザインし、合成した。ヒト臍帯血、ヒト成
K562 赤白血病細胞株を用いて質量分析装

置で解析し、有望なペプチドを選出した
さらに、これらのペプチドを用いてグロビンタイ
ピングの最適化を行っている。最適化後、タイ国マ
ヒドン大学サラセミアリサーチセンターにて収集さ
れたサラセミア患者の血液検体を用いて、グロビン
タンパク質を解析する予定である。

培養条件と iPS

（ニッピ）と
素）が優れているという結果を得た（表

染色体活性化状態の可視化 
染色体の活性化状態を評価する新
取り組んでいる。 

細胞の樹立、血管内皮細胞および血管平滑
筋細胞の分化誘導、解析 

）で樹立した健常人由来
葉体形成を行い、血管内皮細胞およ
の分化誘導を行った。それぞれ、VE

の発現を免疫染色で確認し

細胞から分化誘導した血管内皮細胞
右：VE-cadherin)

）質量分析装置を用いたグロビンタイピングの

eta-, delta-, epsilon
globinを認識するペプチドをそれ

ぞれデザインし、合成した。ヒト臍帯血、ヒト成
赤白血病細胞株を用いて質量分析装
有望なペプチドを選出した

さらに、これらのペプチドを用いてグロビンタイ
ピングの最適化を行っている。最適化後、タイ国マ
ヒドン大学サラセミアリサーチセンターにて収集さ
れたサラセミア患者の血液検体を用いて、グロビン
タンパク質を解析する予定である。

iPS細胞の未分化性維持の関係

（ニッピ）と StemFit（味の
素）が優れているという結果を得た（表 2）。 

 
染色体の活性化状態を評価する新

 

細胞の樹立、血管内皮細胞および血管平滑

健常人由来 iPS 細胞の胚
葉体形成を行い、血管内皮細胞および平滑筋細胞へ
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の発現を免疫染色で確認した。

細胞から分化誘導した血管内皮細胞
cadherin) 

）質量分析装置を用いたグロビンタイピングの

, epsilon-, gamma
を認識するペプチドをそれ

ぞれデザインし、合成した。ヒト臍帯血、ヒト成
赤白血病細胞株を用いて質量分析装
有望なペプチドを選出した（表 3）

さらに、これらのペプチドを用いてグロビンタイ
ピングの最適化を行っている。最適化後、タイ国マ
ヒドン大学サラセミアリサーチセンターにて収集さ
れたサラセミア患者の血液検体を用いて、グロビン
タンパク質を解析する予定である。 

細胞の未分化性維持の関係

（味の

染色体の活性化状態を評価する新

細胞の樹立、血管内皮細胞および血管平滑

細胞の胚
び平滑筋細胞へ

（図
た。 

細胞から分化誘導した血管内皮細胞 

）質量分析装置を用いたグロビンタイピングの

, gamma-, 
を認識するペプチドをそれ

ぞれデザインし、合成した。ヒト臍帯血、ヒト成人
赤白血病細胞株を用いて質量分析装

）。 
さらに、これらのペプチドを用いてグロビンタイ
ピングの最適化を行っている。最適化後、タイ国マ
ヒドン大学サラセミアリサーチセンターにて収集さ
れたサラセミア患者の血液検体を用いて、グロビン

 

表 3.

Symbol

HBA1;

HBA2

HBB

HBD

HBD

HBE1

HBG1

HBG1;

HBG2

HBM

HBQ1

HBZ

HBZ

 
（10
 菅野ら
PIEZO1
との鑑別がしばしば困難である

細胞の未分化性維持の関係 

3. グロビン認識ペプチド

Symbol Description

HBA1; 

HBA2 

 hemoglobin, 

alpha 1; 

hemoglobin, 

alpha 2

HBB Hemoglobin, beta

HBD hemoglobin, delta

HBD hemoglobin, delta

HBE1 
hemoglobin, 

epsilon 1

HBG1 
hemoglobin, 

gamma A

HBG1; 

HBG2 

 hemoglobin, 

gamma A; 

hemoglobin 

gamma G

HBM 

 
hemoglobin, mu

HBQ1 

 

hemoglobin, theta 

HBZ 

 
hemoglobin, zeta

HBZ 

 
hemoglobin, zeta

10）先天性貧血症患者の遺伝子変異の同定
菅野らは、遺伝性有口赤血球症の一例について、

PIEZO1遺伝子変異を同定した。先天性溶血性貧血
との鑑別がしばしば困難である

ロビン認識ペプチド

Description 

hemoglobin, 

alpha 1; 

hemoglobin, 

alpha 2 

TB239262

Hemoglobin, beta TB252412

hemoglobin, delta TB532763

hemoglobin, delta TB533133

hemoglobin, 

epsilon 1 
TB412708

hemoglobin, 

gamma A 
TB110344

hemoglobin, 

gamma A; 

hemoglobin 

gamma G 

TB110550

hemoglobin, mu TB532757

hemoglobin, theta 

1 
TB125559

hemoglobin, zeta TB467098

hemoglobin, zeta TB467032

先天性貧血症患者の遺伝子変異の同定
遺伝性有口赤血球症の一例について、
遺伝子変異を同定した。先天性溶血性貧血

との鑑別がしばしば困難である

ロビン認識ペプチド 

PTD 

TB239262 

[MT3]

TVLTSK[MT3]

TB252412 

[MT3]

SELHC[CAM]D

TB532763 

[MT3]

VC[CAM]VLA

TB533133 

[MT3]

SELHC[CAM]D

TB412708 
[MT3]

WSK[MT3]

TB110344 
[MT3]

DATK[MT3]

TB110550 

[MT3]

QASWQK[MT3

TB532757 
[MT3]

TB125559 
[MT3]

DLSPGSSQVR

TB467098 
[MT3]

SVLTEK[MT3]

TB467032 
[MT3]

GALSK[MT3]

先天性貧血症患者の遺伝子変異の同定
遺伝性有口赤血球症の一例について、
遺伝子変異を同定した。先天性溶血性貧血

との鑑別がしばしば困難である CDA

Pep seq 

[MT3]-FLASVS

TVLTSK[MT3]

[MT3]-GTFATL

SELHC[CAM]D

K[MT3] 

[MT3]-LLGNVL

VC[CAM]VLA

R 

[MT3]-GTFSQL

SELHC[CAM]D

K[MT3] 

[MT3]-AAVTSL

WSK[MT3] 

[MT3]-VLTSLG

DATK[MT3] 

[MT3]-EFTPEV

QASWQK[MT3

] 

[MT3]-LFTVYP

STK[MT3] 

[MT3]-TYFSHL

DLSPGSSQVR

[MT3]-FLSVVS

SVLTEK[MT3]

[MT3]-SIDDIG
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得
られているため、この新規ウイルスベクターも本研
究の更なる遂行に極めて有用であると期待される。 

細胞を用いたトランスオミクス解析
による遺伝子変異の機能的影響の解析については、

細胞の段階での解析
に加えて、血液系細胞へ分化誘導したのちに行うこ
とがより有益な情報源となるであろうとの考えに基

への分

本研究では血液・免疫系疾患を対象としているた
細胞からの各血球系列細胞の高

効率で安定した分化誘導が極めて重要である。平成
年度には、既報に従い赤血球系列、顆粒球・マク

系列へ
の分化誘導に成功した。現在は創薬スクリーニング
を想定し、更なる分化誘導の効率化や細胞純化につ
いての検討を行っている。これらの成果をもとに、

細
胞等の赤血球系列への分化、骨髄球系に機能異常が

細胞等の骨髄球系への
特

リンパ球系への分化を試みるこ

の
染色体

細胞においても
染色体の活性

化異常を原因としていることから、前述の分化誘導
細胞そのものを用いた病態

染色体活性化制御機構の解明も期待でき

近年、動脈硬化における炎症病態の関与が明らか
になってきた。慢性関節リウマチや全身性エリテマ

強さと、心血
されている。炎症性サイ

トカインによる血管内皮障害がアテローム性動脈硬
化病変を誘発しているものと考えられる。また炎症



病態における脂質代謝異常も、血管内皮、血管平滑
筋細胞、およびアテローム動脈硬化病変における免
疫担当細胞なども、この病態に関与しているものと
推測される。疾患由来 iPS 細胞を用いる事により、
疾患の特徴を持つ血管内皮細胞および血管平滑筋細
胞を詳細に検討することにより、自己炎症疾患にお
ける血管炎・動脈硬化の機序解明に寄与する可能性
がある。平成 26 年度には自己炎症疾患由来 iPS 細
胞を樹立し、血管構成細胞への分化誘導を行った。
この研究成果を発展させ、自己炎症疾患の新規病態
モデルの確立と創薬スクリーニングの実施が十分に
可能であると考えている。 
 グロビンタンパク質の定性・定量は困難であるこ
とから、これまで遺伝子発現解析が主として行われ
てきた。グロビンタンパク質解析のため、様々なグ
ロビンを特異的に認識するペプチドをデザインし、
ヒト血液細胞（臍帯血、成人末梢血、K562 赤白血
病細胞株）と質量分析装置を用いた解析により有望
なペプチドをスクリーニングした。今後本法を応用
することにより、ヒト iPS細胞から分化誘導した赤
血球系細胞の品質解析技術の開発に寄与することが
見込まれる。 
 CDAは溶血性貧血と鑑別すべき疾患であり、従来
骨髄所見によってのみ鑑別診断が可能であった。近
年 CDA1～4 型に原因遺伝子が同定され、遺伝子レ
ベルでの確定診断が可能となった。この疾患も無効
造血疾患であり、脾摘の効果は無いと考えられる。 
 遺伝性有口赤血球症は赤血球膜異常症の一型であ
るが、さらに数種のサブタイプがあり、なかでも今
回の症例 3 の病歴が示すように、Dehydrated 
Stomatocytosis(DHSt)は脾摘が禁忌とされており、
静脈血栓症や鉄過剰症などの合併により、著しい
QOL低下が生じる。遺伝子解析技術の進歩により稀
少遺伝子疾患の原因遺伝子が次々と明らかにされる
中で、先天性溶血性貧血の病型診断においても効率
よく遺伝子検査を行い、早期に診断を確定すること
が、適正な治療の選択と患者の予後改善に重要であ
る。 
 PNH 患者血漿中において遊離型 ULBP1 が
MICAと同様に検出された。膜型または遊離型のい
ずれかのリガンドを有する患者が約 7割認められた
ことから、PNH 造血障害発生への NKG2D 免疫の
関与が強く示唆された。 
 平成 27 年度以降は、創薬スクリーニングの本格
的実施にむけて各対象疾患における新規薬剤の必要
性、in vitro 病態モデルの再現程度等を考慮し、創

薬スクリーニングに必須である再現性、特異性が高
いアッセイ系の構築に取り組む。例えば X連鎖劣性
遺伝性疾患女性例は極めて希少ではあるが、常に決
まった X染色体が不活性化する状態にあるため、根
源的なX染色体不活性化機構を制御することにより、
種々のX連鎖劣性遺伝性疾患の治療へ広範に応用可
能な新規薬剤候補を得られる可能性が十分に期待で
きる。 
 
Ｅ．結論 
 平成 26年度には、平成 25年度に作成した手順書
を元に種々の疾患特異的 iPS細胞を樹立した。さら
に、並行して樹立した正常対照 iPS細胞を用いて血
液細胞への分化誘導系を確立した。種々の血液・免
疫系難病について生化学・生物学的な新規病態解析
手法を確立し、それらが病態解析や診断に活用可能
であることを明らかにしてきた。これらの研究を通
じて得られた成果は、血液・免疫系難病に対する新
規治療薬開発のための創薬スクリーニングへ応用で
きるものと考えられる。次年度以降は、これらの研
究成果を組合せることにより in vitro疾患モデルを
確立し、それを活用した創薬スクリーニングを実施
する予定である。 
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