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研究開発分担者   （日本語）山梨大学大学院総合研究部医学域社会医学講座・講師・三宅 邦夫 

所属 役職 氏名： （英 語）University of Yamanashi, Senior Assistant Professor, Kunio Miyake 
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 野々山 恵章教授（防衛医科大学校・小児科学講座）、今井 耕輔准教授（東京医科歯科大学・小児周

産期地域医療講座）らのグループとともに iPS 細胞における DNA メチル化による品質評価の測定法の

確立と B 細胞分化過程においてダイナミックに変化する DNA メチル化領域を見出した。 
 造血幹細胞の分化過程において細胞特異的な遺伝子発現が行われており、その際に DNA のメチル化変

化による遺伝子の発現調節が関与していると考えられる。したがって、分化への障害に関与する DNA の

メチル化領域を同定することが必要である。今回は健常者の血液からナイーブ B 細胞、メモリーB 細胞
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を分画した DNA サンプルを用いて DNA メチル化解析を行った。網羅的に DNA メチル化を解析する手

法として、イルミナ社の Infinium HumanMethylation450 BeadChip を用いて 45 万か所の CpG メチル

化を測定した。ナイーブ B 細胞と比較してメモリーB 細胞では全ゲノムレベルで低メチル化傾向を示し

ていた。ナイーブ B 細胞で AVG beta>0.8 かつメモリーB 細胞で AVG beta<0.2 で抽出されてきた CpG
は 461CpGs であったのに対し、ナイーブ B 細胞で AVG beta<0.2 かつメモリーB 細胞で AVG beta>0.8
で抽出されてきた CpG は 11CpGs のみであった。これらの結果からナイーブ B 細胞からメモリーB 細

胞へ分化する過程において多数の遺伝子が脱メチル化していることが明らかになったことから、造血幹

細胞分化過程において DNA のメチル化はダイナミックに調節されている可能性が考えられる。したがっ

て今後は、GATA2 欠損 iPS 細胞由来造血幹細胞分化においてこれらの標的遺伝子の DNA メチル化の異

常を明らかにしていく予定である。エピジェネティクス発現調節メカニズムにおいて DNA メチル化とと

もにヒストン修飾も中心的な働きを担っており、造血幹細胞分化過程においてもダイナミックに変化し

ていることが考えられるが、今回の研究期間において実施することはできなかった。 
 網羅的 DNA メチル化解析により同定された標的の遺伝子領域について多検体での再現性の検証が必

要になる。その際の解析手法として次世代シークエンサーを用いたバイサルファイトシークエンス解析

法と HPLC を用いた解析法を検討した。皮膚繊維芽細胞と健常者ヒト iPS 細胞を用いて、4 つの遺伝子

領域（SP100, RAB25, UBE1L, SALL4）のメチル化解析を行った。その結果どちらの解析法でも、RAB25
と SALL4 は皮膚繊維芽細胞で高メチル化、iPS 細胞で低メチル化し、一方で SP100 と UBE1L は皮膚

繊維芽細胞で低メチル化、iPS 細胞で高メチル化していることを測定することができた。次世代シークエ

ンサーは多数の領域を多検体同時に解析することができ、カバレッジ数を増やすことにより定量的な解

析も可能であり、HPLC 法は安価でハイスループットな解析が可能であることが明らかになった。今後、

GATA2 欠損 iPS 細胞由来造血幹細胞分化過程における標的遺伝子の DNA メチル化解析では用途に応じ

た解析が可能であると考えられる。 
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II. 成果の概要（総括研究報告） 
和文 
① GATA2 欠損症由来 iPS 細胞を用いた新規造血幹細胞分化因子同定 
  GATA2 欠損症は、樹状細胞、NK 細胞、B 細胞の完全欠損、T 細胞機能低下を呈する疾患であ

る。iPS 細胞から血液前駆細胞、免疫担当細胞（T 細胞、樹状細胞、NK 細胞、B 細胞）の新規分

化因子を同定する目的で、以下の研究を行った。 
変異の異なる GATA2 欠損症２患者由来の iPS 細胞を樹立した。樹立した iPS 細胞の品質を検

定し、検定を通過した数クローンを以後の実験に用いた。なお、通常の検定に加え、独自の方法と

して網羅的全 DNA メチル化解析による方法を確立した。すなわちイルミナ社の Infinium 
HumanMethylation450 BeadChip により 45 万カ所のメチル化状態を解析する方法を開発した。 
ヒト iPS 細胞から CD34 陽性血液前駆細胞への分化法を確立した。この系を用いて iPS 細胞か

ら血液前駆細胞への分化を検討したところ、正常 iPS 細胞と比較して GATA2 欠損症由来 iPS 細胞

は、２患者由来 iPS 細胞の全てのクローンで、CD34 陽性血液前駆細胞への分化が低下しているこ

とを見出した。 
 次に、ゲノム編集により患者由来 iPS 細胞の GATA2 変異を修復した。ゲノム編集は、TALEN
の系を用いた。TALEN によるゲノム編集は、CRISPR/Cas9 と比較した場合、ゲノム編集におけ

る目的外遺伝子への変異導入が格段に低い。本研究では他遺伝子への変異導入は実験上好ましくな

いため、TALEN の系を用い GATA2 変異を正常化した。GATA2 変異の正常化は DNA シークエ

ンスで確認した。これにより、GATA2 変異以外はゲノム情報が全く同一の iPS 細胞を作製した。 
 作製した GATA2 変異 iPS 細胞と GATA2 変異修復細胞を、CD34+ヒト血液前駆細胞に分化させ

た。その結果、GATA2 変異を修復した iPS 細胞は、正常 iPS 細胞と同様に CD34 陽性血液前駆細

胞に分化する事を示した。すなわち患者での GATA2 変異単独で、iPS 細胞から CD34 陽性血液前

駆細胞への分化が低下する事を明らかにした。GATA2 は転写因子であるため、この GATA2 変異

により何らかの遺伝子が転写されず、その結果 iPS 細胞から CD34 陽性血液前駆細胞への分化が

障害されたと考えられる。この遺伝子は、iPS 細胞から CD34 陽性血液前駆細胞への分化因子をコ

ードしている可能性が高い。 
そこで、GATA2 欠損症由来 iPS 細胞と GATA2 変異を修復した iPS 細胞からそれぞれ血液前駆

細胞を分化させ、分化途上で発現する mRNA を全 RNA シークエンスで比較し、GATA2 変異によ

り転写が異なる遺伝子群を同定した。全 RNA シークエンス解析法は、高い定量性をもって遺伝子

発現解析を実施するために、分子バーコード法による高精度の解析パイプラインを新たに構築して

用いた。RNA シークエンスに用いた細胞は、iPS 細胞から造血前駆細胞に分化させ、血液前駆細

胞への各分化段階である CD34-, CD34+CD43-, CD34+CD43+, CD34+ CD43+CD45+に sorting
にて分取した細胞である。同定した遺伝子群は、GATA2 が転写し、iPS 細胞から造血前駆細胞、

造血幹細胞への分化に必要な分子をコードすると考えられる。 
以上、GATA2 欠損症由来 iPS 細胞を用いて血液前駆細胞、造血幹細胞への分化障害の解析に成

果をあげた。 
 
② GATA2 欠損症由来 iPS 細胞を用いた新規免疫系細胞分化因子同定 
血液前駆細胞から免疫系細胞分化を検討するために、T 細胞レセプターの多様性、骨髄血液前駆

細胞から common lymphoid precursor, 前駆樹状細胞への分化状態を解析する系を開発した。

GATA2 欠損症患者では、T 細胞新生能が低下している事を、新規に開発した 10 カラーFACS 解析

を用いた thymic naïve T 細胞の減少および TREC の低下で明らかにした。また患者 T 細胞では、

IL4, IL17 産生能が低下し、機能的分化も障害されている事を示した。さらに、in vitro で GATA2
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異常患者由来 CD34 陽性骨髄血液前駆細胞からの T 細胞分化が障害されている事を明らかにした。

このことから、T 細胞機能成熟に関わる分化因子を GATA2 が発現誘導していることが明らかにな

った。 
 

③ 分化因子異常による疾患の遺伝子診断、分化因子による治療法の開発 
 GATA2 欠損症を遺伝子診断する手法を確立した。これにより国内の GATA2 欠損症患者１４人

を同定した。患者の血液系、免疫系の異常を臨床症状、臨床データから明らかにした。血液系では

骨髄異形成症候群を発症する頻度が高いこと、T 細胞免疫異常による易感染性を呈する事、造血幹

細胞移植による治療の適応である事を示した。 
 

英文 
(1) Identification of novel hematopoietic stem cell differentiation factors using iPS cells derived 
from GATA2 deficiency 
 GATA2 deficiency is a disease that exhibits lack of dendritic cells, NK cells, B cells, and 
dysfunction of T cells. In order to identify new differentiation factors of hematopoietic 
progenitor cells and immune cells (T cells, dendritic cells, NK cells, B cells) , the following 
study was conducted. 
 iPS cells derived from 2 patients with different mutations of GATA 2 deficiency were 
established. The quality of established iPS cells was examined. In addition to the usual test, a 
comprehensive whole DNA methylation analysis method was established as a novel method. 
Illumina's Infinium Human Methylation 450 BeadChip was used to analyze the methylation 
status of 450,000 places. 
 A differentiation method from human iPS cells to CD34 positive hematopoietic 
progenitor cells was established. It was found that iPS cells derived from GATA 2 deficiency 
are defective in the differentiation to CD34 positive hematopoietic progenitor cells in all clones 
of iPS cells derived from 2 patients, if compared to iPS cells derived from healthy donor. 
 Next, the GATA 2 mutation of patient-derived iPS cells was repaired by genome editing. 
We used the TALEN system for genome editing. In genome editing by TALEN, the introduction 
of mutation into non-target genes is low when compared with CRISPR/Cas9. Since 
introduction of mutation into other genes is not preferable, we corrected the GATA 2 mutation 
using the TALEN system. Correction of the GATA2 mutation was confirmed by DNA 
sequencing. As a result, except for the GATA 2 mutation, iPS cells with identical genome 
information were established. 
 The iPS cells with GATA2 mutation and iPS cells that the GATA2 mutation was 
corrected were differentiated into CD34 + human hematopoietic progenitor cells. iPS cells with 
GATA2 mutation showed impaired differentiation into CD34 positive blood progenitor cells. In 
contrast, iPS cells that the GATA2 mutation was corrected differentiated into CD34 positive 
hematopietic progenitor cells similar as iPS cells derived from healthy donor. Since GATA 2 is a 
transcription factor, this result indicated that genes that were involved in the differentiation 
from iPS cells into CD34 positive hematopoietic progenitor cells failed to be transcribed 
because of this GATA 2 mutation. These genes are highly likely to encode a differentiation 
factors from iPS cells to CD34 positive blood progenitor cells. 
 Then, mRNA expressions were analyzed by RNA sequence, and genes that were 
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differently transcribed between differentiated cells with GATA2 mutation and cells that 
GATA2 mutation was corrected were identified. Cells used for RNA sequence included CD34 - 
cells, CD34 + CD43 - cells, CD34 + CD43 + cells, CD34 + CD43 + CD45 + cells, which are in the 
differentiation stages of hematopoiesis. The identified gene group is thought to encode 
molecules necessary for the differentiation from iPS cells to hematopoietic progenitor cells. 
 
② Identification of novel immune cell differentiation factors using iPS cells derived from 
GATA2 deficiency 
 To investigate the differentiation of immune cells from hematopoietic progenitor cells, we 
developed a system to analyze the diversity of T cell receptors, the common lymphoid precursor 
from bone marrow blood precursor cells, and the differentiation state into progenitor dendritic 
cells. In patients with GATA 2 deficiency, the decrease in T cell neogenesis was revealed by the 
reduction of thymic naïve T cells using the newly developed 10-color FACS analysis and the 
decrease of TREC copy numbers in the patients. In addition, IL-4 and IL17-producing was 
decreased in patients’ T cells. Furthermore, it was revealed that T cell differentiations from 
CD34 positive myeloid progenitor cells derived from GATA2 deficient patients were impaired 
in vitro. These results revealed that GATA 2 is involved in the transcription of the 
differentiation factors responsible for functional T cell maturation. 
 
(3) Establishment of genetic diagnosis and treatment for the diseases caused by differentiation 
factor defect 
 We established genetic diagnosis method for GATA2 deficiency. Using this method, we 
identified 14 patients with GATA2 deficiency in Japan. Clinical symptoms and clinical data 
clarified abnormality of patient's blood and immune system. Myelodysplastic syndrome (MDS) 
and opportunistic infection caused by T cell defect are observed.  From the data, it is indicated 
that hematopoietic stem cell transplantation is the treatment of choice. 
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TALENは、CRISPR/Cas9 と比較した場合、発現用プラスミド作製はやや困難であるものの特異性が

より高く、ゲノム編集における目的外遺伝子への変異導入が格段に低い。本研究では、同一のゲノ

ムバックグラウンドを持つ iPS 細胞の mRNA 比較を行い、GATA2 により転写される新規分化因子を同

定するという目的から、他遺伝子への変異導入は実験上好ましくないため、TALENによるゲノム編集
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が適している。本研究では、GATA2 変異をヒト iPS 細胞において修復するための高活性型 TALEN 

(Platinum TALEN)プラスミドを設計・作製した。ヒト GATA2 遺伝子の第 6 イントロンに２セットの

Platinum TALEN ペアを設計し、SSA アッセイにより活性を評価した。この Platinum  TALEN を用い

て GATA2 欠損症患者由来 iPS細胞の父系 GATA2 遺伝子第６エキソン内の変異を修復した。 

 また、短鎖１本鎖 DNA(ssODN)を用いた変異導入方法を検討した。すなわち、より簡便な短鎖１本

鎖 DNA(ssODN)を鋳型とする修正方法を採用する目的で、ssODN を用いた１塩基置換について検討し

た。ssODN を用いた培養細胞でのノックイン効果をまず検討するため、大腸癌由来細胞 HCT116 細胞

において HPRT1 遺伝子座を切断する CRISPR-Cas9 を利用した。その結果、１塩基改変を示す細胞が

検出され（10%以下）、ssODNによる改変も不可能ではないことが示された。 

 また、TALEN プラスミドを用いた GATA2 欠損症由来 iPS 細胞の遺伝子修復と、正常 iPS 細胞への

GATA2変異導入の技術指導を行った。 
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