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研究要旨： 主要な先天性骨髄不全症には、先天性赤芽球癆（DBA）、Fanconi貧血（FA）、遺伝

性鉄芽球性貧血（SA）、congenital dyserythropoietic anemia（CDA）、Shwachman Diamond 

syndrome（SDS）、先天性角化不全症（DKC）、先天性好中球減少症（SCN）、先天性血小板減

少症（CTP）の8疾患がある。本研究班は、8つの疾患別研究拠点から構成され、各研究拠点は疫学

調査、臨床データおよび検体の収集、既知の原因遺伝子解析とバイオマーカーなどの特殊検査を担

当した。日本小児血液・がん学会の中央診断事業と疾患登録事業とも連携し、正確な診断に基づい

た新規症例の把握と検体収集を行い、先天性造血不全のより精度の高い疾患データベースの構築を

推進した。 

 DBAは、27例が新規登録され、10例に既報の遺伝子変異を認めた。これまでに180例のDBAの

臨床情報と検体の収集および遺伝子解析を行い、103例（57.2％）に原因遺伝子の変異を見出した。

SAは、3例の新規症例が登録され、うち2例において原因遺伝子が同定された。FAは、これまで日

本人に特有であるアルデヒド分解酵素（ALDH2）のバリアントがFA患者の骨髄不全の増悪因子で

あることを明らかにしてきたが、マウスとは異なり、母親のALDH2の遺伝子型は患児の表現型に

影響を与えることはなかった。また、FANCGの患者では骨髄不全が早く進行し、早期の造血細胞

移植が行われており、骨髄染色体核型により予後に影響があることも判明した。従来の未解決症例

の多くは、既知遺伝子のスプライス異常によりFAを発症していることが明らかとなった。CDAは、

遺伝子変異が確認されなかった12症例について、次世代シークエンサーによる新規責任遺伝子の探

索を行い、4例で溶血性貧血の原因遺伝子の変異を確認した。DKCは、疑い例も含め13例中4例で

既報の原因遺伝子の変異を同定した。DKC疑いの1例はテロメア長短縮を認めていたが、

Shwachman-Diamond症候群であることが判明した。本邦のDKC症例で発見された原因遺伝子変

異に関してin vitroにて機能解析を行い、これらがテロメア長制御を障害しDKCの病態に関与して

いるのかを解析した。不全型DKCで発見されたG106WとG682Dはテロメラーゼ活性を完全に障害

し、 P632RとT726Mは約50%の低下が認められた。一方、DKC症例で発見されたE280Kと

del334_335はテロメラーゼ活性に障害を与えずこれらの変異がDKCの原因遺伝子であったかは懐

疑的であった。DKCの診断において遺伝子変異をその診断の根拠とする場合には注意が必要である

ことが明らかになった。CTPでは、13例の新規登録例に対して系統的鑑別診断解析を施行し、8例

がMYH9異常症、1例がParis-Trousseau Jacobsen症候群、2例がGFI1B異常症と診断した。 

 本年度は、本研究班で得られたデータをもとに、日本小児血液・がん学会の再生不良性貧血・

MDS 委員会と連携を取りながら診断基準、重症度分類および診療ガイドラインの小改訂を行い、

「2017 年度版診療ガイドライン」を作成した。なお、「2017 年度版診療ガイドライン」は日本小

児血液・がん学会の認証を受けた後、同学会の編集書籍として平成 29 年度中に出版する予定であ

る。専門医だけでなく一般小児科医をも読者対象とした実践的な内容となっている。 
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Ａ．研究目的 

主要な先天性骨髄不全症には、先天性赤芽球癆

（DBA）、Fanconi 貧血（FA）、遺伝性鉄芽球性貧血

（SA）、congenital dyserythropoietic anemia（CDA）、

Shwachman Diamond syndrome（SDS）、先天性角化不

全症（DKC）、先天性好中球減少症（SCN）、先天性

血小板減少症（CTP）の 8 疾患がある。平成 26 年度

から、発症数が少なく共通点の多いこれらの 8 疾患

の医療水準の向上をより効果的に進めるために、一

つの研究班に統合した厚労省難治性疾患政策研究班

「先天性造血不全班」（伊藤班）が発足し、研究を推

進してきた。本研究申請では、先天性造血不全班の

先行研究を発展させ、より優れた「診断基準・重症

度分類・診断ガイドライン」の確立を目指す。これ

までの班研究により、DBA では既知原因遺伝子の片

アレル欠失が約 10%も存在することを明らかになり

（Blood 2012）、本邦で初めての新規原因遺伝子

（RPS27 と RPL27）も同定された（Br J Haematol 

2015）。さらに、新規バイオマーカーの赤血球還元

グルタチオンを同定し、診断精度の向上に成功した

（ASH 2014）。FA では、ALDH2 酵素活性の欠損を

もたらす多型が骨髄不全の進行を強く促進すること

を明らかにし（Blood 2013）、新規原因遺伝子

FANCT も同定した（Am J Hum Genet, 2015）。CTP

でも、新規原因遺伝子 ACTN1 の同定に成功した

（Am J Hum Genet, 2013）。しかし、DBA、DKC

などでは、まだ約 50%で原因遺伝子が不明である。

また、遺伝子診断により臨床的な診断が誤りであっ

た症例が存在することが明らかとなった。このため、

これまでの研究を通じて確立した解析基盤を共有し、

日本小児血液・がん学会の中央診断事業と疾患登録

事業とも連携し、正確な診断に基づいた新規症例の

把握と検体収集を行う。共通の基盤で遺伝子診断を

含めた中央診断を行い、正確な診断に基づいた疫学

調査を行う。平成 28 年度は、遺伝子診断の結果や治

療経過も含む、精度の高い疾患データベースを作成

する。 

 

Ｂ．研究方法 

本研究申請では、発症数が少なく共通点の多い先

天性造血不全症の医療水準の向上をより効果的に進

めるために、一つの研究班に統合して研究を推進す

る。本研究班は、8つの疾患別研究拠点から構成され、

各研究拠点（DBA（伊藤）、SA（張替）、FA（矢

部・高田）、CDA（小島・真部）、DKC （小島、

山口）、SDS （渡邉）、SCN（小林）、CTP（國島））

は、疫学調査、臨床データおよび検体の収集、遺伝

子診断のための既知の原因遺伝子解析とバイオマー

カーなどの特殊検査を担当する。研究代表者（伊藤）

が、DBAの研究を担当するとともに研究全体を統括

する。平成28年度は、遺伝子診断の結果や治療経過

も含む、精度の高い先天性造血不全のデータベース

を作成する。平成29年度以降は、我が国における正

確な患者数の把握と治療法と予後に関する疫学研究

を推進し、先天性造血不全のより精度の高い疾患デ
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ータベースの確立を目指す。日本小児血液・がん学

会の再生不良性貧血・MDS委員会と連携を取りなが

ら診断基準、重症度分類と診療ガイドラインの改訂

し、確立を行う。得られた最新の成果は、難病情報

センターのホームページなどを通じて国民に広く公

表する。以下に、具体的な研究計画及び方法を述べ

る。 

平成28年度 

１） 疫学調査 

 本年度は、先天性造血不全の8疾患について成人例

も含めた疫学調査を行い、詳細な疫学情報を収集す

る（小原、大賀、張替、矢部、多賀、真部、小島、

渡邉、小林、國島）。 

２）中央診断 

 先天性造血不全症の疑い例が発生すると日本小児

血液・がん学会の登録システムを用いて疾患登録が

行われる。末梢血や骨髄血塗抹標本を名古屋大学（小

島）と聖路加国際病院（真部）で中央診断し、先天

性造血不全症が強く疑われる場合は各疾患拠点でさ

らに詳細な診断（３）、４））を行う。すでに、こ

の6年間で1,300例以上の造血不全症の診断が行われ、

その10%以上が先天性造血不全であった。 

３）バイオマーカーによるスクリーニング 

 DBAの疑い症例では、新規バイオマーカーである

赤血球GSHとeADA活性を同時測定し、SVM法によ

る判別式による判定を行う（菅野）。DKCの疑い症

例ではFlow FISH法による血球テロメア長のスクリ

ーニングを行う（小島）。 

４）遺伝子診断 

 遺伝子診断のため、既知の原因遺伝子の解析を直

接シークエンス法あるいはターゲット・シークエン

ス法で、各疾患の解析拠点において行う。FA症例に

ついては、高レベルのモザイク症例も多く、特にリ

ンパ球にリバージョン・モザイクを起こし、遺伝子

変異が末梢血では同定不可能な症例もあるため、変

異が同定されない場合は骨髄細胞や皮膚・骨髄線維

芽細胞を用いて解析も行う（矢部・高田）。また、

通常の直接シークエンス法では、既知の原因遺伝子

の大欠失を検出できないため、DBA研究班が開発し

たGenomic Copy Number Assay法とSNPアレイあ

る い は Multiplex Ligation-dependent Probe 

Amplification (MLPA)を用いて片アレル欠失の有無

を解析する（各研究拠点）。 

５）疾患登録データベースの構築 

 得られた症例の臨床情報や遺伝子解析の結果も含

めたデータを平成26年度に構築した先天性造血不全

のWEB登録システムを用いて登録する。海外との共

同研究を視野に入れ、中国、韓国、インドの血液専

門医とアジアにおける先天性造血不全のWEB登録

システムの構築を計画している。（小島、小原、大

賀、伊藤）。 

６）収集された情報をもとに、日本小児血液・がん

学会の再生不良性貧血・MDS委員会と連携を取りな

がら、より多くのエビデンスに基づいた診断基準、

重症度分類、診断・治療ガイドラインの改正を行う。

なお、治療ガイドラインは、造血幹細胞移植のプロ

トコールを含む実用的なものを策定する（伊藤、張

替、大賀、真部、矢部、渡邉、小林、國島、小島）。 

 

（倫理面への配慮） 

日本小児血液・がん学会として行う疾患登録事業

は、疫学研究倫理指針に準拠した臨床研究として、

すでに学会倫理審査委員会で承認されている。調査

にあたっては個人情報の守秘を厳守し、データの取

り扱いに注意する。中央診断事業についても、患者

検体の匿名化を図る。検体の採取にあたっては患者

および家族から事前に十分な説明を行い、文書によ

る同意を得る。各疾患の遺伝子解析についてはヒト

ゲノム、遺伝子解析研究指針に従い、患者および家

族に事前に十分な説明を行い、文書による同意を得

たのち連結可能匿名検体として研究を遂行する。患

者および家族に対して不利益が生じる場合には、い

つでも同意の撤回は可能である。既知の責任遺伝子

に関しては、すべての当該遺伝子解析施設の倫理委

員会で承認されている。 

 

Ｃ．研究結果 

１）疫学調査 

日本小児血液・がん学会疾患登録事業を一次調査と

する DBA などの小児期発症の造血障害疾患のデータ

ベースを構築した。日本小児血液・がん学会疾患登録

事業の 2006 年から 2015 年診断登録症例数を表に示す

（表 1）。 

疾患登録（一次調査）症例：2015 年診断症例は日本
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小児血液・がん学会会員 239 施設の 66%に相当する

158 施設が登録した。2013 年登録から登録施設が減

少傾向にあるが、総患者数に大きな変化はなく、診

療集約化が予想される。表に挙げた溶血性貧血を除

く特発性再生不良性貧血（Idiopathic AA）から先天

性血小板減少症（Cong. Thrombocytopenia）までの

14 の造血障害疾患 10 年間では総計 945 例で、その

うち特発性再不貧は毎年 50～56 例とほぼ一定した

症例数であった。学会登録は診断から遅れて 3 年ま

では登録を受け付けるために、2014 年と 2015 年診

断例がやや少なくなっている。造血障害の診断は日

本小児血液・がん学会の形態中央診断が貢献してい

る。 

Diamond-Blackfan 貧血；DBA 症例は 10 年間で

88 例、これとは別に特発性赤芽球癆 48 例が登録さ

れた。2 疾患の確定診断については精査する必要が

ある。 

RPS19変異を同定した輸血依存の3例に対しては

除鉄も不良のため、Target BU法を用いて前処置の

強度を低減した造血細胞移植を行った。1例は非血縁

骨髄が生着、もう1例は非血縁骨髄が生着不全となっ

たあと非血縁臍帯血が完全生着、残りの1例は非血縁

骨髄を行ったところである。 

2008年から2015年の期間の鉄芽球性貧血は6例、

Congenital dyserythropoietic anemia (CDA)は 3 例

であった。いずれも極めて稀である。 

 

２）中央診断 

 中央診断事務局を名古屋大学小児科に設置した。

AA、MDS、あるいは CBFS が疑われる症例が発生

した場合は、各施設から事務局に連絡をもらい、登

録番号を発行した。以後はその番号でやりとりを行

った（匿名化）。中央診断およびそれに伴う検査につ

いては患者保護者の同意を取得した後に行った。レ

ビューは骨髄および末梢血塗抹標本を 2 施設（名古

屋大学小児科、聖路加国際病院小児科）で、骨髄病

理標本を 1 施設（名古屋第一赤十字病院病理部）で

行った。先天性造血不全症候群が疑われる症例につ

いて、名古屋大学小児科において、次世代シークエ

ンサーによるターゲットシークエンス・エクソーム

シーケンスを行った。すなわち、各症例より抽出し

たゲノム DNA を超音波破砕により断片化し、試料を

識別する 6 塩基の Barcode 配列を付与したのち、12 

試料を混合し、常法に従って液相ハイブリダイゼー

ションにより関連する 181 遺伝子ないし全遺伝子の

エクソン配列を濃縮した。得られた混合試料を

Illumina 社 HiSeq2000 シークエンサーにより平均

読み取回数 200 回 を目標として全エクソン配列、対

象遺伝子領域の解析を行った。アミノ酸置換を生じ

る翻訳領域の  一塩基変異（ single nucleotide 

variants; SNVs）および欠失・挿入配列から SNP デ

ータベースおよび 1000personal genome データベ

ースに登録済みの SNP を除去したのち、責任変異の

候補となる SNV 原因遺伝子の候補を絞り込んだ。 

 

３）バイオマーカーによるスクリーニング 

 今までに先天性赤芽球癆（Diamond Blackfan 貧

血；以下DBA）患者における診断バイオマーカーと

して赤血球アデノシンデアミナーゼ活性（eADA）、

還元型グルタチオン（GSH）の同時測定が有用であ

ることを明らかにしてきた。今年度は新たにDBA 

疑い10症例を解析し、Vlachosらにより提唱されて

いる従来の診断基準との比較で、eADA/GSH同時測

定の有用性について検討した。10症例のうち1歳未

満は3例に過ぎないこと、必ずしも大球性貧血を呈さ

ず正球性貧血を呈する例が多いこと、家族歴が認め

られる症例が2例のみだったこと、さらに全員HbF

測定はしていないことなどから、古典的／非古典的

DBAの診断基準を満たしていた症例はそれぞれ0/1

例に過ぎなかった。一方、網赤血球数減少・骨髄正

形成・赤芽球減少を満たす 6 例のうち 5 例が

eADA/GSHを用いた判別式でDBAと判定出来た。バ

イオマーカーの臨床的有用性を追試するために現在

これらの症例の遺伝子検査を実施中である。 

 

４）遺伝子診断 

a. DBA 

新規症例27名の遺伝子診断を行い、10例（RPS19 

4例、RPS26 3例、RPS7 2例、RPL5 1例）で既

知の原因遺伝子を同定した。これまでに遺伝子検査

を施行した症例は180例となった。ターゲットシー

ケンスで原因遺伝子が不明で、かつSNPアレイで解

析してもRP遺伝子の大欠失が検出されない、14家系

（非罹患家族も含む）について、全エクソン解析を
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行った。今回の解析では、DBA以外の先天性造血不

全症の原因遺伝子は同定されなかった。 

b. FA 

新規4症例を加え、高田研究室にて、東海大学症例

91例のFA遺伝子解析が行われた。内訳はFANCA:54

例、FANCB:3例、FANCC:1例、FANCD1:1例、

FANCE:1例、FANCG:22例、FANCI:2例、FANCN:1

例、FANCP:3例（うち1例は片アレル確認のみ）､

FANCT:2例、不明：1例であった。今回の解析では

FANCBの１例、FANCCの1例、FANCIの2例、

FANCNの1例が新たに確定され、FANCPの片アレ

ル1例と不明1例のみがの不確定例として引き続き解

析予定である。海外で比較的高頻度にみられる

FANCCが今回の解析で初めて検出された。FANCN

例は骨髄不全がないにも関わらず、乳児期からウイ

ルムス腫瘍を発症し、極めて予後不良であり、海外

報告例と一致した症状であった。骨髄不全の発症は

FANCGの患者で有意に早く、造血幹細胞移植も早期

に行われていた。FANCA患者は骨髄不全の発症が遅

く、造血幹細胞移植の時期も遅い傾向にあるが、そ

の間に白血化を来す症例が多くみられた。白血化例

における骨髄染色体核型では複合型に加え、

monosomyを呈する症例の予後が不良であった。 

全ゲノムシークエンス、RNAシークエンスを行う

ことで、従来の未解決症例の多くは、既知遺伝子の

スプライス異常によりFAを発症していることが明

らかとなった。 

まず、症例Aであるが、全ゲノムシーケンスによっ

て FANCL 遺 伝 子 （ NM_018062 ） に 、

c.G1092A:pK369K をhomozygousで検出した。この

変異はcoding内のシノニマス変異であり、エクソー

ムでも捕まっていたが見逃しており、再度の全ゲノ

ムシーケンス等の施行によって見直すことで変異の

同定に至った。この変異はエクソン12の端にあり、

スプライシングに影響してエクソン13をスキップさ

せる効果がRT-PCRで確認された。この部分は、E3

リガーゼであるFANCLのリングドメインの主要部

分を含んでおり、FANCLの機能を消失させると判断

できる。同じ変異は、すでにBlood 121: 138, 2013で

報告されている。 

次に、症例Bであるが、この症例は全ゲノムシーケ

ンスで、FANCC NM_001243743 c. 1154+5G>A 

homozygousが確認された。この変異は、エクソンー

イントロンのジャンクションから5bpイントロンに

入った部位の変異で、エクソン12と13の間のイント

ロンがスプライスされず、そのためにpremature 

stop codonが現れることが確認された。我々の一連の

解析での初めてのFANCC症例である。 

症例Cは、RNAシーケンスによりFANCB遺伝子の

エクソン7のスキッピングが確認され、エクソーム解

析データを見直すと、対応してc.G1497T:p.L499Lの

シノニマス変異がエクソンーイントロンのジャンク

ションに発見された。 

症例Dは、RNAシーケンスによってPALB2/ 

FANCN遺伝子のエクソン12のスキッピングが発見

され、対応してc.3350+5C>T homozygousが見出さ

れた。既報のFANCB変異症例における臨床所見と一

致して、この症例は小児がんを発症するなど、重症

と判断された。 

症例Eは、エクソーム解析で、FANCI遺伝子の

c.158-2A>G heterozygous 、 c.G288A, p.E96E 

heterozygousを見出した。前者はイントロンの変異、

後者はシノニマス変異であり、共にスプライスの異

常を引き起こしていた。 

症例 F は、 FANCI 遺伝子の c.3346_3347insT 

hetero、c.2826+3A>G heteroであり、前者はフレー

ムシフトだが、後者はやはりスプライス異常であっ

た。 

以上の解析によって、未解決と考えていた症例9

例中、6例において原因遺伝子が確定した。 

ALDH2の母児解析を35症例について行った。出生

時体重、奇形数、骨髄不全の発症日時を母児各々の

ALDH2型で検討したところ、マウスとは異なり、母

親のALDH2の遺伝子型は患児の表現型や骨髄不全

発症に影響を与えないことが判明した。 

c. SA 

研究期間内に3例の新規症例が登録され、うち2例

において原因遺伝子が同定された。 

1 例目の新規症例は 41 歳男性、貧血精査の結果、

骨髄異形成症候群（環状鉄芽球を伴う不応性貧血）

として赤血球輸血などで加療されていたが、兄弟に

も同様の貧血症状を認めることから、遺伝性鉄芽球

性貧血の診断依頼目的で紹介となった。データ上、

小球性低色素性貧血（Hb 7.4 g/dL、MCV 66fL, MCH 
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19.9pg）、鉄過剰症状（肝腫大、血清フェリチン 

2859ng/mL）を認めていた。本人の末梢血液細胞を

用いた遺伝子変異解析の結果、ALAS2 遺伝子の

Hemizygous 変異（R170L）が同定された。本変異

は既報でも同一箇所の変異を認めており（Ohba et 

al. Ann Hematol 2013）、これが原因遺伝子であると

考えた。ビタミン B6 補充は効果を認めないため、

現在 5 アミノレブリン酸の有効性・安全性をみる臨

床試験を施行中である。 

2 例目は 41 歳男性、家族歴なし。小球性貧血の精

査のため 18 歳頃に骨髄検査を施行し、鉄芽球性貧血

と診断。以後、患者の自己判断で通院はされていな

かった。40 歳になり、肝障害・小球性貧血で近医よ

り紹介があり、ヘモクロマトーシスに伴う肝硬変を

認めていた。骨髄検査では引き続き環状鉄芽球を認

めていたため、遺伝性鉄芽球性貧血の診断依頼目的

で紹介となった。本人の末梢血液細胞を用いた遺伝

子変異解析の結果、ALAS2 遺伝子の Hemizygous

変異（R452H）が同定された。本変異は既報でも同

一箇所の変異を認めており（Ohba et al. Ann 

Hematol 2013）、これが原因遺伝子であると考えた。

本症例はビタミン B6 補充の効果を認め、現在も引

き続き加療中である。 

3 例目は 2015 年生まれの男児、家族歴なし。ミト

コンドリア（Pearson 症候群）疑いとして本調査研

究に登録となった。本人の末梢血液細胞を用いた解

析の結果、少なくとも広範囲のミトコンドリア DNA

欠損を認めは明らかでなく、引き続きミトコンドリ

ア DNA の変異の有無も含め解析中である。 

 また 2016 年度は、2015 年度版の先天性骨髄不全

症の診断ガイドラインをもとに、一般臨床医を対象

としたガイドラインの作成を行った。 

ヒ ト ALAS2 遺 伝 子 の 発 現 制 御 に は 、

ALAS2int1Enhが重要な役割を果たすことが知られ

ており、特にALAS2int1Enh中に存在するGATA1結

合配列が重要であることが実験的に示唆されている。

一方、エクソーム解析によっても原因遺伝子が不明

であった遺伝性鉄芽球性貧血患者の中に、同エンハ

ンサー配列のGATA1結合配列に塩基置換あるいは

欠失変異が認められる症例が報告されているが、そ

れらの変異が直接的に疾患発症の原因となるかどう

かについては明らかではない。そこで、ゲノム編集

技術であるCRISPR/Cas9システムを用いてヒト由

来赤芽球系培養細胞であるK562細胞とHuDEP2の

ゲノムDNA中のALAS2int1Enhに欠失変異を導入

し、内在性のヘム合性能への影響と、ミトコンドリ

アへの鉄の沈着が観察されるかどうかを検討した。

その結果、K562細胞、HuDEP2細胞のいずれにおい

てもALAS2int1Enhへの欠失変異の導入により

ALAS2 mRNAの発現低下とヘモグロビン合成能の

低下が認められたが、通常の継代培養の条件下では

細胞質に鉄顆粒はほとんど検出されなかった。次に、

それぞれの細胞を分化誘導したところ、いずれの細

胞でも分化誘導前に比較して分化誘導後にはヘモグ

ロビン合成は亢進したが、K562細胞においては、野

生型の細胞もALAS2int1Enhに変異を有する細胞で

も、鉄染色で鉄顆粒の存在は明らかではなかった。

一方、HuDEP2細胞では、野生型の細胞では分化誘

導後も鉄染色により細胞質に少数の細胞で鉄顆粒が

認められるのみであったが、ALAS2int1Enhに欠失

変異を有するHuDEP2細胞では、分化誘導後、鉄染

色により細胞質に多数の鉄顆粒を有する細胞が観察

された。さらに、同細胞を電子顕微鏡により観察し

たところ、ミトコンドリア内に電子密度の高い領域

が観察され、鉄染色の結果とあわせて、環状鉄芽球

として矛盾しない結果であった。 

d. CDA 

 CDA と診断され同意を得た症例について遺伝子

診断を行った。22 例中 6 例に遺伝子変異を確認し、

5 例では I 型の責任遺伝子 CDAN1 の変異（2 例が

(P1129L)、1 例が(P185fs)、ex12 (N598S)、1 例が

P293R、1 例が R725W、P672L）を認めた。1 例で

は variant 型の責任遺伝子 KLF1 の変異（E325K）

を認めた。I 型と診断された症例では骨髄において I

型に特徴的とされる核間架橋が確認された。 

e. DKC 

Dyskeratosis congenita（DKC）疑いの13例のう

ち、5例（38%） DKC1（2例）、SBDS （1例）、

TINF2（2例）の変異が認められた。DKC疑いの1

例はテロメア長短縮を認めていたが、ターゲットシ

ーケンスにより、Shwachman-Diamond症候群であ

ることが判明した。 

本邦で発見されたTERT遺伝子変異（DKC: E280K, 

del334_335, cDKC: G106W, P632R, G682D, 
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T726M）をオリゴ合成により作成し、pCI-neo-flag 

vectorでクローニングした。野生型のTERCを発現し、

TERTを発現しておらず、テロメラーゼ活性を持たな

い Saos-2 細 胞 （ Alternative Lengthening of 

Telomere（ALT）にてテロメアを補正）にTERT野

生型及び各変異を発現するpCI-neo-flag vectorをそ

れぞれリン酸カルシウム法でtransfectionし、48時間

後に各細胞を粗抽出し、TeloTAGGG Telomerase 

PCR  ELISAPLUS （ Roche ） に よ り Relative 

telomerase activity（RTA:相対的テロメラーゼ活性）

を測定した。Saos-2細胞はTERTを発現していない

ためテロメラーゼ活性は認められずALTにてテロメ

ア長を補正している。 

野生型のTERTに比較し、DKCで発見された

E280K, del334_335はテロメラーゼ活性に有意差は

みられなかった。（RTA 210.8±17.8 vs.350.0±78.9, 

319.3±85.8 p=0.2010, p=0.3389）。一方、不全型DKC

で認められたG106W, G682DはWTに比較し有意に

テロメラーゼ活性が低下していた。（RTA 

210.8±17.8 vs.7.4±6.3, 5.9±5.3 p<0.0001, 

p<0.0001）。また、不全型DKCで認められたP632R, 

T726MはWTに比較し有意にテロメラーゼ活性が低

下しているものの（RTA 210.8±17.8 vs.84.6±19.4, 

97.6±14.7 p=0.0057, p=0.0043）、G106W,G682Dに

比較し有意にテロメラーゼ活性が上昇していた。

（RTA 7.4±6.3 vs.84.6±19.4, 97.6±14.7 p=0.0089, 

p=0.0013）。 

f. 先天性血小板減少症 

本年度（平成28年4月から平成29年1月現在）は、

13例の先天性血小板減少症を疑う症例について系統

的鑑別診断解析を施行し、MYH9異常症8例、

Paris-Trousseau Jacobsen症候群1例、GFI1B異常症

2例の診断に至り、2例は確定診断されなかった。 

GFI1B異常症診断のバイオマーカーとして末梢血

塗抹標本を用いた血小板CD34局在解析を考案し、系

統的鑑別診断解析および保存検体において施行し、

GFI1B異常症2例の診断に至った。 

 

５）診断基準と重症度分類の確立・改定 

 本年度は、本研究班で得られたデータをもとに、

日本小児血液・がん学会の再生不良性貧血・MDS委

員会と連携を取りながら診断基準、重症度分類およ

び診療ガイドラインの小改訂を行い、「2017年度版

診療ガイドライン」を作成した。なお、「2017年度

版診療ガイドライン」は日本小児血液・がん学会の

認証を受けた後、同学会の編集書籍として平成２９

年度中に出版する予定である。専門医だけでなく一

般小児科医をも読者対象とした実践的な内容となっ

ている。 

 

Ｄ．考察 

小児期造血障害疾患の病態解明、診断法や治療開

発には疾患遺伝子情報や詳細な臨床情報、追跡情報

の収集（二次調査・追跡調査）データベース構築に

よる系統的な解析が必要である。本研究班では、初

年度に当たる本年度は、日本小児血液・がん学会の

中央診断事業と疾患登録事業とも連携し、正確な診

断に基づいた新規症例の把握と検体収集を行い、先

天性造血不全のより精度の高い疾患データベースの

構築を推進した。さらに、本研究班の研究成果を先

天性骨髄不全の診療に還元するため、診断基準、重

症度分類および診療ガイドラインの小改訂を行った。

疾患ガイドラインの改訂にあたり、予め出版社とも

協議し、日本小児血液・がん学会編集の書籍として

出版することを念頭に改訂作業を行った。最新のデ

ータを含みながらより分りやすい内容であり、専門

医だけでなく一般小児科医の啓蒙活動にも大きく役

立つことが期待される。 

我が国のDBAは、本研究事業により原因遺伝子も

含め次第にその実態が明らかになってきた。まだ約

40%が原因遺伝子不明であるが、欧米からのデータ

と大きな差のないデータベースの構築が進んでいる

と思われる。 

 本研究事業とAMEDの「稀少小児遺伝性血液疾患

研究班」（小島班）の連携研究により、新規原因候

補 遺 伝 子 RPS15A を 見 出 し た 。 本 年 度 は 、

AMED-DBA研究班（伊藤班）との連携により、

RPS15Aの機能解析をゼブラフィッシュや赤芽球細

胞株を用いた系で行い、DBAの原因遺伝子であるこ

とを確定し、RPL27, RPS27に次いで、我が国から新

規に発見された3番目の原因遺伝子として報告した

（Ikeda F et al, Haematologica 2016）。  

今年度は新たにDBA 疑い10症例を解析し、

Vlachosらにより提唱されている従来の診断基準と
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の比較で、eADA/GSH同時測定の有用性について検

討した。10症例のうち1歳未満は3例に過ぎないこと、

必ずしも大球性貧血を呈さず正球性貧血を呈する例

が多いこと、家族歴が認められる症例が2例のみだっ

たこと、さらに全員HbF測定はしていないことなど

から、古典的／非古典的DBAの診断基準を満たして

いた症例はそれぞれ0/1例に過ぎなかった。一方、網

赤血球数減少・骨髄正形成・赤芽球減少を満たす6

例のうち5例がeADA/GSHを用いた判別式でDBAと

判定出来た。非DBAと判定された症例2については

頻回輸血症例であり、正常赤血球由来のeADA/GSH

が影響した可能性が高い。 

家族歴がなく、遺伝子検査結果が未着の場合、先

天奇形の有無、網赤血球数減少＋骨髄所見と2つのバ

イオマーカー測定結果を用いた判別式によって

DBAを診断することになる。今回検討した10症例の

うち、家族歴があるのは2例、先天奇形を有する症例

は4例であり、従来のDBA診断基準で古典的／非古典

的DBAと診断可能な例はそれぞれ0/1例であった。 

注意すべき点として、末梢血白血球数・血小板数

が正常で、網赤血球数減少を伴う高度の貧血を有す

る症例において、骨髄細胞密度が｢低形成｣と記載さ

れている例が散見された。診断基準としての「赤芽

球前駆細胞の消失を伴う正形成骨髄所見を有する」

の判定にはより慎重さが必要であると考えられ、将

来的には骨髄細胞の表面マーカーを用いたより具体

的な診断項目の設定が必要と考えられた。 

また、今回はRP遺伝子異常の解析結果が揃わず、

2つの大支持基準の一方が欠けていた上に、HbFの測

定もほぼ全例で行われなかったため、非古典的DBA

の診断基準の判定も困難であった。HbFについては

年齢による基準値の変動や、測定の困難さもあり支

持基準の1項目としての妥当性に問題があると考え

られる。 

本邦における鉄芽球性貧血に関する全国調査の結

果、遺伝性鉄芽球性貧血症例は計25例登録され、う

ち68%と大多数はALAS2の異常を認めた。ALAS2変

異に伴う遺伝性鉄芽球性症例の約半数はALAS2の補

酵素であるビタミンB6が有効であるが、不応例にお

いては根治的療法がなく重症な経過をたどりうる。

現在、ビタミンB6不応例に対してはALAS2にて触

媒・産生される5アミノレブリン酸の内服の有効性・

安全性について臨床研究を行っている。本研究成果

が今後の診断ガイドラインの改訂に寄与しうるかも

しれない。 

 今回の検討では、ALAS2int1Enhへの欠失変異の

導入により、慢性骨髄性白血病由来のK562細胞でも、

ヒト臍帯血由来のHuDEP2細胞でもALAS2 mRNA

の発現量は低下し、ヘモグロビン合性能も低下した。

すなわち、ALAS2int1Enhの変異が内在性のALAS2

遺伝子の発現の制御に重要な役割を果たすことが明

らかとなった。しかしながら、分化誘導なしにはこ

れらの細胞ではミトコンドリアへの鉄の沈着も明ら

かではなかった。一方、それぞれの細胞を分化誘導

したところ、K562細胞では明らかではなかったが、

ALAS2int1Enhに欠失変異を有するHuDEP2細胞で

のみ、環状鉄芽球と類似した鉄の沈着が細胞質で観

察された。HuDEP2細胞でのみ観察されてK562細胞

では観察されなかった理由は明らかではないが、

K562細胞では様々な分化誘導によってヘモグロビ

ン合成は増加しても脱核することが無いのに対し、

HuDEP2細胞では脱核するまで分化しうることが大

きく影響するのではないかと推察している。すなわ

ち、環状鉄芽球はある特定の分化段階の赤芽球での

み観察され、K562細胞は既にその分化段階を経過し

てしまっているか、あるいは分化誘導によってもそ

の分化段階に到達しない可能性が高いのではないか

と推察している。遺伝性鉄芽球性貧血患者の骨髄に

おいても、全ての赤芽球で鉄顆粒の沈着が観察され

る訳ではないことも、この推察を裏付けると考えて

いるが、詳細は不明である。今後は、HuDEP2細胞

を用いて遺伝性鉄芽球性貧血の原因遺伝子として知

られているALAS2以外の遺伝子、例えばSLC25A38

やGLRX5、あるいはABCB7などの欠失変異体を作

成し、分化誘導により環状鉄芽球が観察されるかど

うかを検討する予定である。 

 FAの遺伝子変異は現時点で21におよび、FA遺伝

子毎の臨床的特徴も徐々に明らかになりつつある。

わが国のFA遺伝子型による臨床症状も海外とほぼ

一致した傾向にあるが、発症の比率は民族による差

がみられ、引き続き、日本人における疫学集積が必

要である。ALDH2のバリアントはわが国含む東アジ

アを中心とした地域にみられ、特に重症病型と関連

して重要である。今後は骨髄不全の進行、白血化や
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固形がんの発症を加味した重症度分類が必要である。 

従来施行したエクソーム解析は、多くのFA症例で

原因遺伝子を確定させる非常にパワフルな方法だが、

それでも一部に未解決症例が残っていた。今回の解

析で、RNAシーケンスなどによってスプライス異常

などに気付くことができた。結果としては、見逃さ

れていたシノニマス変異、スプライスサイト変異に

よることが多く、今後の解析において教訓を与える

ものとなった。 

 我が国でも CDA 患者が一定数存在することが明

らかになったが、諸外国に比べ稀な疾患なのか、軽

症例が多く見逃されているのかなは未だに不明であ

る。遺伝子解析を進めるとともにスクリーニングす

る集団を広げていき、実態を明らかにする必要があ

る。実際、臨床的に CDA と診断された症例で通常

は遺伝性楕円赤血球症でみられる SPTA 遺伝子の変

異や遺伝性球状赤血球症でみられるANK1遺伝子の

変異が見つかった。次世代シークエンスによる解析

で、臨床的に CDA と診断された症例から、溶血性

貧血の原因遺伝子の変異を複数例に認めた。また、

DKC と診断された症例に、SDS であることが判明

した症例が認められた。この事実は、他の遺伝性血

液疾患と CDA・DKC の鑑別診断は困難であること

を示唆し、これらの疾患における遺伝子診断の重要

性が再確認された。 

 新たに作成した重症度分類は今後、患者の取扱い

に際して有用と考えられる。 

国際的には毎年、新たな変異遺伝子が同定され

ている。I型ではCDAN1に加えてC15ORF41遺伝

子の変異が中東と東南アジアの家系で見つかった

。なお、II型で報告されているSEC23B変異が多発

性過誤腫症候群の原因遺伝子として同定された。

今後国内症例を対象に検討する必要があろう。 

本邦のDKC症例で発見されたTERT変異のテロメ

ラーゼ活性の障害をin vitroで確認をした。不全型

DKCで発見されたG106WとG682Dは、テロメラー

ゼ活性を完全に障害し原因遺伝子変異として間違い

ないと考える。また、不全型DKCで認められたP632R

とT726Mはテロメラーゼ活性が有意に低下をしてい

るが、その障害の程度は野生型の約50%程度で臨床

的に不全型DKCの表現型となった原因をよく示して

いる。一方、DKC症例で発見されたE280Kと

del334_335はテロメラーゼ活性に障害を与えずこれ

らの変異がDKCの原因遺伝子であったかは懐疑的で

ある。しかし、Saos-2細胞がテロメラーゼ活性を介

さずALTにてテロメア長補正をしているようにテロ

メア長制御はテロメラーゼ活性だけがすべてではな

い。これらの遺伝子変異が別のテロメア制御機構を

障害してDKCの病態に関与をしている可能性は完全

には否定できない。 

 今回の機能解析結果より症例によっては遺伝子変

異のみでDKCを診断するのは難しいことが明らかに

なった。 

 近年、先天性血小板減少症のなかで大型／巨大血

小板を有する先天性巨大血小板症の病因病態解析は

進んでいる。本年度は、我々が独自に確立中である

先天性巨大血小板症の系統的鑑別診断解析により13

例を解析し、11例（84.6%）の症例で確定診断が得

られた。MYH9異常症は8例（61.5%）と最も高頻度

に診断された。MYH9異常症8例中、4例では白血球

封入体を認めず、原因不明の血小板減少症あるいは

新生児同種免疫性血小板減少症と診断されていたが、

末梢血塗抹標本を用いたミオシン免疫蛍光染色解析

と局在分類により確定診断された。 

2013年に全エクソン解析により同定されたGFI1B

異常症は血小板α顆粒減少と赤血球形態異常を有す

る先天性巨大血小板症である。GFI1Bは巨核球赤芽

球特異的転写因子であり、ドミナントネガティブ変

異により本来転写抑制されるCD34分子が巨核球と

血小板に発現することが報告されていた。本研究に

おいて考案した末梢血塗抹標本を用いた血小板

CD34発現解析は簡便であり、未診断症例の保存標本

においても明確な陽性所見を得た。すなわち、GFI1B

異常症診断のバイオマーカーとして有用であること

が示された。   

 

Ｅ．結論 

日本小児血液・がん学会の中央診断事業と疾患登

録事業とも連携し、正確な診断に基づいた新規症例

の把握と検体収集を行い、先天性造血不全のより精

度の高い疾患データベースの構築を推進した。遺伝

性血液疾患の鑑別診断は臨床診断のみでは困難であ

るため、次世代シークエンサーを用いた遺伝子診断

を継続した。 
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 本年度は、本研究班で得られたデータをもとに、

日本小児血液・がん学会の再生不良性貧血・MDS委

員会と連携を取りながら診断基準、重症度分類およ

び診療ガイドラインの小改訂を行い、「2017年度版

診療ガイドライン」を作成した。なお、「2017年度

版診療ガイドライン」は日本小児血液・がん学会の

認証を受けた後、同学会の編集書籍として平成29年

度中に出版する予定である。専門医だけでなく一般

小児科医をも読者対象とした実践的な内容となって

いる。 
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表1. 

 
Diagnosis / Year 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 
Hospitals  
(registered/member) 

184 / 
223 

204 / 
231 

212 / 
235 

213 / 
236 

216 / 
239 

216 / 
239 

219 / 
242 

212 / 
230 

171 / 
232 

158 / 
239 

( % ) 83% 88% 90% 90% 90.3% 90.4% 90.5% 92% 74% 66% 
Idiopathic AA 58 62 68 68 55 62 49 58 41 47 
Hepatitis AA 5 8 11 7 13 5 11 3 4 5 
AA / PNH 2 1 1 0 1 0 0 0 0 ・ 
PNH No data ・ ・ ・ ・ ・ ・ 0 3 0 
Fanconi Anemia 5 4 6 1 4 2 6 6 3 4 
Diamond-Blackfan 9 6 9 10 6 9 6 11 10 12 
Idiopathic PRCA 1 4 5 8 5 7 6 6 1 5 
Schwachman-Diamond 0 1 1 2 0 0 2 2 0 2 
Cong.Dyserythropoietic 
anemia No data No data 1 0 0 1 0 0 1 0 

Sideroblastic anemia No data No data 2 1 1 0 1 0 1 0 
Svere Cong. Neutropenia 2 1 2 0 3 4 4 1 2 1 
Cyclic Neutropenia 1 3 2 3 2 3 5 3 0 ・ 
Dyskeratosis congenita 1 0 0 1 1 0 0 1 1 1 
Cong. Thrombocytopenia       12 11 19 11 
Cong. Spherocytosis No data ・ ・ ・ 54 49 26 48 43 55 
Cong. Elliptocytosis No data ・ ・ ・ 2 1 1 2 1 0 
G6PD deficiensy No data ・ ・ ・ 5 5 3 3 6 7 
PK deficiency No data ・ ・ ・ 0 0 0 0 0 3 
other erythrocyte enzyme def. No data ・ ・ ・ 2 0 0 0 0 2 
Sickel cell disease No data ・ ・ ・ 1 1 0 1 1 0 
Unstable hemogrobinopathy No data ・ ・ ・ 1 0 0 0 1 4 
Thalasemia No data ・ ・ ・ 18 16 11 8 10 11 
other hemogrobinopathy No data ・ ・ ・ 0 0 0 1 0 1 

 


