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要旨 

血小板減少と高率な白血病化などを特徴とする常染色体優性遺伝性疾患である

家族性血小板異常症(FPD/AML)患者の皮膚線維芽細胞から、人工多能性幹細胞

を作製した(FPD-iPSC)。巨核球分化におけるその特徴を解析したところ、巨核球

コロニー産生能の低下、巨核球の成熟障害を認めた。TALEN を用いて FDP-iPSC

の RUNX1 の遺伝子修復を行ったところ、FPD-iPSC が示した巨核球への分化異

常の回復が認められた。遺伝子修復した FPD-iPSC は、FPD/AML に対する新た

な治療法につながる可能性が考えられた。 
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序文 

RUNX1 (AML1, CBFA2, PEBP2aB とも呼ばれる)は、造血を制御する転写因子で、

急性骨髄性白血病(acute myeloid leukemia; AML)で多くみられる染色体転座

t(8;21)(q22; q22)に関わる遺伝子として発見された。RUNX1 は 21 番染色体長腕上

の 21q22.12 に存在し、RUNX1 タンパク質は Runt ホモロジードメインと呼ばれ

る DNA 結合ドメインと、トランス活性化ドメインから成る。RUNX1 は、CBF

βとヘテロ二量体を形成し、DNA と結合し転写を調節することで、造血系の分

化において重要な役割を担っている。これまでに、RUNX1-ETO ( t(8;21)(q22;q22) )、

RUNX1-EVI1 ( t(3;21)(q26;q22) )、ETV6-RUNX1 ( t(12; 21)(p13;q22) )などの RUNX1

を含む染色体転座や、RUNX1 の遺伝子変異を有する、AML や骨髄異形成症候群

(myelodysplastic syndrome; MDS)といった造血器腫瘍が多数報告されている[1-4]。

RUNX1 は正常造血に必須であることから、その機能異常が白血病発症に深く関

わっていると考えられているが、詳細なメカニズムは明らかになっていない。 

RUNX1 遺伝子のヘテロ変異で発症する遺伝性疾患として、家族性血小板異常

症(Familial platelet disorder with predisposition to myeloid malignancy; FPD/AML)が

ある[5]。FPD/AML は血小板減少と血小板機能異常を呈する常染色体優性遺伝形

式をとる遺伝性疾患で、軽度から中等度の出血傾向を示し、AML や MDS など

の造血器腫瘍を高率に発症する[6-8]。FPD/AML はこれまでの約 30 家系程度の
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報告にとどまり、頻度は非常に低いと考えられている[9-14]。FPD/AML の疾患

モデルはこれまでに確立されておらず、血小板減少や血小板機能異常の発症機

序や、造血器腫瘍への進展の機序については、明らかになっていない。すなわ

ち、Runx1 のヘテロノックアウトマウスでは血小板数の減少を示すが、白血病は

発症せず、また T 細胞の異常も示した[15]。また Runx1 のコンベンショナルノッ

クアウトマウスは胎生致死であり、Runx1 のコンディショナルノックアウトマウ

スは巨核球系の異常は呈するが、T リンパ球の異常も示し、ヒトにおける

FPD/AML の病態と一致しない[16]。RUNX1 は巨核球の分化でも重要であり、

RUNX1 の変異は FPD/AML の病態に深く関与していると考えられ[17]、RUNX1

遺伝子の変異を修復する遺伝子治療の開発が、この疾患の根本的な治療につな

がる可能性がある。 

人工多能性幹細胞(induced pluripotent stem cell; iPSC) は再生医療の細胞源とし

て期待されているが、それだけでなく疾患の病態解明のための研究や、創薬の

ための研究においても魅力的なプラットフォームとなりうる[18]。ある疾患に特

異的な遺伝子異常を有する iPSC が樹立できれば、理論上、無限に細胞を増殖さ

せることができ、さらに目的の細胞種に分化させることができる。特に

FPD/AML のような希少疾患では、研究に使用できる患者検体を十分に得られな

いことから、患者由来の iPSC は疾患モデルとして大きな将来性を有している。
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さらに患者由来の iPSC への遺伝子導入や遺伝子修復などの操作により、新たな

細胞治療につながる可能性がある。これまでに、鎌状赤血球症やβサラセミア、

Fanconi 貧血の患者由来 iPSC において、遺伝子修復により正常造血を回復させ

ることに成功したとする報告がある[19-25]。FPD/AML でも RUNX1 の遺伝子修

復をした iPSC から、量的にも質的にも正常な血小板を産生することができる血

球が得られれば、自家造血細胞移植の新たな移植ソースとなる可能性がある。 

遺伝子修復などのゲノム編集のための新たな技術として、TALEN (transcription 

activator-like effector nuclease)が近年注目されている。TALEN は、Zinc finger 

nuclease (ZFN)と同様に、配列特異的に DNA を切断するように合成することがで

きる人工ヌクレアーゼである[26]。ZFN と比較して作製が比較的容易であること、

標的配列の任意性が高いことが長所として知られている。TALEN あるいは ZFN

の DNA 二本鎖切断酵素と、相同組み換えの鋳型となるドナーを同時に導入する

ことで、相同組み換えによる遺伝子改変が可能となる[27]。 

本研究では、FPD/AML 患者の皮膚線維芽細胞から iPSC を樹立し(FPD-iPSC)、

FPD/AML の臨床的特徴と合致するような巨核球系の分化異常が再現されるこ

とを確認し、FPD-iPSC が FPD/AML の疾患モデルとして病態解析に利用可能で

あることを示した。さらに TALEN を用いて FPD-iPSC の RUNX1 の変異の修復

を行い、巨核球分化の異常が回復されることを確認し、FPD/AML における血小
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板の異常が RUNX1 の変異によるものであることを示した。遺伝子修復した

FPD-iPSC がこの疾患の新たな治療につながる可能性が示された。 
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方法 

FPD/AML 患者検体から iPSC の樹立 

書面でインフォームドコンセントを得たうえで、FPD/AML 患者から皮膚生検

を行った。本研究は東京大学大学院医学系研究科・医学部 倫理委員会により承

認されている。皮膚片を培養し、線維芽細胞を増殖させた後、既報の通り、OCT3/4, 

SOX2, KLF4, c-MYCの4因子をレトロウイルスで導入することでリプログラミン

グし、FPD-iPSC を作製した[18]。同様に、コントロールとして健康な提供者か

ら正常 iPSC を作製した。iPSC は、プロトコールに従って、フィーダー細胞とし

てマウス胎児線維芽細胞(mouse embryonic fibroblast; MEF)と共培養し、4～7 日毎

に継代し、維持した[28]。 

iPSC の血球分化 

iPSC の血球への分化誘導は、マウス間質細胞である C3H10T1/2 細胞との共培

養を用いる既報の iPS-sac 法で行った[29]。iPSC の細胞小塊を、マイトマイシン

C 処理した C3H10T1/2 上に播種し、血管内皮細胞増殖因子(vascular endothelial 

growth factor; VEGF) 20 ng/mL 存在下で培養した。培地は day3 ,6, 9, 11, 13 に交換

し、day14 または day15 にセルソーターFACS AriaII または FACS AriaIII を使用し

て、CD34 陽性 CD43 陽性の造血前駆細胞(hematopoietic progenitor cell; HPC)を回

収した。 
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コロニー形成能 

コロニー形成能の評価には、赤芽球系、顆粒球単球系コロニーには MethoCult 

H4034 の半固形培地を用いた。MethoCult H4034 では、サイトカインとして stem 

cell factor (SCF/ c-Kit リガンド)、顆粒球単球コロニー刺激因子 (granulocyte 

macrophage- colony stimulating factor; GM-CSF）、インターロイキン-3 (IL-3)、顆粒

球コロニー刺激因子 (granulocyte- colony stimulating factor; G-CSF)、エリスロポエ

チン (EPO)が添加されている。iPS-sac から回収した HPC を 14 日間培養し、形

成されたコロニーを形態で分類し、計測した。一方、巨核球系のコロニー形成

能の評価については、MegaCult-C の半固形培地で行った。MegaCult-C は、IL-3、

インターロイキン-6 (IL-6)、トロンボポエチン (TPO)が添加されたコラーゲン培

地で、HPC をダブルチャンバースライドで 10～12 日間培養した。その後、プロ

トコールに従って、吸水し、アセトンとメタノールの 3:1 混合液で固定し、マウ

ス抗ヒト CD41 抗体、ビオチン結合ヤギ抗マウス IgG 抗体、アビジン結合アル

カリフォスファターゼを順に反応させ、アルカリフォスファターゼ基質で発色

させた。バックグラウドはエバンスブルーで染色した。CD41 陽性細胞は赤紫色

に発色し、CD41 陰性細胞は青色に染色されるので、コロニーを CD41 陽性細胞

のみの巨核球コロニー (CFU-Mk)、CD41 陽性細胞と陰性細胞が混ざった

mixed-Mk コロニー、CD41 陰性細胞のみの non-Mk コロニーに分類して、それぞ
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れ計数した。 

HPC の巨核球分化 

iPSC 由来の HPC を巨核球に分化させるために、マイトマイシン C 処理した

C3H10T1/2 上で、Megakaryocyte growth and development factor (MGDF) 25 ng/ml、

SCF 50 ng/ml およびヘパリンを添加した分化用培地で培養した。培地は day3 に

同量追加し、day6 に半量交換した。培養 9 日目に浮遊細胞を回収し、CD41a と

CD42b の発現をフローサイトメーターで解析した[30]。 

In vivo での血小板産生 

実験動物中央研究所から購入した NOD/Shi-scid IL2Rg
null

 (NOG)マウスに 2.0 

Gy の X 線を照射し、その 24 時間後以降に iPSC から分化させた巨核球を静注し

た。静注 3 時間後に末梢血を採取し、ヒト CD41a およびヒト CD42b 陽性の血小

板をフローサイトメーターで解析した[31]。 

RUNX1 TALEN およびドナー配列の作製 

Addgene より Joung Lab REAL Assembly TALEN Kit を取り寄せ、REAL 法で合

成するため、ZiFiT (http://zifit.partners.org/ZiFiT/)のウェブサイトで TALEN の設計

を行った。DNA 二本鎖切断の標的部位は RUNX1 の変異部位の周辺またはそれ

より 5’側の任意の部位でよいのだが、RUNX1 の変異部位を切断する TALEN の

ペアを設計した。REAL Assemble TALEN Kit には、DNA 1 塩基を認識する

http://zifit.partners.org/ZiFiT/
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repeat-variable di-residue (RVD)モジュールを載せたプラスミドが含まれており、

それらに対して、設計上で 5’側になる RVD モジュールに対しては BsaIと BamHI

で切り出し、3’側になる RVD モジュールに対しては BbsI と BamHI で切断し、

それらをライゲーションした。このように反応させることで、RVD が設計通り

の順序に並ぶので、段階的に同様の反応を繰り返し、DNA 認識部位を作製した

[32]。その後、DNA 切断酵素であるの FokI の配列を含む発現プラスミドに挿入

した。プロモーターは、iPSC でも発現しやすいよう、CMV プロモーターから

CAG プロモーターに入れ替えた。 

相同組み換えのドナー配列は、OCT4-2A-eGFP-PGK-Puro ベクターを基に、

RUNX1 の変異部位の 5’側、3’側それぞれ約 700 塩基の 5’ homology arm, 3’ 

homology arm の相同配列をとり、その内側に RUNX1 の変異部位以後の RUNX1 

cDNA、ポリアデニル化信号、PGK-Puromycin 耐性の順に並んだ配列となるよう

に作製した。 

TALEN による遺伝子修復 

iPSC 培養ディッシュから、解離液を用いて MEF を除去し、Accutase で iPSC

を単細胞に解離させた。遠心後、opti-MEM に再懸濁し、TALEN 発現プラスミ

ドとドナー配列プラスミドを添加し、エレクトロポレーターNEPA21 を使用して

トランスフェクションした。NEPA21 の設定は、Poring pulse: 電圧 125 V, パルス



14 

 

幅 5 ms, パルス間隔 50 ms, 回数 2, 減衰率 10 %, 極性+とし、Transfer pulse: 電

圧 20 V, パルス幅 50 ms, パルス間隔 50 ms, 回数 5, 減衰率 40 %, 極性+/-とする

導入条件を主に用いた。エレクトロポレーション後 3 日目よりピューロマイシ

ン添加の培地で培養し、ピューロマイシン耐性クローンを選択した。その後は

ピューロマイシン非添加の培地で増殖させ、エレクトロポレーション後 2 週間

頃に単一コロニーを採取し、増殖させた。各クローンについて、相同組み換え

により目的の配列の挿入に成功したかどうか、ゲノム DNA の以下の PCR で判

定した。プライマー1; GAGTCATCAATTTTATTCTGACTGATCC, プライマー2; 

TAAAGGCAGTGGAGTGGTTCA, プライマー3; CCACCAACCTCATTCTGTTT, 

プ ラ イ マ ー 4; GAGGCGCCGTAGTACAGGT, プ ラ イ マ ー 5; 

TTTCCAGAACCACACCCTTC, プ ラ イ マ ー 6; 

TCCCTCACTCCAAGAAGAGAGTAT. その後、シーケンシングで RUNX1 の変異

が消失していることを確認した。 
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結果 

FPD/AML 患者から iPSC の樹立 

本研究は、図 1 の FPD/AML 家系の患者 II-2 より皮膚組織の提供を受けた。既

報の通り、II-2 は血小板減少から AML を発症し、非血縁者間骨髄移植を受け、

寛解を維持している[33]。また本家系内では、患者 I-1 は血小板減少を認め、MDS

から AML に移行し、死亡した。II-1, II-2, II-3 および III-1, III-2 はいずれも血小

板減少を認め、III-1 は急性リンパ性白血病(acute lymphoblastic leukemia; ALL)を

発症し、非血縁者間骨髄移植を受けて寛解となっている。当研究室での先行研

究では、患者 II-2, II-3 および III-1 については、RUNX1 のシーケンシング解析に

て、3 人とも RUNX1 のエクソン 5 に C > T の変異を片アリルに認めた(図 2a)。

この変異は、RUNX1 の 174 番目アミノ酸のアルギニンのコドン(CGA)が終止コ

ドン(TGA)となる p.R174X のナンセンス変異であり、この変異体は Runt ホモロ

ジードメインの C 末端付近までのポリペプチド鎖となり(図 2b)、ドミナントネ

ガティブに正常RUNX1のトランスアクチベーションを阻害することが報告され

ている[14]。 
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図 1. FPD/AML 家系図 

●女性患者、■は男性患者を表す。黒色は FPD/AML 患者、灰色は血小板減

少を認めたが、RUNX1 の変異解析による FPD/AML の診断が確定されてい

ない者を意味する。■あるいは●の上部の線は RUNX1 の変異の有無につい

てシーケンシングを行ったことを意味する。文献 33 より修正転載。 
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図 2. FPD/AML患者検体での RUNX1のシーケンス解析(a)およびRUNX1

の変異体の構造のシェーマ(b) 

(a) C > T のヘテロ変異を認める。(b) RHD, runt homology domain; TAD, 

transactivation domain; Wt, wildtype. 

（文献 33 より修正転載。） 
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FPD/AML 患者 II-2 の皮膚線維芽細胞を、レトロウイルスで OCT3/4, SOX2, 

KLF4 および c-MYC の 4 因子を導入し、リプログラミングすることで、iPSC を

樹立した(FPD-iPSC)。FPD-iPSC は、胚性幹細胞(embryonic stem cell; ESC)様の形

態を呈しており(図 3)、NANOG, OCT4, REX1, SOX2, LIN28 といった幹細胞遺伝子

を発現していた(図 4)。また、多能性マーカーである SSEA-4 と TRA-1-60 の発現

についても免疫蛍光染色で確認できた(図 5)。さらに、RUNX1 遺伝子に患者検体

と同一の R174X ヘテロ変異を有していることをシーケンシングで確認し(図 6)、

真に FPD/AML 患者由来の iPSC であることを確認した。免疫不全の NOD/scid

マウスでの奇形腫形成についても確認した(図 7)。以上のことから、樹立した

FPD-iPSC が未分化性と多分化能を有する iPSC であることが確認できた。 

 

 

 

 

 

 

 

 



19 

 

 

 

 

図 3. FPD-iPSC の形態像 

ESC 様の細胞コロニーの形成を認めた。(位相差顕微鏡像) 
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図 4. FPD-iPSC の幹細胞遺伝子の発現 
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図 5. FPD-iPSC の幹細胞遺伝子の発現 
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図 6. FPD-iPSC の RUNX1 のシーケンシング 
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図 7. FPD-iPSC の奇形腫形成 

上から順に内胚葉、中胚葉、外胚葉の三胚葉が認められた。(HE 染色) 
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FPD-iPS の血球分化能の解析 

FPD-iPSC の分化能を調べるために、まず HPC に分化誘導を行った(図 8)。iPSC

を VEGF 存在下で C3H10T1/2 細胞と共培養していったところ、sac 様構造

(iPS-sac)の形成が認められ、iPS-sac 内に球状の血球様細胞の出現を認めた(図 9)。

培養開始 14 日後あるいは 15 日後に iPS-sac から CD34 陽性 CD43 陽性の HPC を

セルソーターで分離した。FPD-iPSC からは、正常コントロール iPSC とほぼ同

等に HPC を分化させることができた(図 10, 図 11)。次に、コロニー形成能の評

価のために CD34 陽性 CD43 陽性の HPC を半固形培地で培養し、形成されたコ

ロニー数を計測した。正常コントロール iPSC 由来の HPC と比較して、FPD-iPSC

由来の HPC では、赤芽球系および顆粒球単球系のコロニー数には有意差を認め

なかった(図 12)。 
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図 8. iPSC から HPC 分化誘導実験の模式図 

iPSC を VEGF 存在下で C3H10T1/2 と共培養し、CD34 陽性 CD43 陽性の HPC

を回収した。(文献 29 より修正転載) 

図 9. iPS-sac の形態像 

分化誘導中に iPS-sac が形成され、iPS-sac 内に球状の血球様細胞が出現し

た。 
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図 11. iPSC の血球分化効率 

CD34 陽性 CD43 陽性の HPC の比率。FPD-iPSC と正常 iPSC で有意差を認め

なかった。グラフは独立した 20 回の実験の平均値で、エラーバーは標準偏

差を表す。 
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図 10. iPSC からの血球分化誘導 

代表的なフローサイトメトリーのプロット図 
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図 12. MethoCult H4034 での FPD-iPSC 由来 HPC と正常コントロール iPSC 由

来 HPC のコロニー形成能の比較 

いずれも有意差を認めなかった。グラフは独立した 3 回の実験の平均値で、

エラーバーは標準偏差を表す。 
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一方、巨核球系のコロニー形成能については、MegaCult-C で評価した。HPC

をコラーゲン培地で培養し、固定、染色したところ、CD41 陽性の CFU-Mk 数は

FPD-iPSC 由来の HPC で正常コントロールより有意に少なく(図 13)、巨核球系の

コロニー形成能の低下が認められた。 

さらに、iPSC 由来の HPC を巨核球に分化させるために、MGDF, SCF および

ヘパリン添加の分化培地で C3H10T1/2 細胞と 9 日間共培養し、セルソーターで

CD41a 陽性 CD42b 陽性細胞を回収した。得られた CD41a 陽性 CD42b 陽性細胞

のサイトスピン像では、FPD-iPSC 由来と正常コントロール由来ともに、核の多

倍体化を伴う巨核球が見られた(図 14)。細胞表面マーカーの発現を解析したとこ

ろ、FPD-iPSC 由来では、CD41a 陽性率の有意な減少を認めた(図 15, 16)。また

巨核球はその成熟過程で CD41a 陽性 CD42b 陰性から CD41a 陽性 CD42b 陽性の

成熟巨核球へと、CD42bが陽性化するのだが、FPD-iPSC由来の巨核球ではCD42b

の陽性率の有意な減少を認めた。また、CD41a 陽性分画での CD42b の平均蛍光

強度(MFI)は、正常 iPSC と比較して FPD-iPSC において有意な低下を認め、巨核

球の成熟が障害されていると考えられた(図 17)。CD42b は血小板の粘着におい

て重要な役割を担っている GPIb を構成する分子であるため、この結果は

FPD/AML における血小板機能の異常を反映しているものと考えられた。 
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図 13. MegaCult-C での巨核球コロニー形成能の評価 

FPD-iPSC 由来の HPC で、正常 iPSC 由来 HPC に比較し、巨核球系コロニー

(CFU-Mk)の有意な減少を認めた。グラフは独立した 3 回の実験の平均値で、

エラーバーは標準偏差を表す。* P < 0.05 
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図 14. CD41a 陽性 CD42b 陽性の巨核球のサイトスピン像 

ライト・ギムザ染色。上：FPD-iPSC 由来の CD41a 陽性 CD42b 陽性巨核球。

下：正常 iPSC 由来の CD41a 陽性 CD42b 陽性巨核球。 
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図 16. 巨核球分化の解析 

FPD-iPSC 由来 HPC では、CD41a 陽性率の減少を認めた。また、CD41a,CD42b

共陽性の細胞比率の減少を認めた。グラフは独立した 3 回の実験の平均値で、

エラーバーは標準偏差を表す。 

 

図 15. 巨核球分化のフローサイトメトリー解析の代表的なプロット図 

FPD-iPSC 由来の細胞で、CD41a 陽性細胞の減少を認めた。 
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CD42b 陽性の巨核球をヨウ化プロピジウム(Propidium iodide; PI)で染色して、 
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図 17. 巨核球の成熟の解析 

FPD-iPSC 由来 HPC では、CD41a 陽性分画での CD42b の平均蛍光強度(MFI, 

mean fluorescence intensity)の減少を認めた。グラフは独立した 3 回の実験の

平均値で、エラーバーは標準偏差を表す。*P < 0.05 
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核の多倍体化について解析したところ(図 18)、FPD-iPSC 由来の巨核球と正常

iPSC 由来の巨核球で、全体の加重平均では有意な差はみられなかったが(図 19)、

FPD-iPSC 由来では 2 倍体(2N)の割合の増加と、4 倍体(4N)の割合の減少を認め、

2N から 4N への移行が障害されている可能性が考えられた(図 20)。8N, 16N では

有意な差が認められなかった原因は不明だが、8N 以降の多倍体化については

RUNX1 の関与度が低い可能性が考えられる。 

以上のことから、FPD-iPSC では HPC から巨核球への分化の障害、および巨核

球の成熟の障害があると考えられた。 
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図 18. CD41a 陽性 CD42b 陽性の巨核球の多倍体化の解析 

図は代表的なヒストグラム。 

図 19. 巨核球の核の多倍体化の解析 

全体の加重平均には有意な差は認めなかった。グラフは独立した 4 回の実

験の平均値で、エラーバーは標準偏差を表す。 
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図 20. 巨核球の核の多倍体化の解析 

FPD-iPSC 由来で 2N の割合の増加、4N の割合の低下を認めた。グラフは独

立した 4 回の実験の平均値で、エラーバーは標準偏差を表す。 

* P < 0.05 
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In vivo での血小板産生能 

FPD/AML 患者由来の巨核球の in vivo での血小板産生能について調べるため、

in vitro で分化させた FPD-iPS 由来および正常 iPSC 由来の同数の巨核球を、免疫

不全マウス(NOG マウス)に静注し、注射 3 時間後の末梢血中の血小板サイズの

ヒト CD41a 陽性ヒト CD42b 陽性細胞数を評価した。正常 iPSC 由来の巨核球と

比較して、FPD-iPSC 由来の巨核球では CD41a 陽性 CD42b 陽性の血小板の割合

が少ない傾向がみられたが、有意差は認めなかった(図 21)。 

以上のことから、FPD-iPSC 由来の血球では、巨核球の成熟障害に加え、血小

板産生能の低下傾向も示しており、FPD/AML の疾患の特徴をよく反映している

ものと考えられ、FPD-iPSC は FPD/AML の疾患モデルとして有用であると考え

られた。 
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図 21. In vivo での血小板産生の解析 

血小板のサイズのゲートで、ヒト CD41a, ヒト CD42b について解析した。

図は代表的なプロット図。 
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RUNX1 の変異部位を切断する TALEN の設計 

次に、RUNX1 の変異の修復により FPD-iPSC で見られた巨核球系の分化・成

熟障害の改善が見られるかどうかという点に関心をもった。RUNX1 の変異を特

異的に修復するために、RUNX1 の変異部位を標的にする TALEN と、正常 RUNX1

のエクソン 5 以降のコーディング配列を含むドナー配列を設計した(図 22- 24)。

TALEN のヌクレアーゼが標的部位に二本鎖切断を起こした後に、ドナー配列と

の相同組み換えによって、ゲノム DNA の RUNX1 の変異部位がドナー配列由来

の正常 RUNX1 のコーディング配列に置き換えられる。相同組み換えを起こした

細胞を選択するために、相同組み換えを起こした細胞にはピューロマイシン耐

性遺伝子が挿入されるようにドナー配列を設計した。 
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図 22. TALEN による遺伝子修復の模式図 

赤線は TALEN 結合配列の部位。二本鎖切断され、相同組み換えによって切

断部位に exon6-8 のコーディング配列とピューロマイシン耐性が挿入され

る。Primer1-6 は相同組み換えの確認のための PCR で使用したプライマーで

ある。 
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図 23. TALEN のシェーマ 

赤字は RUNX1 の変異部位。青字は TALEN の認識部位が結合する配列。

TALENの認識配列に挟まれた部位で FokIによりDNAの二本鎖切断が起こ

る。 

図 24. TALEN の DNA 認識配列の合成の模式図 

REAL 合成法で各 RVD が設計通りに並ぶよう段階的に合成した。 
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作製した TALEN の DNA 切断活性を確認するために、ヒト細胞株 HeLa に

TALEN のみを導入したところ、RUNX1 の変異部位に新たに数塩基の挿入・欠失

(indel)が出現することを確認した(data not shown)。次に、TALEN による遺伝子修

復の効率を確認するために、HEK293T 細胞に TALEN とドナーのプラスミドを

エレクトロポレーションで導入した。その後、ピューロマイシン添加培地で培

養し、生存している細胞の DNA を抽出した。相同組み換えに特異的なプライマ

ーでの PCR によって、ドナー配列が正しく標的部位に組み込まれたことを確認

した(図 25)。さらに、ピューロマイシン耐性細胞での RUNX1 タンパク質の発現

量が、コントロールの細胞とほぼ同等であることが確認できたことから、挿入

された RUNX1 のコーディング配列は正しく転写、翻訳されていることが示され

た(図 26)。 
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図 25. TALEN による遺伝子編集の確認の PCR 

各プライマーの位置関係は図 21 に示した通り。 

図 26. TALEN により遺伝子編集された細胞の RUNX1 タンパク質の発現 

RUNX1 発現量はコントロールとほぼ同等であった。 

Primer 1, 2 

Primer 3, 4 

Primer 5, 6 
C

o
n
tr

o
l 

R
U

N
X

1
- 

T
A

L
E

N
 



43 

 

FPD-iPSC での RUNX1 変異の遺伝子修復 

次に、この方法を用いて FPD-iPSC で RUNX1 の遺伝子修復を試みた(図 27)。

FPD-iPSC を単細胞に解離し、TALEN とドナー配列のプラスミドをトランスフェ

クションして、MEF 上で培養した。ピューロマイシン存在下でも生存可能であ

ったコロニーをそれぞれ単離し、増殖させた。前述と同様の PCR で、期待した

組み換えが起こっていることを確認し(data not shown)、さらに正常 RUNX1 のみ

が発現していることを cDNA のシーケンシング解析で確認した(data not shown)。 
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図 27. TALEN による RUNX1 遺伝子修復の模式図 
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次に、遺伝子修復された FPD-iPSC を血球へ分化誘導し、巨核球への分化能に

ついて解析した。コラーゲン培地での巨核球系のコロニー形成能の評価では、

遺伝子修復された iPSC 由来の HPC では、FPD-iPSC 由来の HPC と比較して

CFU-Mk コロニー数の有意な増加を認めた(図 28)。さらに、C3H10T1/2 細胞との

共培養での巨核球への分化誘導においても、FPD-iPSC 由来と比較して CD41a

陽性の巨核球の分化効率の有意な増加が認められ、CD41a 陽性 CD42b 陽性の成

熟巨核球の比率にも回復が認められた(図 29, 30)。また CD41a 陽性細胞での

CD42b の MFI についても、遺伝子修復による回復が認められ、FPD-iPSC におけ

る巨核球の分化および成熟の障害が改善されたものと考えられた(図 31)。遺伝子

修復された FPD-iPSC を正常 iPSC と比較すると、有意な差ではないものの、い

ずれの実験でも低下傾向を認めており、iPSC のクローン間の差、およびドナー

の違いによる影響を受けているものと考えられた。 

RUNX1の遺伝子修復された FPD-iPSC 由来の細胞での RUNX1の発現量につい

ては、HPC の段階でも巨核球の段階でも、もとの FPD-iPSC 由来の細胞での発現

量と有意な差は認められず(図 32, 33)、RUNX1 の遺伝子修復によりこれらの変化

がもたらされたものと考えられた。 

以上のことから、TALEN を用いた RUNX1 の遺伝子修復による生理的なレベ

ルの正常 RUNX1 の発現の回復によって、FPD/AML 患者由来の血球の巨核球分
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化の異常を改善することができ、この疾患に対する新たな治療法につながる可

能性が考えられた。 
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図 28. RUNX1 遺伝子修復による巨核球系コロニー形成能の変化 

グラフは独立した 4 回の実験の平均値で、エラーバーは標準偏差を表す。

*P<0.05 
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図 29. RUNX1 遺伝子修復による巨核球分化効率の変化 

代表的なプロット図。 

 

図 30. RUNX1 遺伝子修復による巨核球の分化の変化 

グラフは独立した 4 回の実験の平均値で、エラーバーは標準偏差を表す。 
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図 31. RUNX1 遺伝子修復による CD41a 陽性分画での CD42b の平均蛍光強

度(MFI)の変化 

グラフは独立した 4 回の実験の平均値で、エラーバーは標準偏差を表す。 

＊P <0.05 
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図 32. iPSC から分化させた HPC の RUNX1 の発現 

RUNX1 の遺伝子修復操作による RUNX1 の発現量に有意な変化は認めなか

った。グラフは独立した 3 回の実験の平均値で、エラーバーは標準偏差を

表す。 

 

 

図 33. iPSC から分化させた巨核球(Mgk)の RUNX1 の発現 

RUNX1 の遺伝子修復操作による RUNX1 の発現量に有意な変化は認めなか

った。グラフは独立した 3 回の実験の平均値で、エラーバーは標準偏差を

表す。 
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考察 

本研究では、FPD/AML 患者の皮膚線維芽細胞をリプログラミングし、

FPD-iPSC を作製した。FPD-iPSC は、通常の iPSC と形態的にも未分化性および

多分化能の点においても同様の結果を示し、未分化性および多分化能を有する

iPSC であることが確認できた。FPD-iPSC を血球に分化させたところ、HPC の

分化効率においては有意差を認めず、また赤芽球系、顆粒球単球系への分化に

ついても有意差を認めなかったものの、巨核球への分化の障害、および巨核球

の成熟の障害を認め、FPD/AML でみられる血小板減少、血小板機能異常の病態

を反映しているものと考えられた。FPD/AML では、リストセチン凝集を除く血

小板凝集能の異常(コラーゲン、エピネフリン、アラキドン酸、ADP 凝集異常)

を認めることが多く、濃染顆粒異常症(δ storage pool disease)様の血小板機能異

常と考えられるが[6, 7, 9]、GPIIb/IIIa の活性化の障害との報告もあり[11]、

FPD/AML で血小板機能異常が生じる詳細なメカニズムは分かっていない。

FPD-iPSC を用いて血小板への分化を詳細に解析することで、FPD/AML におい

て血小板機能異常が生じるメカニズムが明らかになるかもしれない。また、

FPD-iPSC の巨核球の分化・成熟の障害は、TALEN を用いた RUNX1 の遺伝子修

復で改善させることができ、HPC から巨核球への分化、およびその後の巨核球

の成熟に RUNX1 が深く関与していることが確認された。遺伝子修復された iPSC
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は、今後、新たな細胞療法として FPD/AML の治療につながる可能性がある。さ

らに、FPD-iPSC は、FPD/AML が AML や MDS に移行する機序など、FPD/AML

の病態を解明するための新たなプラットフォームになる可能性があると考える。

さらには、RUNX1 の体細胞変異を有する AML および MDS の発症機序に関する

研究においても FPD-iPSC は有用であるかもしれない。 

疾患の原因となっている遺伝子異常を操作するために、患者の細胞に遺伝子

導入を行う、といった遺伝子治療は、遺伝性疾患では有効な治療法のひとつに

なりうると期待される。これまで、導入効率の高さからウイルスベクターが最

もよく使用されてきた。原発性免疫不全症候群など単一の遺伝子の異常で発症

するような血液疾患では、遺伝子修復された造血幹細胞の自家移植は、根治的

治療法となる可能性があり、多くの臨床試験でも研究されている[34-39]。ただ

最大の懸念は、挿入変異のリスクであり、レトロウイルスベクターの long 

terminal repeat (LTR)領域内のエンハンサーによってベクター挿入部位の近傍の

がん原遺伝子の発現の亢進による癌化の可能性が考えられる[40-44]。レンチウ

イルスベクターは、レトロウイルスベクターよりも安全とされ、近年では

Wiskott-Aldrich症候群患者のCD34陽性の血球にレンチウイルスで遺伝子導入し、

その細胞を自家移植することで治療に成功したとの報告もあるが[45]、それでも

導入遺伝子のインテグレーションに伴うリスクがある。今回の TALEN を用いた
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手法には、ウイルスベクターによる遺伝子導入に比べいくつか利点があると考

える。まず、両側の相同配列があることで、相同組み換えによって挿入したい

配列が特定の部位に組み込まれるという点である。次に、導入された遺伝子は、

生理的なプロモーターによって発現されるので、ウイルスベクターによる遺伝

子の過剰発現に比べ、より正常に近い機能を再現できるものと考えられる。特

に、今回のように原因となる変異がドミナントネガティブ効果をもつ場合には、

正常な cDNA 配列のランダムインテグレーションでは、変異体が残存するため

正常な機能の回復が期待できないこともあるかもしれない。 

今回のように遺伝子治療に iPSC を使用した利点は、患者由来の細胞、特に血

球を、ほぼ無限に増やすことができるという点であり、in vitro での遺伝子修復

の後に自家移植に使用できるかもしれないということである。しかし一方で

iPSC から自己複製能をもつ長期造血幹細胞 (long term hematopoietic stem cell; 

LT-HSC)を産生させることは依然困難であり、既報では ESC や iPSC由来のCD34

陽性造血細胞の移植では有効に生着していない[46-48]。今回、NOG マウスに注

射した巨核球は血小板を産生できることを示したが、移植後の長期的な造血の

再構築には、iPSC 由来の HSC を効率的に回収することが求められる。HSC の

維持には in vivo では骨髄ニッチによる制御が必要であり、in vitro では微小環境

を人工的に再現することは困難である。近年の研究で、in vivo での奇形腫形成
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を通じて iPSC から生着可能な HSC を得ることができたとの報告もあるが[49]、

将来に臨床的に使用するために HSC を安全かつ効率的に得る技術を確立するた

めにはさらなる研究が必要である。また本研究を通じて、iPSC を用いた造血器

疾患の研究を効率的に推進するためには、効率の良い血球への分化誘導法や、

iPSC への効率的な遺伝子導入法の開発、改良が必要と思われた。 

今回の研究では、iPSC 樹立のためのリプログラミングにレトロウイルスベク

ターで 4 因子を導入しており、iPSC で外来遺伝子が発現していないことは確認

しているものの、外来遺伝子がゲノムに組み込まれてしまっている。特にがん

遺伝子でもある c-MYC を導入しており、リプログラミングによるサイレンシン

グが不完全な場合や再活性化を起こした場合などに、導入した遺伝子が問題と

なる懸念がある。センダイウイルスあるいはエピゾーマルベクターなどを用い

てリプログラミングを行っていれば、外来遺伝子が残存しないので、遺伝子修

復した iPSC等を臨床応用する際にはより安全性を高くすることができると思わ

れる。 

FPD/AML には、血小板減少の他に白血病への移行という重大な合併症がある

[50]。本研究では白血病への移行に関しての解析は行っていないが、RUNX1 の

変異のみでは白血病は発症しないことを考慮すると、FPD/AML で白血病移行の

リスクが大きい原因としては、RUNX1 の変異の他になんらかの付加的遺伝子異
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常が蓄積することで白血病を発症するという発症機序が推測される。つまり、

FPD/AML では RUNX1 の変異により遺伝子異常が蓄積しやすい可能性がある

[51]。この観点からもやはり RUNX1 の遺伝子変異を修復することは、血小板数

の正常化と同様に、白血病化するクローンの出現を防ぐという点でも重要であ

ると考えられる。DNA 不安定性の増大により DNA 損傷が経時的に蓄積される

ことを考慮すると、FPD/AML ではなるべく早期に RUNX1 の変異を修復するこ

とが望ましいかもしれない。FPD/AML からの AML あるいは MDS の発症機序

の解明、さらには RUNX1 の体細胞変異を有する AML あるいは MDS の発症機

序の解明には、さらなる研究が必要と考えられるが、FPD-iPSC はそういった研

究において大きな役割を果たことができると考える。 

本研究と同様に、FPD/AML 患者から iPSC を作製したという報告が最近、相

次いでなされた。Sakurai らは、RUNX1 の異なる変異(G172E, G143W, N233fsX283)

を有する FPA/AMLの 3家系の患者の末梢血T細胞をセンダイウイルスによる遺

伝子導入でリプログラミングし、FPD-iPSC を作製した[52]。FPD-iPSC は HPC

の分化効率の低下、巨核球の分化異常を示し、そのうち 2 家系からの iPSC につ

いて正常 RUNX1 の過剰発現でそれらの異常は回復することを示した。一方で正

常 iPSCに RUNX1変異体を導入してもそれらの異常が再現されないことを示し、

RUNX1 のハプロ不全によって FPD/AMLが発症すると主張した。Connellyらは、
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RUNX1 の Y260X 変異を有する 1 家系の FPD/AML患者の皮膚線維芽細胞からプ

ラスミドベクターでリプログラミングを行い、iPSC を作製した[53]。ZFN を用

いた RUNX1 変異の遺伝子修復によって、巨核球の分化効率が増加することを示

した。前者の報告と本研究とを比較すると、相違点として HPC の分化効率が低

下するか否かという点などが挙げられる。この相違が生じた原因としては、in 

vitro の血球分化誘導の実験系の相違や、RUNX1 の変異の違いによる機能の違い

が関係していると考えられる。また正常 RUNX1 の過剰発現を行っているが、本

研究でも当初、正常 RUNX1 の過剰発現を試みたが、FPD-iPSC への導入に成功

しなかったこともあり、TALEN での遺伝子修復を行った。本手法のほうが

RUNX1 の発現が生理的に制御されるという点で理想に近いものと考える。後者

の報告では、Zinc finger nuclease を用いて、本研究と同様に FPD-iPSC の RUNX1

の遺伝子修復を行っており、RUNX1 の遺伝子修復の前後で CD41 陽性 CD42 陽

性の巨核球の分化が増加することを示しているが、正常と比較して FPD-iPSC に

おいて巨核球の分化障害が認められるかという点については検証していない。 

以上、本研究を要約すると、FPD/AML 患者の皮膚線維芽細胞から FPD-iPSC

を作製した。FPD-iPSC では巨核球コロニー産生能の低下、巨核球の成熟異常を

認め、FPD/AML の臨床的特徴を反映しているものと考えられた。TALEN を用

いて RUNX1 の遺伝子修復を行ったところ、FPD-iPSC が示した巨核球への分化



56 

 

異常の回復を示し、RUNX1 の変異が巨核球の異常の原因であることが示された。

遺伝子修復した iPSC は、FPD/AML に対する新たな治療法につながる可能性が

考えられた。 
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