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I. 基本情報 
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分担研究     （日本語）自己免疫性造血不全に関わる研究開発 
開発課題名：  （英 語）Research on autoimmune bone marrow failure 
     
研究開発分担者   （日本語）金沢大学 教授 中尾 眞二 
所属 役職 氏名： （英 語）Kanazawa University, Professor, Shinji Nakao 
 
分担研究     （日本語）先天性造血不全に関わる研究開発 
開発課題名：  （英 語）Research on congenital bone marrow failure 
     
研究開発分担者   （日本語）京都大学 iPS 細胞研究所 教授 中畑 龍俊 
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II. 成果の概要（総括研究報告） 
本研究は、下記の 3 項目に関しての研究開発計画を進めた。 
 
1. 骨髄異形成症候群に関わる研究開発：（高折、吉田、蝶名林、荒井） 
2. 自己免疫性造血不全に関わる研究開発：（中尾） 
3. 先天性造血不全に関わる研究開発：（中畑） 
 
1. 骨髄異形成症候群に関わる研究開発：（高折、吉田、蝶名林、荒井） 

骨髄異形成症候群（MDS）は、予後不良のクローン性造血障害である。MDS には病態を再現し解析す

る疾患モデルがなく、新規治療法を開発するためのツールが殆どないのが現状である。我々は複数の

MDS 及び MDS から移行した二次性急性骨髄性白血病症例の異常クローンから疾患特異的 iPS 細胞を

樹立し、樹立した疾患特異的 iPS 細胞からの造血細胞分化系を確立し、分化成熟障害などの病態再現が

可能な疾患モデルを構築した。疾患特異的 iPS 細胞と元の患者の MDS 細胞の全エキソンシークエンス

を行い、MDS の発症・進展に重要と思われる遺伝子変異を同定した。また、疾患特異的 iPS 細胞と同一

患者由来の正常 iPS 細胞を再誘導して得られた造血前駆細胞分画の網羅的な遺伝子発現解析を行い、疾

患特異的 iPS 細胞に特異的な遺伝子発現異常が認められた。さらに疾患特異的 iPS 細胞由来造血前駆細

胞を用いてハイスループット薬剤スクリーニング系を確立して、薬剤スクリーニングを開始した。 
 また、荒井は、骨髄異形成症候群(MDS)の一病型である慢性骨髄単球性白血病(CMML)の疾患細胞か

ら疾患特異的 iPS 細胞(CMML-iPSC)を樹立した。VEGF 添加下における C3H10T1/2 間質細胞との共培

養によって、CMML-iPSC から CD34,CD43 陽性の造血前駆細胞が分化誘導された。この細胞は元の

CMML 細胞の遺伝子異常や増殖能亢進、表面抗原発現などの特性を再現していた。この細胞を用いた網

羅的な遺伝子発現とエピゲノム解析によって、CMML の病態に関与している候補遺伝子をいくつか抽出

した。そのなかで、SLITRK4 の発現は他の CMML 臨床検体でも亢進していることを確認した。興味深

いことに、CRISPR/Cas9 システムで CMML-iPSC において SLITRK4 をノックアウトすると、造血前

駆細胞への分化が著明に抑制されることがわかり、この遺伝子を標的とする分子治療によって CMML を

根絶できる可能性が示唆された。 
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2. 自己免疫性造血不全に関わる研究開発：（中尾） 
特発性再生不良性貧血（aplastic anemia: AA）は、細胞傷害性 T 細胞（cytotoxic T lymphocytes: CTLs）

によって自己の造血幹・前駆細胞（hematopoietic stem/progenitor cells: HSPCs）が攻撃される結果発

症する典型的な自己免疫疾患である。これは、第 6 染色体短腕の片親性ダイソミーによる loss of 
heterozygosity（6pLOH）の結果、特定の HLA クラス I アレルの欠失した血球（HLA allele-lacking 
leukocytes: HLA-LLs）が患者全体の約 25％に検出されることから強く推測されているが、CTL の標的

抗原が不明である。これを明らかにするためには、①HLA-LLs を持つ患者から、野生型 HSPCs と、HLA
を欠失した HSPCs の両者を準備する、②同じ患者から樹立した野生型 HSPC 特異的 CTL の中から、

HLA 欠失 HSPCs を傷害しない CTL クローンを樹立する、③この CTL クローンを用いて野生型 HSPCs 
cDNA ライブラリーをスクリーニングする、いうプロセスが必要である。 
そこで、我々は 6pLOH と HLA-B*40:02 の変異により B4002 を欠失した顆粒球を持つ症例１と、同

じく 6pLOH と HLA-B*54:01 変異により B5401 を欠失した症例 2 の 2 例の AA 患者単球から iPS 細胞

（iPSC）を樹立した。その結果、それぞれから野生型、6pLOH(+)、B4002 または B5402 の単独欠失の

3 種類 2 組の iPS 細胞の樹立に成功した。それぞれの iPS 細胞から、効率よく CD34 陽性細胞を誘導す

る in vitro の培養方法を検討したところ、既存のサイトカインカクテル（StemPro）培地での培養と同様

に、OP9 細胞の培養上清と WEHI3B 細胞の培養上清を加えた培地での培養でも、3 週間目には CD34+

細胞が、培養細胞全体の約 70％程度に達することが明らかになった。この培養細胞から純化した CD34+ 

細胞（iPSC-HSPC）を、Sirpa をノックインした C57BL/6.Rag2 マウス（BRGS マウス）の骨髄内に移

植したところ、移植後 9 週目には顆粒球、赤血球、B 細胞、T 細胞に分化し、3.5-8.9％前後のキメリズム

が得られることが示された。 
症例 1 の iPSC-HSPCs で患者の CD8+ T 細胞を 2 回刺激したところ、6pLOH(+)細胞や B4002 欠失細

胞は傷害しないが、野生型細胞のみを傷害する CTL 株が樹立されたが、CTL クローンの長期維持が困難

であった。このため、CTL 株と症例 1 の治療前の骨髄 T 細胞から、PD-1+CD8+ T 細胞を単一細胞ソーテ

ィングし、T 細胞レセプター（TCR）の β鎖を解析したところ、骨髄で最も頻度が高い CDR3 モチーフ

を持つ T 細胞の β鎖、α鎖の塩基配列は、CTL 株で 3 番目に繰り返しの頻度が高い β鎖、α鎖の配列と

完全に一致していた。症例 1 の CTL で頻度の高かった上位 4 種類と、症例 2 の初診時の骨髄 CD137+PD-
1+CD8+ T 細胞および CD137-PD-1-CD8+ T 細胞から単離した単一 T 細胞のうち、TCRVβ の繰り返し頻

度の高い 4 種類の TCRα 鎖・β 鎖 cDNA を、レトロウイルスベクターを用いて Jurkat 細胞にトランス

フェクトした。症例 2 の TCR トランスフェクタント 4 種類を、自身の CD34+細胞と培養したところ、

野生型 iPSC-HSPCs に対する特異的なインターフェロン γ産生がみられた。現在、症例 2 の野生型 iPSC-
HSPCs から cDNA ライブラリーを作製し、HLA-B*54:01 導入 COS 細胞トランスフェクタントを用い

たスクリーニングを準備中である。 
 
3. 先天性造血不全に関わる研究開発：（中畑） 
 先天性造血不全は先天的に血液を正常に産生できない疾患であるが、侵されている血球系統も 3 系統

から 1 系統まで多くの病型が存在する。先天性造血不全の多くは遺伝子異常に起因すると考えられてい

るが、その病態を再現し解析する疾患モデルがなかったことから、新規治療法の開発は大きく遅れてき

た。我々は先天性造血不全のうちファンコニ貧血、細網異形成症、ダイアモンドブラックファン貧血、先

天性好中球減少症の患者から、iPS 細胞の樹立(疾患特異的 iPS 細胞)に成功した。また、我々は iPS 細

胞から中胚葉を経て①血管内皮/血球共通前駆細胞、②各種血液前駆細胞、③成熟細胞ができる過程につ
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いて時間を追って観察できる系を確立してきた。それを用いて、ファンコニ貧血においては、血球・内皮

系共通前駆細胞から造血前駆細胞への分化障害が病態であること、細網異形成症に関しても、同疾患の好

中球減少および T リンパ球減少は成熟障害に起因することを明らかにした。 
 
 
We have worked on the following 3 projects. 
1. Research on Myelodysplastic syndrome (Takaori-Kondo, Yoshida, Chonabayashi, Arai) 
2. Research on autoimmune bone marrow failure (Nakao) 
3. Research on congenital bone marrow failure (Nakahata)  
 
1. Research on Myelodysplastic syndrome (Takaori-Kondo, Yoshida, Chonabayashi, Arai) 

Myelodysplastic syndromes (MDS) are a heterogeneous group of clonal stem cell diseases 
characterized by inefficient hematopoiesis with poor prognosis. There are currently no useful tools for 
identifying new therapeutic targets of MDS mainly because of a lack of good disease models. Here we 
generated multiple iPS cell lines from several patients with either MDS or secondary acute myeloid 
leukemia that progressed from MDS. We successfully developed hematopoietic differentiation 
systems from the disease specific iPS cells and constructed the disease model recapitulating the MDS 
disease phenotypes such as maturation defect. We performed whole-exome analysis of disease-
specific iPS cells and MDS cells derived from the original patients to find somatic mutations which 
are crucial for the pathogenesis and progression of MDS. Next, we performed microarray analysis in 
hematopoietic progenitor cells induced from the disease-specific iPS cells and isogenic normal iPS 
cells, identifying MDS-specific expression changes. Furthermore, we had established a high-
throughput screening system utilizing hematopoietic progenitor cells derived from disease-specific 
iPS cells and started drug screening. 

Arai has also established induced pluripotent stem cells (iPSC) from CMML CD34 positive leukemic 
cells (CMML-iPSC) as a new disease model. Co-cultured with C3H10T1/2 stromal cells in the presence 
of vascular endothelial growth factor, CMML-iPSC generated CD34 CD43 double-positive 
hematopoietic progenitor cells (CMML-HPC). CMML-HPC have recapitulated important disease 
features of parental CMML cells in terms of genetic abnormalities, acceleration of cell proliferation, 
and aberrant surface markers expression. With comprehensive gene expression and DNA methylation 
profiling analyses using CMML-HPC, we identified several candidate genes related to the 
pathogenesis of CMML. Among them, the expression of SLITRK4 was up-regulated in other CMML 
patients’ CD34+ leukemic cells compared to normal CD34+ bone marrow cells. Interestingly, 
disruption of this gene via CRISPR/Cas9 system dramatically attenuated generation of CMML HPC 
from CMML iPSC, which suggested an intriguing possibility that targeted molecular therapy of this 
gene would eradicate CMML leukemic cells. 
 
2. Research on autoimmune bone marrow failure (Nakao) 

Acquired aplastic anemia (AA) is considered to be a typical auto-immune disease that targets 
hematopoietic stem/progenitor cells (HSPCs) by cytotoxic T lymphocytes (CTLs). This hypothesis is 
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mainly based on current findings that HLA class I allele-lacking leukocytes (HLA-LLs) due to loss of 
heterozygosity of the 6p chromosome are detected in approximately 25% of patients with AA. However, 
this theory has not been proven due to lack of knowledge with regard to the autoantigens presented 
by particular HLA alleles. To identify autoantigens on HSPCs that are involved in the development 
of AA, the following three processes are required; 1. Preparation of both wild-type and HLA class I 
allele-lacking HSPCs from AA patients possessing HLA-LLs; 2. Isolation of CTL clones capable of 
killing only wild-type HSPCs; 3. Screening of cDNA library transfectants derived from the wild-type 
HSPCs using the CTL clones. First, we generated induced pluripotent stem cells (iPSCs) from 
peripheral blood (PB) monocytes of two patients (Case 1 and Case 2) who possessed HLA-LLs as a 
result of 6pLOH and HLA-B allele mutations. Two sets of three different iPSC clones were established 
which included wild-type, 6pLOH(+), and HLA-B(-) (B4002[-] or B5401[-]) clones. Three-week cultures 
of the iPSCs in the medium containing various growth factors (StemPro) or in the OP9 or WEHI3B 
cell-conditioning medium produced hematopoietic cells comprising 70% CD34+ cells. 106 CD34+ cells 
were injected into the femoral bone of C57BL/6.Rag2 mice harboring NOD-Sirpa (BRGS) and the mice 
were sacrificed at 9-12 weeks after the injection. 3.5 to 8.9 % human CD45+ cells were detected in the 
BM, spleen, and PB, and all retained original phenotypes. Stimulation of Case 1’s CD8+ T cells with 
autologous iPSC-HSPCs gave rise to CTL lines that killed WT-HSPCs but spared HLA-lacking HSPCs. 
However, stable CTL clones with the same specificity could not be established from the CTL lines. We 
then analyzed T cell receptor (TCR) V r eper t oir e u s in g a  s in gle P D-1+ T-cell sorting followed by 
sequencing of the following three cell population; 1) a CTL line from Case 1; 2) bone marrow (BM) T 
cells from Case 1 seven years ago when the patient relapsed with pancytopenia; 3) BM T cells from 
Case 2 before any treatment. Several TCR V motifs were recurrently detected, and one of recurrent 
TCRV m ot ifs  t h a t  wa s t h e t h ir d  m ost  fr equ en t  wa s  iden t ica l t o a  TCRV m ot if det ect ed  m ost  

frequently in the BM of the patient. cDNA of four different TCR  ch a in s  t h a t  wer e m ore fr equ en t  

than the others in Case 1’ CTL line and Case 2’s BM T cells were transduced into Jurkat cells and 
their reactivity to autologous iPSC-HSPCs were assessed using IFN- secr et ion  a s  a  m a r ker. Ca se 

2’s TCR transfectants secreted IFN- in  r espon se t o wild-type iPSC-HSPCs but not to B5401-lacking 
HSPCs. We are currently preparing cDNA library from Case 2’s wild-type CD34+ cells for its 
transfection into B*5401-COS cells and screening by the TCR transfectants.  
 
3. Research on congenital bone marrow failure (Nakahata)  
 We generated multiple iPS cell lines from patients with congenital bone marrow failure including 
Fanconi anemia, reticular dysgenesis, Diamond-Blackfan syndrome, and congenital neutropenia. We 
also successfully developed hematopoietic differentiation systems from the disease specific iPS cells 
and constructed the disease model recapitulating the disease phenotypes. Using this system, we found 
that Fanconi anemia-specific iPS cells show the differentiation defect from HAPCs to HPCs. 
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