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Ａ．研究目的 

Diamond-Blackfan貧血（DBA）は、赤血球造血

のみが障害される稀な先天性赤芽球癆である。原因

遺伝子として15種類のリボソームタンパク（RP）遺

伝子とGATA1遺伝子が同定されているが、我が国の

DBA患者の約半数は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

が複数存在することが明らかとなった。本研究の目

的は、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ことである。データ

収集と観察研究を継続し、正確な先天性造血不全の

実態把握を行い、より精度の高い疾患データベース

の確立とエビデンスに基づいた診断基準、重症度分

類と診療ガイドラインの改訂を行う。 
 
Ｂ．研究方法 

 最初に、DBAで遺伝子変異が報告されている12種
類のRP遺伝子（RPS7、RPS10、RPS17、RPS19、
RPS24、RPS26、RPS27、RPL5、RPL11、RPL26、 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
RPL27、RPL35a）とGATA1遺伝子について、次世

代シークエンサー（MiSeq）を用いてターゲットシ

ークエンスを行った。次に、定量的PCR法とSNPア
レイ法によりRP遺伝子の大欠失を解析した。 
得られたデータベースをもとに、エビデンスに基

づいた診断基準の改訂、重症度分類の策定および診

断・治療ガイドラインの改訂を行う。 
 

（倫理面への配慮） 
ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針に

従い、弘前大学医学部の倫理委員会の承認を得て、

患者および家族に十分な説明を行い文書による同意

を得たのち、検体を連結可能匿名化して解析を行っ

た。 

   
Ｃ．研究結果 
 新規症例64名の遺伝子診断を行い、31例（RPS19 
11例、RPL11 6例、RPL5 5例, RPS26 4例、

RPS7 3例、RPL35A 2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221

例となった。本研究事業とAMEDの「稀少小児遺伝
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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

（Haematologica 2016）。さらに、 DBAの近縁疾

患の中に、がん抑制遺伝子TP53の活性化変異が原因

で起こる「新たな先天性骨髄不全症」の２症例を発

見した（AJHG 2018）。 
 これらのデータをもとに、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、エビデンスに基づいた診断基準および診断・治

療ガイドラインの小改訂を行った。さらに、2017年
度は悪性腫瘍の合併を考慮した「DBAの重症度分類」

の改訂、2018年度は「DBAの診断基準および診断・

治療ガイドライン」の小改訂を行った。 
 

Ｄ．考察 
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、精度の高いデータ

ベースの構築が進んでいると思われる。 
DBAを含めた先天性骨髄不全症７疾患の診療ガイ

ドラインの改訂版について、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。先天性骨髄不全症

の学会認定のガイドラインはこれまでなく、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。 

 
Ｅ．結論 

DBA近縁疾患の中に、がん抑制遺伝子TP53の活性

化変異が原因で起こる「新たな先天性骨髄不全症」

を発見した。また、DBAの新規原因遺伝子RPS15A
を発見し、DBAの研究に大きく貢献した。 

DBAの遺伝子診断を進め、精度の高いDBAのデー

タベースが構築されてきた。その成果にもとに診断

基準、重症度分類と診療ガイドラインの改訂を行っ

た。本研究班は、DBAの診療の質の向上に大きな貢

献をしたと思われる。 
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and Epigenetic Alterations in Acute 

Megakaryoblastic Leukemia in Down 

Syndrome. Fifth JCA- AACR Special Joint 

Conference -The Latest Advances in 

Hematological Cancer Research: From Basic 

Science to Therapeutics（招待講演）（2016 年

7 月 15 日，千葉）． 

7) Terui K, Toki T, Hama A, Muramatsu H, 

Hasegawa D, Park MJ, Iwamoto S, Taga T, 

Yanagisawa R, Koh K, M. Saito A, Horibe K, 

Hayashi Y, Adachi S, Mizutani S, Watanabe 

K, Ito E. Analysis of GATA1 mutations in 

Down syndrome infants with transient 

abnormal myelopoiesis and clinical impacts of 

GATA1 mutation types: A report from the 

JPLSG TAM-10 study. 58th Annual Meeting 

& Exposition（2016 年 12 月 3-6 日，米国・サ

ンディエゴ）． 

8) Kubota Y, Uryu K, Kawai T, Ito T, Hanada I, 

Toki T, Seki M, Yoshida K, Sato Y, Shiraishi Y, 

Chiba K, Tanaka H, Miyano S, Oka A, 

Hayashi Y, Ogawa S, Terui K, Sato A, Hata K, 

Ito E, Takita J. Gene expression profiles and 

methylation analysis in Down syndrome 

related acute lymphoblastic leukemia. 58th 
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Annual Meeting & Exposition（2016 年 12 月

3-6 日，米国・サンディエゴ）． 

9) Miyamura T, Tanaka S, Nakayama H, 

Moritake H, Tomizawa D, Saito A, Tawa A, 

Iwamoto S, Shimada A, Terui K, Morimoto T, 

Hayashi Y, Horibe K, Mizutani S, Taga T and 

Adachi S. Clinical and Biological Features of 

Pediatric Acute Myeloid Leukemia with 

Primary Induction Failure in the Japanese 

Pediatric Leukemia/Lymphoma Study Group 

(JPLSG) AML-05 Study. 58th Annual 

Meeting & Exposition（2016 年 12 月 3-6 日，

米国・サンディエゴ）． 

 
国内学会 
1) 渡辺亮，才田聡，中村正裕，土岐力，金崎里香，

照井君典，渡邉健一郎，伊藤悦朗．ダウン症児

に発症する巨核芽球性白血病におけるエピゲノ

ム異常．第 80 回日本血液学会学術集会（2018

年 10 月 12-14 日，大阪）． 
2) Terui K, Toki T, Hama A, Muramatsu H, 

Hasegawa D, Park MJ, Iwamoto S, Taga T, 

Yanagisawa R, Koh K, M. Saito A, Horibe K, 
Hayashi Y, Adachi S, Mizutani S, Watanabe 
K and Ito E. Clinical impact of GATA1 

mutation types in infants with Down 
syndrome and TAM: JPLSG TAM-10 study. 
第 79 回日本血液学会学術集会（2017 年 10 月

20-22 日，東京）． 
3) 関戸雄貴，中舘尚也，石黒精，照井君典，土岐

力，伊藤悦朗，吉田健一，小川誠司，小島勢二．

Blackfan-Diamond 症候群と鑑別を要した

Shwachman-Diamond 症候群の姉弟例．第 59
回日本小児血液・がん学会学術集会（2017 年

11 月 9-11 日，松山）． 
4) Kanezaki R, Toki T, Terui K, Sasaki S, Kudo 

K, Kamio T, Sato T, Ikeda F, Ito E ．

Dysegulation of KIT expression by GATA1s 
in TAM and acute megakaryoblastic 
leukemia in Down syndrome. 第 78 回日本血

液学会学術集会（2016 年 10 月 15 日, 横浜）． 
5) Kubota Y, Uryu K, Kawai T, Ito T, Hanada I, 

Toki T, Seki M, Yoshida K, Sato Y, Shiraishi Y, 

Chiba K, Tanaka H, Miyano S, Oka A, 

Hayashi Y, Ogawa S, Terui K, Sato A, Hata K, 
Ito E, Takita J.DNA methylation analysis in 

acute lymphoblastic leukemia of Down 
syndrome. 第 58 回日本小児血液・がん学会学

術集会（2016 年 12 月 15 日，東京）． 

6) 照井君典，土岐力，濱麻人，村松秀城，長谷川

大輔，朴明子，岩本彰太郎，多賀崇，柳澤龍，

康勝好，林泰秀，足立壯一，水谷修紀，渡邉健

一郎，伊藤悦朗．一過性異常骨髄増殖症におけ

るGATA1遺伝子変異JPLSG TAM-10登録症例

の解析（GATA1 mutation status in infants 

with transient abnormal myelopoiesis: A 
report from the JPLSG TAM-10 study）．第 58
回日本小児血液・がん学会学術集会 （2016 年

12 月 15 日，東京）． 
 

Ｇ．知的財産権の出願・登録状況 

該当なし 
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厚生労働科学研究費補助金（難治性疾患等政策研究事業（難治性疾患政策研究事業）） 

分担研究報告書 
 

先天性骨髄不全症の診断基準・重症度分類・診療ガイドラインの確立に関する研究 
 

遺伝性鉄芽球性貧血の遺伝子診断 
 

研究分担者 古山和道（岩手医科大学医学部生化学講座分子医化学分野 教授） 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
Ａ．研究目的 

遺伝性鉄芽球性貧血の診断基準を確定し、さまざま

果等を参照して重症度を分類し、それに基づいて治療

法を決定するための診療ガイドラインを確立するこ

とが本研究の目的である。このうち、当分担研究者の

主な役割は、遺伝性疾患の診断基準を確定するための

原因遺伝子の同定である。実際、エクソームシーケン

スにより、知られている全てのタンパク質をコードす

る遺伝子のエクソン部分の変異の有無が明らかにさ

れるようになり、その結果、新たな原因遺伝子が次々

に報告されている。しかしながら、そのような網羅的

な遺伝子解析の方法を用いても未だに原因遺伝子が

明らかにならない患者も少なくない。そのような患者

で は さ ら な る 解 析 手 段 と し て whole genome 
sequencing (WGS)による遺伝子解析が想定されるが、

これにより網羅的で膨大な情報が得られるものの、そ

の中から疾患の原因となる変異を同定するのは容易

ではない。多数の患者を含む家系において解析するこ

とが可能な場合には連鎖解析により責任領域を絞り

込むことも可能であるが、本疾患の患者数が少ないこ

とや、核家族化の進展に伴う家系内の親族患者につい

ての情報不足などにより、そのような手法の適用は困

難な状況となりつつある。一方、既知の原因遺伝子の

転写に重要な役割を果たす転写調節領域が存在する

ことが明らかな場合には、当該領域における遺伝子変

異の有無を明らかにすることを優先させることによ

り、効率よく原因遺伝子を明らかにできるのではない

かと考えた。 

 
 

 
 

 
 
 

 
 

 

Ｂ．研究方法 
本研究分担者が分担している疾患は遺伝性鉄芽球

性貧血である。特に、X染色体連鎖鉄芽球性貧血

（XLSA）の原因遺伝子は赤芽球のみで発現する赤芽

球特異的 5-アミノレブリン酸合成酵素遺伝子

（ALAS2）であることが明らかなので、まず、ALAS2

の赤芽球特異的転写調節を同定し、次に同領域にお

ける遺伝子変異の有無をエクソーム解析によっても

原因遺伝子が同定されない男性患者で明らかにし、

さらに疾患モデル細胞を用いて、患者で同定された

遺伝子発現調節領域の変異により環状鉄芽球が観察

されるか否かを確認した。 

 
（倫理面への配慮） 
本研究計画は、主たる実施施設である東北大学医

学部、および岩手医科大学医学部の倫理委員会の審

査を受けて承認された後に、患者およびその家族の

個人情報の保護等につき十分に配慮して実施された。 

 
Ｃ．研究結果 
まず、ALAS2遺伝子の赤芽球特異的転写調節領域

の同定を試みた。GATA1転写因子はさまざまな遺伝

子の赤芽球特異的転写調節に深く関与することが知

られている。GATA1に対する抗体を用いたクロマチ

ン免疫沈降法（ChIP法）によりGATA1転写因子が結

合している赤芽球系培養細胞（K562細胞）の遺伝子

断片を濃縮し、次世代シーケンサーにより解析した

結果が既に報告されていた（Fujiwara et al., 2009, 
PMCID 2784893）が、標的遺伝子のリストの中に

ALAS2遺伝子も含まれていた。ALAS2遺伝子におけ

研究要旨： 遺伝性鉄芽球性貧血は稀な遺伝性貧血症であるが、近年の次世代シーケンサー

の性能向上に伴い、エクソームシーケンスが比較的容易に実施されるようになり、多数の新

たな原因遺伝子が報告されている。しかしながら、網羅的な遺伝子変異の解析を実施しても

原因遺伝子が同定されない患者も少なくない。今後はこれらの患者における原因遺伝子を同

定するための方策を考える必要があると思われる。 
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るGATA1の結合部位について詳細に検討したとこ

ろ、ChIP法でGATA1が結合しているとされた領域は

ALAS2遺伝子の第１イントロンの中程に存在し、今

までALAS2の遺伝子発現調節領域としては未報告の

領域であった。このため、赤芽球系培養細胞を用い

てChIP法により同領域に特異的にGATA1が結合す

ることを確認し、さらにプロモーターアッセイ法に

より当該部位がALAS2遺伝子における赤芽球特異的

なエンハンサー（ALAS2int1Enh）として機能する

ことを明らかにした。また、エクソーム解析によっ

ても原因遺伝子が同定できなかった遺伝性鉄芽球性

貧血患者のALAS2遺伝子について同領域の変異の有

無を検索したところ、３家系５人の男性患者で変異

を同定し、さらに、いずれの変異によってもGATA1

が同部に結合できなくなることを確認した。これら

の結果から、原因遺伝子として既知であるALAS2遺
伝子の組織特異的発現調節領域の変異が、遺伝性鉄

芽球性貧血発症の原因となる可能性が高いことが示

された。 
さらに、同領域の変異が貧血、および鉄芽球性貧

血の代表的な表現型である環状鉄芽球の出現に直接

関与するか否かを明らかにするために、疾患モデル

細胞の樹立を試みた。モデル細胞の樹立のために赤

白血病細胞由来のK562細胞のALAS2int1Enhに

GATA1が結合できない欠失変異を導入したところ

ヘモグロビン合成能の低下は確認できたが、環状鉄

芽球は観察されなかった。 
次に、非腫瘍細胞由来の赤芽球系培養細胞株であ

るHUDEP2細胞株を用いて同様の検討を実施した

ところ、ヘモグロビン合成能の低下が観察されたの

に加えて、変異を導入した細胞では環状鉄芽球が再

現性良く観察されることが明らかになった。 

 
Ｄ．考察 

既知の原因遺伝子の組織特異的なエンハンサー領

域を同定し、次いで同領域における変異の有無を明

らかにすることにより、エクソーム解析によっても

原因遺伝子が明らかにならなかった遺伝性鉄芽球性

貧血の症例において、原因遺伝子の候補を同定する

ことが可能であった。遺伝性鉄芽球性貧血患者にお

けるALAS2int1Enhの中のGATA1結合領域の変異

については海外のグループからも報告されており、

自検例も含めこれらの患者では同領域の変異が原因

である可能性は極めて高いと考えられる。さらに、

疾患モデル細胞を樹立して環状鉄芽球の形成をin 

vitroで確認することができたことも、同領域の変異

が疾患の原因として重要であることを示唆している。

このような結果から、エクソーム解析によっても原

因遺伝子が同定できない患者については、本研究で

試みた手法の適用についても検討の対象になるもの

と考えられる。 
 また、HUDEP2細胞とゲノム編集法を組み合わせ

た疾患モデル細胞の樹立は、ALAS2遺伝子のみなら

ず、鉄芽球性貧血の原因遺伝子として知られる他の

遺伝子の未知の変異や、エクソーム解析等により同

定された新たな遺伝性鉄芽球性貧血の原因遺伝子が、

疾患の原因となりうるかどうかを明らかにするため

にも有用であると予想されるため、遺伝性鉄芽球性

貧血における確定診断に至るためのツールとしても

利用可能であると考えられる。 
 
Ｅ．結論 

エクソーム解析によっても原因遺伝子が同定でき

ない遺伝性鉄芽球性貧血患者において、原因遺伝子

を明らかにする方法を検討した。その結果、既知の

原因遺伝子の赤芽球特異的エンハンサーを同定し、

さらに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同領域に変異を

同定した。加えて、培養細胞株とゲノム編集法を用

いて疾患モデル細胞を樹立することに成功し、確定

診断に至るための方法の一つを示すことができた。 

 
Ｆ．研究発表 
1. 論文発表 

1) Furuyama K, and Kaneko K. Iron metabolism 
in erythroid cells and patients with congenital 
sideroblastic anemia. Int J Hematol. 

2018;107:44-54. 
2) Kaneko K, Kubota Y, Nomura K, 

Hayashimoto H, Chida T, Yoshino N, 

Wayama M, Ogasawara K, Nakamura Y, 
Tooyama I, and Furuyama K. Establishment 
of a cell model of X-linked sideroblastic 

anemia using genome editing. Exp Hematol. 
2018;65:57-68. 

3) Fujiwara T, Fukuhara N, Ichikawa ., 

Kobayashi M, Okitsu Y, Onishi Y, Furuyama 
K and Harigae H.  A novel heterozygous 
ALAS2 mutation in a female with macrocytic 

sideroblastic anemia resembling 
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myelodysplastic syndrome with ring 
sideroblasts: a case report and literature 

review. Ann Hematol. 2017;96:1955-1957. 
4) Kaneko K, Ohba K, Hirose T, Totsune K, 

Furuyama K and Takahashi K. (2017) 

Expression of (Pro)renin Receptor During 
Rapamycin-Induced Erythropoiesis in K562 
Erythroleukemia Cells and Its Possible Dual 

Actions on Erythropoiesis. Tohoku J Exp Med. 
2017;241:35-43. 

5) Kubota Y, Nomura K, Katoh Y, Yamashita R, 

Kaneko K, Furuyama K. Novel Mechanisms 
for Heme-dependent Degradation of ALAS1 
Protein as a Component of Negative Feedback 

Regulation of Heme Biosynthesis. J Biol 
Chem. 2016;291:20516-20529.  

6) Mu A, Li M, Tanaka M, Adachi Y, Tai TT, 

Liem PH, Izawa S, Furuyama K, Taketani S. 
Enhancements of the production of bilirubin 
and the expression of β-globin by carbon 

monoxide during erythroid differentiation. 
FEBS Lett. 2016;590:1447-1454. 

 

2. 学会発表 
1) 金子桐子，久保田美子，野村和美，林本遥，千

田大誠，吉野直人，和山真里奈，小笠原勝利，

中村幸雄，遠山育夫，古山和道．ALAS2 変異に

よる鉄芽球性貧血のモデル細胞構築．第 682 回

岩手医学会例会（平成 30 年 4 月 27 日，盛岡）． 

2) 金子桐子，林本遥，千田大誠，久保田美子，野

村和美，小笠原勝利，和山真里奈，吉野直人，

中村幸夫，遠山育夫，博多修子，古山和道．遺

伝性鉄芽球性貧血モデル細胞の樹立．日本生化

学会東北支部第 84 回例会シンポジウム（平成

30 年 5 月 19 日，盛岡）． 

3) 久保田美子，草壁香帆里，久慈強，金子桐子，

野村和美，博多修子，古山和道．ヘム合成経路

の律速酵素 ALAS1 の分解経路の抑制によるゲ

ノム不安定性の誘導．日本生化学会東北支部第

84 回例会シンポジウム（平成 30 年 5 月 19 日，

盛岡）． 

4) 久保田美子，久慈強，古山和道．ヘム生合成経

路の律速酵素 ALAS1 の分解経路の低下による

ゲノム不安定性の誘導． 2017 年度生命科学系

学会合同年次大会（2017年 12月 6-9日，神戸）． 

5) 金子桐子，千田大誠，久保田美子，野村和美，

古山和道．ALAS2 変異による遺伝性鉄芽球性貧

血のモデル細胞樹立． 2017 年度生命科学系学

会合同年次大会（2017 年 12 月 6-9 日，神戸）． 
6) 野村和美，北川悠，大木祐亮，久保田美子，金

子桐子，古山和道．ヒト CLPX-CLPP 複合体に

よるヘム結合型 ALAS1 の認識及び分解メカニ

ズムの解明．2017 年度生命科学系学会合同年次

大会（2017 年 12 月 6-9 日，神戸）． 
7) 久保田美子，野村和美，蝦名真行，金子桐子，

加藤恭丈，古山和道．非特異的5-アミノレブリ

ン酸合成酵素(ALAS1)のCLPXPによる翻訳後

修飾．第89回日本生化学会大会（2016年9月，

仙台）． 

8) 野村和美，久保田美子，金子桐子，蝦名真行，

古山和道．ヒトCLPX-CLPP複合体によるミト

コンドリアマトリクスのタンパク質品質管理機

構の解明．第89回日本生化学会大会（2016年9
月，仙台）． 

 

Ｇ．知的財産権の出願・登録状況 
   該当なし 
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厚生労働科学研究費補助金（難治性疾患等政策研究事業（難治性疾患政策研究事業）） 

分担研究報告書 
 

先天性骨髄不全症の診断基準・重症度分類・診療ガイドラインの確立に関する研究 
 

CDAのデータ管理，診断基準の確立 
 

研究分担者 多賀 崇（滋賀医科大学小児科 准教授）
 

 
 
 
 
 
 
 

 
Ａ．研究目的 

Congenital dyserythropoietic anemia（CDA）

は、先天的に赤血球系細胞に形成異常があり、慢性

の不応性貧血、無効造血および続発性ヘモクロマト

ーシスを伴う稀な疾患群である。我が国ではこれま

でCDAの実態が十分把握されておらず、我が国に

おけるCDAの実態を明らかにし、診断基準の確立、

さらには有効な治療法の開発の基盤となる研究を

行うことを目的とする。 
 

Ｂ．研究方法 
分担研究者（多賀）が以前行ったCDAの全国調

査を参考に作成した調査表をまとめるとともに、中

央遺伝子診断への協力、検体送付などを依頼する。 
小児血液専門医のみならず、新生児科医、一般小児

科医、血液内科医などにも学会発表や論文による啓

蒙を行い、さらなる症例の蓄積につとめる。 
 
（倫理面への配慮） 

調査の基本となる日本小児血液・がん学会の疾患

登録事業として、学会倫理審査委員会で承認されて

いる。また、調査に関する倫理審査は、共同研究者

である真部淳の所属する聖路加国際病院、遺伝子診

断に関する倫理審査は、検査実施施設である名古屋

大学でそれぞれ承認されている。 

 
Ｃ．研究結果 
分担研究者（多賀）が以前行ったCDAの全国調

査を参考に患者を収集、CDA疑いの症例のうち10
例を既知の遺伝子変異の解析と全エクソーム解析 

 
 

 
 
 

 
 

 

（WES）を共同研究者である名古屋大学で施行した。

10例の内訳は、CDA I ３例, CDA II ６例、CDA III 
１例で、CDAIは全例で既知のCDAN1遺伝子変異

が同定されたが、CDA II / CDA IIIの７例ではCDA
の既知及び新規の遺伝子変異は認められなかった。

一方、CDA IIと診断された６例のうち２例で先天

性溶血性貧血の原因遺伝子（SPTA1,G6PD）変異

が同定され、遺伝学的に溶血性貧血と診断された。

この結果が英文雑誌に投稿、掲載された（Hamada 

M, et al, IJH. 2018）。また、この結果を踏まえて

CDA診療参照ガイドラインを改訂し、実際、臨床

的にCDAと診断された症例の全エクソーム解析で

はサンガーシークエンスで診断できなかった症例

の変異が見つかる一方、球状赤血球症や遺伝性楕円

赤血球症、G6PD欠損症などと診断された症例があ

り、全エクソーム解析による遺伝子検査も含めた中

央診断は的確な診断と症例の把握には必須である

と思われる旨を追記した。 

 
Ｄ．考察 
本班研究のサポートをもとに、本邦でのCDAの

症例収集、精査を行ってきたが、新規症例は極めて

少なく、既知の遺伝子異常を持つ症例は極めて少な

い。また、今回の遺伝子解析で判明したように従来

の診断基準では診断困難な症例もあり、今後CDA
が疑われる症例については網羅的遺伝子解析によ

る遺伝学的診断を行うことが必須と考えられる。他

の血液疾患と誤診されている症例も相当数あると

考えられ、引き続き詳細な調査・研究が必要である。

類縁疾患とともの諸外国とは違う本邦独自の病態

研究要旨： Congenital dyserythropoietic anemia（CDA）は先天的に赤血球系細胞に形成異

常があり、慢性の不応性貧血、無効造血および続発性ヘモクロマトーシスを伴う疾患群であ

る。従来 CDA に関する知見は主に西欧から得られているのみで、本邦での実態は明らかに

されていなかった。本研究班において我が国における CDA の実態を把握し、そのデータ管

理、診断基準の確立、さらには有効な治療法の開発の基盤となる研究を行う。 
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把握を検討する必要がある。 
 

Ｅ．結論 
本班研究のサポートをもとに、本邦でのCDAの

症例収集、精査を行ってきたが、新規症例は極めて

少なく、既知の遺伝子異常を持つ症例は極めて少な

い。また、今回の遺伝子解析で判明したように従来

の診断基準では診断困難な症例もあり、今後CDA

が疑われる症例については網羅的遺伝子解析によ

る遺伝学的診断を行うことが必須と考えられる。他

の血液疾患と誤診されている症例も相当数あると

考えられ、引き続き詳細な調査・研究が必要である。

類縁疾患とともの諸外国とは違う本邦独自の病態

把握を検討する必要がある。 

 
Ｆ．研究発表 
1. 論文発表 

1) Hamada M, Doisaki S, Okuno Y, 
Muramatsu H, Hama A, Kawashima N, 
Narita A, Nishio N, Yoshida K, Kanno H, 

Manabe A, Taga T, Takahashi Y, Miyano S, 
Ogawa S, Kojima S. Whole-exome analysis 
to detect congenital hemolytic anemia 

mimicking congenital dyserythropoietic 
anemia. Int J Hematol. 2018;108(3):306-31. 

2) 真部淳，長谷川大輔，多賀崇，小島勢二．

Congenital Dyserythropoietic Anemia (CDA)．
先天性骨髄不全症ガイドライン2017，診断と

治療社，pp54-61． 

 
2. 学会発表 

該当なし 

 
Ｇ．知的財産権の出願・登録状況 
   該当なし 
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厚生労働科学研究費補助金（難治性疾患等政策研究事業（難治性疾患政策研究事業）） 
分担研究報告書 

 
先天性骨髄不全症の診断基準・重症度分類・診療ガイドラインの確立に関する研究 

 
重症先天性好中球減少症 —ガイドライン— 

 
研究分担者 小林正夫（広島大学大学院医歯薬保健学研究科小児科学 教授） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ａ．疾患概念と疫学 
 重症先天性好中球減少症（severe congenital 
neutropenia, SCN ） は 末 梢 血 好 中 球 絶 対 数
（absolute neutrophil count, ANC）が 200/µl 未満
の重症慢性好中球減少、骨髄像での骨髄顆粒球系細
胞の正形成から低形成と前骨髄球と骨髄球での成熟
障害、生後早期から細菌感染症の反復を臨床的特徴
とする。骨髄顆粒球系細胞の形態異常は明らかでな
く、赤芽球系、巨核球系には異常を認めない。図に
先天性好中球減少症診断のためのアルゴリズムを示
す。IUIS（2017）分類では、SCN は先天性好中球
減少症の一部として SCN を５型に分類している
（表）。SCN のタイプによってはそれぞれに特有な
合併症状が存在するので診断の参考となる。 

発症頻度の確定的な数字はないが、欧米と本邦で
は発症頻度が異なっており、人種間での差が認めら
れている。本邦では 100 万人に 1-2 人の発生頻度と
推測され、現在までに 100 例近い患者数が集積され
ている。SCN で。遺伝子解析が施行されている症例
からは。 ELANE 変異（SCN1）と HAX1 変異
（SCN3）に限定されていたが、最近 G6PC3 欠損症
（SCN4）の本邦第一例目が報告されている。常染 
色体性優性遺伝形式をとる SCN1（ELANE 遺伝子 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
のヘテロ接合性変異）が最も頻度が高く、75～80% 
を占めている。 HAX1 異常による SCN3 は
Kostmann 病と呼ばれ、全例が HAX1 遺伝子のホモ
接合性変異か複合ヘテロ接合性変異で常染色体性劣
性遺伝形式をとる。その頻度は約 15%である。その
他の SCN の頻度は明らかではないが、非常に稀と
思われる。 
 
Ｂ．病因・病態 

SCN を含めた先天性好中球減少症において、多く
の責任遺伝子が同定、報告されているので、それぞ
れその病態は異なってくる。細胞レベルで病因を考
えると、細胞内小器官ごと（細胞膜受容体、核、小
胞体、ミトコンドリア、エンドゾーム、ライソゾー
ム、リボゾーム、アズール顆粒、細胞骨格等）に責
任遺伝子が分布し、分類されている。 
1) SCN1：好中球エラスターゼ遺伝子（ELANE）

変異 
好中球エラスターゼ（NE）はセリンプロテアーゼ

に分類される 30kD の糖蛋白であり、成熟骨髄顆粒
球系細胞で最も強く発現している。合成された活性
型 NE は主に一次顆粒（アズール顆粒）に存在する
が、細胞膜や核にも存在が知られている。ELANE
変異が好中球減少を引き起こす機序について種々の

研究要旨：  重症先天性好中球減少症（severe congenital neutropenia, SCN）は、慢性好中

球減少（末梢血好中球絶対数が 200/μl 以下）、生後早期からの細菌感染症の反復、骨髄像での

骨髄顆粒球系細胞の低～正形成と前骨髄球 /骨髄球での成熟障害を特徴とする。

International Union of Immunological Society, 2017 Primary Immunodeficiency 
Diseases（IUIS, 2017）分類では、慢性好中球減少を示す、いわゆる先天性好中球減少症 12

疾患の中に SCN として 1～5 型が分類されている。SCN としては ELANE 変異によるもの

が 75-80%、HAX1 変異によるものが 20%弱であり、その他が数%と考えられる。また、SCN
と全く同じ ELANE 変異を原因とする周期性好中球減少症は SCN とは表現型が異なるが、

SCN1 の範疇に分類されている。その他、症候群としての慢性好中球減少を呈する疾患が多

いことから、好中球減少以外の他の合併所見は診断、予後には重要となる。本邦での全体の

患者数は 100 例程度と推測される。SCN の病因、病態、診断、重症度、治療、予後につい

て概要をまとめる。 
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説が挙げられているが、その病態の詳細は明らかで
ない。 
2) SCN2：GF1 欠損症 

2003 年に GFI1 ヘテロ接合性変異（DNA 結合に
関与する zinc finger 部位）が同定され、好中球減少、
単球増多、CD4 リンパ球の減少、ナイーブ T、B 細
胞の減少が認められた。G-CSF に対する反応性の低
下や好中球、単球の両方の性質を有する異常細胞の
出現も認めた。T、B 細胞に関しては数と活性の低下
は認められるものの機能は正常と推察されている。 
3) SCN3：HA1 異常症（Kostmann 病） 

hematopoietic cell–specific Lyn substrate 1 
(HCLS1)-associated protein X-1（HAX1）は、細胞
内のシグナル伝達に関与する分子として 1997 年に
見出されたが、その後、多くの細胞内蛋白質やウイ
ルス蛋白質と相互作用し、細胞骨格形成やアポトー
シスにも関与することが明らかにされている。スプ
ライシングサイトの違いにより、２種類のアイソフ
ォーム（アイソフォーム a，b）が存在する。HAX1
の欠失は骨髄前駆細胞内にチトクロム C を放出し、
前駆細胞ならびに好中球でのアポトーシスを亢進さ
せ、好中球減少が惹起されると考えられている。 

現在までに 17 種類の HAX1 遺伝子変異が報告さ
れているが，HAX1 異常症のうち，アイソフォーム
a のみに影響する変異が認められる症例とアイソフ
ォーム a と b の両方に影響する変異が認められる症
例がおよそ半数ずつである。アイソフォーム a のみ
に影響する変異を有する群では神経症状はほとんど
認められないのに対し、a、b 両方に影響する変異を
有する群では 68%に中等度以上の精神発達遅滞、て
んかんが認められている。 
4) SCN4：G6PC3 欠損症 

グ ル コ ー ス -6- ホ ス フ ァ タ ー ゼ
（Glucose-6-Phosphatase; G6Pase）の１つである
Glucose-6-Phosphatase protein 3（G6PC3）（また
は Glucose-6-Phosphatase-β; G6Pase-β）の変異に
より発症する常染色体劣性遺伝性疾患である。 

G6Pase は小胞体内の酵素で、グルコース-6-リン
酸からリン酸を除去してグルコースを遊離する。ヒ
トでは G6Pase は G6PC1、G6PC2、G6PC3 からな
る遺伝子ファミリーによりコードされている。
G6PC1の両アレル変異は糖原病 Ia型を発症するが、
グルコース-6-リン酸を細胞質から小胞体内に輸送
するグルコース -6- リン酸トランスロカーゼ
（glucose-6-phosphatase translocase; G6PT）をコ
ードする SLC37A4（G6PT1）変異では糖原病 Ib 型
を引き起こす。ヒトでは G6PC3 遺伝子のホモ接合
または複合ヘテロ接合の変異により G6PC3 欠損症

を発症する。また糖原病Ⅰb 型でも G6PC3 欠損症と
同様に好中球数の減少と機能低下を伴うことが知ら
れている。 
5) SCN5：VPS45 欠損症 

VPS45 欠損症は、好中球減少、好中球機能異常、
原発性骨髄線維症、腎腫大を特徴とする。エンドソ
ーム系を介した膜輸送を制御するタンパクである
VPS45 をコードする遺伝子の変異が原因であり、 
VPS45 タンパクの発現が低下に基づき、細胞運動能
の低下、アポトーシスの増加が引き起こされる。こ
れらが好中球機能低下や好中球減少の原因と考えら
れているが、病態の詳細は不明である。 
 
Ｃ．診断  
1) 臨床症状 

易感染性：皮膚化膿症、慢性歯肉炎、歯周病は高
頻度で認められる。咽頭扁桃炎、上気道感染症、時
に肺炎、肺膿瘍が認められる。 
2) 検査所見 
末梢血での慢性好中球減少症（ほとんど好中球絶

対数 200/μl 以下）、末梢血単球数増加、骨髄像：骨
髄顆粒球系細胞の低形成～正形成と前骨髄球/骨髄
球での成熟障害にあわせ、それぞれの責任遺伝子変
異の同定 

 
Ｄ．重症度分類：重症 
継続的な易感染性、慢性歯肉炎（歯周病）、皮膚感

染症、骨髄異形成症候群、急性骨髄性白血病への進
展。根治療法としての造血幹細胞移植が必要である。
特に、G-CSF 使用例では長期の高用量使用での骨髄
異形成症候群/急性骨髄性白血病への移行は 40%以
上に認められている。 

CN の分類において特徴的な合併所見を呈するも
のがある。感染症を反復、重症化と MDS/AML への
移行は SCN 全体に共通した臨床所見と経過である。
SCN3、いわゆる Kostmann 病ではてんかんをはじ
めとした中枢神経系（精神運動発達遅滞、高次脳機
能障害など）の合併症の頻度が高く、変異の部位に
よっては必発の症状であることが報告されている。
SCN4 は先天性心疾患、泌尿生殖器奇形、内耳性難
聴、体幹・四肢の静脈拡張が高率に認められる。
SCN5 では腎肥大と骨髄線維化が認められることか
ら、好中球減少に特徴的な合併症から SCN の分類
を推測することが可能である。重症度は ANC の程
度とは関係なく、感染症の頻度とその重症度による。
G-CSF の使用の有無にかかわらず、MDS/AML への
移行・進展症例は最重症であり、造血幹細胞移植以
外に治療法はない。口内炎、慢性歯肉炎/慢性歯周病
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はほぼ必発の所見であり、無治療の患者では歯牙の
喪失につながる可能性があることから QOL 低下の
要因となる。 

 
Ｅ．治療の概要 

感染症対策としての対症療法と根治療法に分けて
治療法を考える必要がある。 
1) 対症療法 

感 染 症 対 策 が 重 要 で あ り 、
Sulfamethoxazole-trimethoprim（ST）合剤の定期
的投与、必要であれば抗真菌薬投与、歯科医による
口腔ケアが必要である。G-CSF 投与で約 90%の患者
では好中球増加が認められるので、感染症のコント
ロールが可能である。ただし、長期間の G-CSF 投与、
特に高用量（8μg/kg 以上）の場合に骨髄異形成症候
群/急性骨髄性白血病（MDS/AML）への進展が高率
に認められるので経時的な注意が必要である。SCN
での G-CSF 使用に基づいた白血病発症の機序の詳
細が明らかにされつつある。G-CSF の長期投与で後
天的な CSF3R の切断変異が入るが、そのまま長期
間 SCN のままで経過する症例と，一部に第２の変
異が認められる症例に分けられる。後者が AML に
移行していくが、第２の変異としては CSF3R-T618I
が共通して認められ、G-CSF に依存しない骨髄系細
胞の自己増殖が認められるようになる。最終的には
RUNX1、ASXL1 などの更なる遺伝子変異を認める
AML の発症に至ることが推測されている。従って、
G-CSF の長期投与を行う症例では定期的な骨髄検
査、染色体検査、上記の内容の遺伝子検査を行って
いくことが望ましい。ただし、どの時点で根治療法
である造血細胞移植を行うか確定したものはない。 
2) 根治療法 

根治療法は造血幹細胞移植である。適切なドナー
がいる場合には骨髄非破壊的前処置での移植が推奨
されるが、生着不全には注意が必要である。
MDS/AMLへ移行後は造血幹細胞移植が唯一の治療
法であるが、予後は不良となる。 
 
Ｆ．予後 

重症感染症の程度ならびに MDS/AML への移行
が予後を左右する。G-CSF の投与で、感染症（敗血
症）での生命予後は格段に進歩している。G-CSF の
投与期間が10年以上になる症例で、投与量を8μg/kg
未満と以上に区分すると、前者での重症敗血症によ
る死亡頻度は 4%、MDS/AML の発症頻度は 11%と
されている。一方、後者の場合には重症敗血症によ
る死亡頻度は 14%、MDS/AML の発症頻度は 40%
になることが報告されている。 SCN 症例が

MDS/AML に移行した場合には化学療法を行うと、
好中球の回復はほとんど認められないことから、造
血細胞移植の継続が必要となるので、ドナー選択を
用意しながらの治療開始が必要である。造血細胞移
植が唯一の救命できる治療法となる。 
慢性好中球減少のために歯肉炎、歯周病、口内炎

は必発の症状であるため、永久歯の維持が困難とな
る。歯肉が弱いためインプラントも不可能であり、
成人期早期から総義歯となる場合があり、QOL はか
なり損なわれることなる。現在、根治療法として造
血細胞移植が選択される症例が増えているが、移植
時期を小児期と成人に分けた成績の比較では有意に
前者が良好である。 
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Ａ．研究目的 
Shwachman-Diamond症候群（SDS）は、膵外

分泌異常と造血不全による血球減少を主徴とする

先天性骨髄不全症である。骨格異常、肝障害、行動

異常を伴うことが多く、骨髄異形成症候群（MDS）、
急性骨髄性白血病（AML）発症のリスクが高い。

適切な経過観察と治療介入が患者のQOL向上、生

命予後改善に重要と考えられる。そのため、本邦に

おける診療ガイドラインを作成し、それに基づき我

が国における診療実態を明らかにすることを目的

とする。 
 

Ｂ．研究方法 
本疾患の研究者により提案された国際的なコン

センサスガイドライン案（Dror, et al. Ann N Y 

Acad Sci, 2011）に基づき、内外の知見を加え、本

邦での診療ガイドラインを作成した。  
また、これまでに遺伝子解析に基づいてSDSと診

断された患者の臨床情報をアンケート形式にて集

計し、解析した。 
 

（倫理面への配慮） 
遺伝子解析はヘルシンキ宣言に基づいて、本人

または家族から文書による同意を得た上で行った。

実態調査は，人を対象とする医学系研究に関する

倫理指針に基づいて施行した。 
 

 

 Ｃ．研究結果 
診療ガイドライン2017を作成した。疾患概念、

診断基準、病態、治療の他、フォローアップの具体

的な指針について示し、本症に特徴的な膵、骨の画

像も掲載した。2018年にガイドライン改訂を行い、

SDSでは成人期にMDS/AMLに移行することが多

いこと、新たに同定された新規遺伝子について追記

した。 
調査では計47例のSBDS両アリル変異をもつ患

者が同定され、年間発症数は2.6例、男女比は2.1：
1 で あ っ た 。 SBDS 変 異 は 183-184TA> 
CT/258+2T>C変異が72%を占め、次に258+2T> 

C/258+2T>C変異が6.4%であった。初診時の臨床所

見はさまざまであり、血球減少、体重増加不良、脂

肪便、肝機能障害、低身長、骨格異常などである。

水外分泌不全あるいは画像での膵臓の異常はほと

んどの患者で認められた。好中球減少は初診時に約

1/3の患者でしか認めらなかったが、経過中では

89%の患者で認められた。その他の血球異常は貧血、

血小板減少、汎血球減少症がそれぞれ66%、68%、

40%で認められた。４例（8.5%）がAMLを発症し

ており、うち３例の発症年齢は18歳以上であった。 
 
Ｄ．考察 

SDSは欧米では先天性骨髄不全症の中では

Fanconi貧血、Diamond-Blackfan貧血に次に多い

とされているが、我が国における頻度は低いとされ

ていた。しかしながら、本研究によって我が国にお

研究要旨：  Shwachman-Diamond 症候群は、膵外分泌異常と造血不全による血球減少を

主徴とする先天性骨髄不全症である。骨格異常、肝障害、行動異常を伴うことが多く、15～
30%で骨髄異形成症候群、急性骨髄性白血病を発症し、造血細胞移植が行われる。稀少疾患

であるため、臨床試験に基づき確立した治療、フォローアップの指針はないが、適切な経過

観察と治療介入が患者の QOL 向上、生命予後改善に重要と考えられる。本研究では、本疾

患の本邦での診療ガイドラインを作成し、我が国における診療実態について調査を行った。 
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いてもSDSは少なからず存在することが明らかと

なった。また、臨床像、SBDS遺伝子変異のタイプ

は既報と同様であった。成人期になってAMLに移

行する例があり、継続的なフォローアップが必要と

考えられた。 

 
Ｅ．結論 
診療ガイドラインに基づいて、広く臨床医がSDS

を認知することによって、さらに多くの患者が同定

され、適切な治療、フォローアップによって、予後

やQOLの改善につながる可能性が示唆された。 
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Ａ．研究目的 
先天性血小板減少症は病因不明な疾患が多く、特

発性血小板減少性紫斑病と診断され不必要な治療を

受ける症例も少なくない。本研究は、先天性血小板

減少症を疑う症例を全国的に収集し、系統的鑑別診

断解析による遺伝子診断を行い、臨床情報と検査・

解析データを集積し、診断基準、重症度分類、診療

ガイドラインの作成を目的とした。 

 
Ｂ．研究方法 
先天性血小板減少症を疑う症例の解析依頼に対し

て、我々が独自に確立中である系統的鑑別診断解析

を施行する。 
 

（倫理面への配慮） 
本研究は、先天性血小板減少症の診断ガイドライ

ン作成に関する研究として当院ヒトゲノム・遺伝子

解析研究審査委員会による審査承認を得ている。ま

た、DNA組み換え実験および動物実験についても審

査承認を得ている。 

 
Ｃ．研究結果 

平成28-29年度は、28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16例、TUBB1異常症１例、2Bvon型 
Willebrand病１例、Paris-Trousseau Jacobsen症候

群１例、GFI1B異常症２例の診断に至り、７例は確

定診断されなかった。 
また、本研究班と連携する「稀少小児遺伝性血液

疾患に対する新規責任遺伝子の探索と遺伝子診断シ

ステムの構築に関する研究」（小島班）で同定され

た２個のMYH9遺伝子バリアントの評価を末梢血塗

抹標本を用いたミオシン免疫蛍光染色解析により施

行し、ともに良性であることを示した。 
 

Ｄ．考察 
先天性血小板減少症を疑う15症例について先天性

巨大血小板症の系統的鑑別診断解析を行い、21例

（75%）の症例で確定診断が得られた。MYH9異常

症は16例（57.1%）と最も高頻度に診断された。

MYH9異常症16例中、２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。２例のMYH9異常症では新

規変異を同定した。 
 MYH9異常症診断に用いる末梢血塗抹標本を用い

たミオシン免疫蛍光染色解析では、異常局在を認め

ればMYH9異常症と診断することが可能で、正常局

在所見からはMYH9異常症を否定することが可能で

ある。従って、MYH9遺伝子解析により同定された

バリアントの病原性の判定にも有用であり、本年度

には次世代シークエンス解析で同定されたMYH9バ

リアントの評価を行った。 
 
Ｅ．結論 

先天性血小板減少症を疑う28症例について先天性

巨大血小板症の系統的鑑別診断解析を行い、21例
（75%）の症例で確定診断を得た。 

 

研究要旨： CTP を疑う 28 症例について先天性巨大血小板症の系統的鑑別診断解析を行い、

22 例の症例で確定診断が得られた。MYH9 異常症は 16 例（57.1%）と最も高頻度に診断さ

れた。その他は、TUBB1 異常症１例、2B 型 von Willebrand 病１例、Paris-Trousseau 
Jacobsen 症候群１例、GFI1B 異常症２例であった。残りの７例は確定診断されなかった。 
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Ａ．研究目的 
先天性角化不全症（Dyskeratosis congenita

（DKC））は網状色素沈着、爪の萎縮、舌などの

粘膜白斑症を伴う骨髄不全症（Bone marrow 
failure: BMF）で10歳前後までに約80%以上の症例

にこれらの特徴的身体所見が付随しBMFを発症す

る。遺伝型式はX連鎖劣性遺伝が約35%、常染色体

優性遺伝が約15%、常染色体劣性遺伝が数%に認め

られるが、残りの約40%近くが型式不明である。 
DKCの責任遺伝子変異としてテロメラーゼ複合

体を構成する遺伝子群である、DKC1、telomerase 
RNA component（TERC）、telomerase reverse 
Transcriptase（TERT）、NOP10、NHP2、Shelterin 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

複 合 体 を 構 成 す る TRF-interacting nuclear 
protein（TINF2）、テロメラーゼ複合体を核内の

Cajalbodyに移行させるTCAB1が同定された。また、

近年DNAヘリカーゼの一つであるRegulator of 
Telomere Elongation Helicase 1（RTEL1）の変異

が常染色体劣性遺伝のDKCやその重症型と考えら

れているHoyeraal Hreidarsson syndrome（HHS） 
で発見され、テロメア末端の保護に関わるCST複合

体を構成するCTC1の変異も発見されている。DKC

はこれらの遺伝子の変異によりテロメアが短縮化

し、その結果造血幹細胞などの増殖細胞に増殖障害

が生じ上記の症候が形成されると考えられている。 

また、成人になって特徴的身体所見を伴わず緩徐

研究要旨： 先天性角化不全症（Dyskeratosis congenita（DKC））は重症型と考えられる

Hoyeraal Hreidarsson syndrome（HHS）から軽症型の不全型 DKC までその病態や臨床像

が多彩である。近年次世代シークエンサーによる変異解析技術が発展したため、本邦の先天

性骨髄不全症においても遺伝子変異検索が積極的に行われつつあり診断が明確となった症例

も多くある。一方で臨床診断と異なる疾患の遺伝子変異が同定されることもあり、遺伝子変

異の結果をどのように判断すればよいのか判断が難しい症例もある。また、DKC の約 1/3 の

症例では責任遺伝子変異が同定されていないため遺伝子診断ができない場合もある。本研究

は、本邦の DKC 症例で発見された責任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、また、DKC の新規責任遺

伝子を明らかにして DKC の遺伝子診断を発展させることが目的である。 
本邦で発見されたTERT 遺伝子変異に関してTERT を欠損しテロメラーゼ活性を認めない

Saos-2 細胞にこれらの遺伝子変異を導入しテロメラーゼ活性を解析した。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。 
次に、既知の責任遺伝子に変異を認めない DKC 症例に関して次世代シークエンサーを用

いた網羅的遺伝子変異解析を行った結果、TEP1 遺伝子変異と ACD 遺伝子変異が新規の責

任遺伝子変異の候補として発見された。ACD 遺伝子変異は TINF2 との結合領域に認められ

たため ACD と TINF2 の結合阻害によって Shelterin 複合体が不安定化することを予想し

た。しかし、発見された ACD 遺伝子変異は  ACD と TINF2 の結合阻害を起こさず、 

Shelterin 複合体が不安定化することはなかった。発見された ACD 遺伝子変異は DKC の責

任遺伝子変異ではないと考えられた。現在、TEP1 遺伝子変異の機能解析を行っている。 
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に発症する不全型のDKC の存在が明らかになっ

た。不全型のDKCは、臨床的には再生不良性貧血

（AA）や骨髄異形成症候群（MDS）などのBMF
と診断されていることが多く、BMFの2-5%に末梢

血単核球のテロメア長が短縮し、上述のテロメア関

連遺伝子異常を認める不全型のDKCが報告されて

いる。 
DKC の病態形成には、①テロメア関連遺伝子異

常による細胞内の分子生物学的変異、②世代促進、

③加齢の３つ要因が重要である。不全型 DKC で認

められた TERC、TERT 変異は haploinsufficiency

効果を示し、テロメラーゼ活性の減弱の程度が少

なく、DKC の表現型となるにはある程度の世代促

進や加齢が必要であると考える。以上のことから、

テロメア関連遺伝子変異のテロメア補正の障害が

軽度で、世代促進や加齢が進んでいない場合は、

細胞増殖や分裂が盛んな造血器のテロメア長が他

の組織に先行して短縮化し、DKC の特徴的身体所

見が出現せずに不全型の DKC となるのではない

かと予想する。 

 DKC は網状色素沈着、爪の萎縮、舌などの粘膜

白斑症といった特徴的身体所見、家族歴、テロメ

ア長短縮、上述の原因遺伝子変異の同定などによ

って診断をする。しかし、その重症型と考えられ

ている HHS においては小頭症、小脳低形成、成長

発達遅延、顔貌異常、B 細胞と NK 細胞数の低下、

細胞性免疫不全などといった多彩な身体異常や免

疫異常を認め、さらに DKC の特徴的身体所見を認

めない場合もあり診断が難しい場合がある。一方

で、骨髄不全症以外の明らかな異常を認めない不

全型 DKC は AA や MDS などの他の骨髄不全症と

の鑑別が難しい場合がある。また、臨床的に DKC

を考えた症例の中にはテロメア長の短縮の程度が

軽度の場合や原因遺伝子が同定されない場合など

もあり診断に苦慮をすることが少なくない。 

 近年次世代シークエンサーによる変異解析技術

が発展したため本邦の先天性骨髄不全症において

も遺伝子変異検索が積極的に行われつつあり診断

が明確となった症例も多くある。一方で臨床診断

と異なる疾患の遺伝子変異が同定されることもあ

り、遺伝子変異の結果をどのように判断すればよ

いのか判断が難しい症例もある。特に、不全型DKC
の場合は他の骨髄不全症との鑑別を遺伝子変異解

析によって行っているが、発見された遺伝子変異

が本当にテロメア長制御を障害し DKC の病態に

関与しているのかは不明確である。また、DKC の

約 1/3 の症例では責任遺伝子変異が同定されてい

ないため遺伝子診断が出来ない場合もある。 
 本研究は本邦の DKC 症例で発見された責任遺

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、また DKC の新規責任遺伝子を明

らかにして DKC の遺伝子診断を発展させること

が目的である。 
 
Ｂ．研究方法 

1. 本邦で発見された既知の責任遺伝子変異の機

能解析 
本邦で発見されたTERT遺伝子変異（DKC: 

E280K, del334_335, cDKC: G106W, P632R, 
G682D, T726M）及びTERC遺伝子変異（DKC: 
c.73G>C, cDKC: c.439_443del）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。 
また、野生型のTERTをオリゴ合成により作成し、

pDon-neo-vector で ク ロ ー ニ ン グ し た 。

AmphoPack 293細胞を用いてレトロウイルスベ

クターを作成し、野生型のTERC,TERTを発現して

おらず、テロメラーゼ活性を持たないVA13細胞

（ALTにてテロメアを補正）にtransductionさせ

野生型のTERTを発現するVA13-TERT細胞を作成

した。VA13-TERT細胞にTERC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

を粗抽出し同様にRTAを測定した。 

 
2. DKCの新規責任遺伝子変異候補の機能解析 
野生型のACD遺伝子をオリゴ合成により作成し、

pCI-neo-vectorでクローニングした（pCI-neo-ACD 
WT)。更に、pCI-neo-ACD WTから、次世代シーク

エンサーで発見されたACD遺伝子変異 p.F461Lを

mutagenesis 法により作成した (pCI-neo-ACD 



- 113 - 
 

p.F461L)。また、TINF2遺伝子のC末端にFLAGタ

グを付与した配列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

（pCI-neo-TINF2）。野生型のACDを発現してい

ない、HEK293細胞に 1. pCI-neo-ACD WTと

pCI-neo-FLAG 、 2. pCI-neo-ACD p.F461L と

pCI-neo-FLAG 、 3. pCI-neo-vector をそれぞれ

Lipofectamin3000によりトランスフェクションし

た。48時間後にHEK293細胞のタンパクを抽出し、

抗ACD抗体（AA-2）: sc-100597, 抗FLAG抗体: 
A8592を用いてACDタンパク, TINF2タンパクの

発 現 を 確 認 し た 。 そ の 後 、 Protein A/G 
PLUS-Agaroseを用いて抗ACD抗体（AA-2） : 
sc-100597で免疫沈降を行った。免疫沈降後のタン

パクを用い、抗FLAG抗体: A8592でウエスタンブ

ロットを施行した。 
 

（倫理面への配慮） 
機能解析において遺伝子導入を行うため、日本医

科大学組換えDNA実験指針に従う。具体的には組

換えDNA実験は、P3レベルの研究室で行い、組換

えDNAを導入した細胞などの破棄には所定の指示

に従う。 

 
Ｃ．研究結果 
1. 本邦で発見された既知の責任遺伝子変異の機

能解析 
Saos-2細胞及びVA13-TERT細胞はテロメラー

ゼ活性が認められずALTにてテロメア長を補正し

ている。 
DKCで発見されたTERT E280K, del334_335は

野生型と比較してテロメラーゼ活性の低下は認め

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TERT G106W, G682Dは野生型

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TERT 

P632R, T726Mは野生型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<0.0001, p<0.0001）、

TERT G106W,G682Dと比較してテロメラーゼ活

性の低下の程度が小さかった （RTA 7.4±6.3 
vs.84.6±19.4, 97.6±14.7 p<0.01, p<0.01）。 

DKCで発見されたTERC c.73 G>Cは野生型と

比較してテロメラーゼ活性の低下は認められなか

った （RTA 390.2 ± 113.9 vs. 388.2 ± 62.80, 

p=0.9881）。一方、不全型DKCで認められたTERC 
c.439_443delは野生型に比較し有意にテロメラー

ゼ活性が低下していた（RTA 390.2 ± 113.9 vs. 

6.780 ± 13.88 p<0.0001）。 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 

 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
2. DKCの新規責任遺伝子変異候補の機能解析 
それぞれのプラスミドベクターをHEK293細胞

にトランスフェクションし、ACD,FLAGを共発現

していることを確認した。 
 

 
 
 

 
 

 

ACD抗体を用いて免疫沈降した結果、野生型の

ACD, ACD p.F461L変異いずれもTINF2と結合し

ていることが明らかとなった。 
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ACD p.F461L変異はACDのTINF2結合領域に

起きる変異であることから、変異の結果ACDと

TINF2の結合が阻害されると推察されたが、今回

の結果ではACD p.F461L変異はTINF2との結合

を阻害しないことが明らかとなった。 
 
Ｄ．考察 

本邦のDKC症例で発見されたTERT変異及び

TERC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TERT 

G106WとG682D, TERC c.439_443del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

違いないと考えられた。また、不全型DKCで認め

られたTERT 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た。一方、DKC症例で

発見されたTERT E280Kとdel334_335, TERC 
c.73G>C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、VA13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。 
責任遺伝子が同定されていないDKC症例に対し

て次世代シークエンサーによる全エクソンシーク

エンスによってACD遺伝子変異 p.F461Lが発見さ

れた。ACD遺伝子変異はTINF2との結合領域に認

められたため ACDとTINF2の結合阻害によって 

Shelterin複合体が不安定化することを予想した。 
しかし、発見された ACD遺伝子変異は  ACDと

TINF2の結合阻害を起こさず、 Shelterin複合体が

不安定化することはなかった。 

発見されたACD遺伝子変異はDKCの責任遺伝子

変異ではないと考えられた。しかし、ACDの機能

はShelterin複合体だけではない。今回発見された

遺伝子変異によってShelterin複合体が不安定化と

は別の機序でテロメア長を短縮化させてDKCの病

態に関与をしている可能性は否定できなかった。 
現在、ACD遺伝子変異と同様に発見されたテロ

メラーゼ複合体を形成するTEP1遺伝子変異の機能

解析を行っている。 
 
Ｅ．結論 

DKCや不全型DKCで発見されたTERT変異、

TERC変異の中にはテロメラーゼ活性に障害を与

えずDKCの原因遺伝子でない変異が認められるこ

とがある。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。 
ACD遺伝子変異 p.F461LはDKCの責任遺伝子

変異ではない。 
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