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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
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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。 
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