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研究成果の概要（和文）：　骨髄機能不全症候群のうち白血病化する代表的疾患の先天性好中球減少症における
G-CSF受容体(CSF3R)遺伝子異常の前方視的解析で、新たな体性遺伝子変異が出現した例は2例あった。臨床経過
に変化無い中、一過性にCSF3受容体膜貫通部直上部位にヘテロの遺伝子変異 (Ala569Val) をみた例ともう１例
はCSF3R 731のstop codon例であった。2例目は同時に8番と21番のトリソミークローンの出現があり、同種造血
細胞移植が行われた。こうした結果は、先天性好中球減少症の患者さんのゲノム不安定性を実証するもので、無
治療経過観察で、変異が自然消滅することも観察された。

研究成果の概要（英文）：The genomic instability in patients with bone marrow failure syndrome was 
observed in a prospective study. An analysis of G-CSF receptor (CSF3R) gene was done in bone marrow 
failure syndrome, including congenital neutropenia which is a typical disease reported as 
progressing myelodysplasia and leukemia. Two somatic gene mutations revealed. One was a heterozygous
 gene mutation (Ala569Val) immediately above the transmembrane portion of the CSF3 receptor, and the
 other case was a stop codon case of CSF3R731. The first case had no change in her clinical course, 
and the mutation was disappeared in the six months later in her bone marrow (BM).  The second case 
showed the 8th and 21st chromosome trisomy clones in his BM simultaneously, and allogeneic 
hematopoietic cell transplantation was performed. These results demonstrate genomic instability in 
patients with congenital neutropenia. The spontaneous mutation disappearance was also observed in 
untreated patients.

研究分野：医歯薬学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　こうした一過性のアミノ酸変化や切断型異常の出現は、先天性好中球減少症の患者さんにおけるゲノム不安定
性を実証するもので興味深い。また1例目のものは、無治療経過観察の中で、変異は自然に消滅しており、この
観察も意義深いと考えられる。他の解析継続症例にはCSF3Rの遺伝子変異は観られずその臨床経過も大きな変化
はなく稀少疾患で長期の観察が必要な疾患群であり、数年という短期の検討では、有意な結果を得る事が困難で
あることが示された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 
 先天性骨髄機能不全症候群のひとつである重症型先天性好中球減少症は、好中球絶対数の減
少(<200/μl)と易感染性を特徴としている。リコンビナント G-CSF 投与により、好中球数が増
加し、致命的な感染症を回避出来るようになったが、G-CSF 投与後に骨髄異型性症候群や急性
白血病(MDS/AML)に移行する症例が 10％程度みられている。この疾患の主な先天的遺伝子異
常には、好中球 elastase２(ELA2)と細胞骨格形成やアポトーシスに関与する HAX1の異常があ
り、それぞれ約 60%と 30%に観られる。一方で、当初この疾患の先天的遺伝子異常として報告
されたG-CSF受容体(CSF3R)細胞質内領域のアミノ酸配列 716-731の間に停止コドンが出現す
る(切断型)遺伝子異常は後天的であり、また骨髄異型性症候群や急性白血病移行に際して検出さ
れることが明らかになった。この変異は、欧米では、先天性好中球減少症全体の 14-20%に認め
られ、同症から移行したMDS/AMLにおいてはその 80%に切断型変異が見出されている。この
切断型のCSF3R受容体は、in vitroで細胞の未分化性の保持と増殖に働くことが示されており、
白血病化に関連する重要な後天的遺伝子異常である可能性が高い。 
 G-CSF 受容体切断型遺伝子異常の病態意義を明らかにするために、我々は切断型 G-CSF 受
容体トランスジェニックマウスを作成し、同マウスで実際に病態をある程度再現する事に成功
した(Blood 101; 2990-, 2003)。このマウスに対して G-CSF単独長期投与が及ぼす影響について
も解析したが、通常量の G-CSF 投与 250 日前後では白血病発症には至っていない(Jpn J Clin 
Hematol 44;275, 2003)。 
 このため、実際の症例を臨床症状の経過把握と共に前向きに検討し病態進行に伴い変化する
遺伝子異常を明らかにする試みを以前から行ってきた。 
 
 
２．研究の目的 
 
 今期、症例リクルートを引き続き募り、重症型好中球減少症と、得られればさらに拡げ
て骨髄機能不全症候群やその他の血液造血器異常疾患の自然経過中に CSF3R 切断型遺伝
子変異や、その他の増殖関連転写因子の変異出現の前方視的解析を行う事を目的とした。
臨床症状の変化と共に起こってくる新たな変異を検出できれば、その遺伝学的意義を in 
silico で検討したうえで、病的変化に意義があると考えられるものについて、細胞株や、
マウスモデル等を用いた in vitro 解析に進め、腫瘍化に必須の真に重要な遺伝子を特定
することを目的とした。 

 
 
３．研究の方法 
 
 骨髄不全症候群の中で、白血病や骨髄異形成症候群への移行がこれまでに明らかである先天
性好中球減少症患者の解析を中心に、またその他の血液造血器異常疾患を対象に解析した。研究
協力施設を募り、症例の情報と検体を継続的に提供してもらうと共に、末梢血と骨髄における血
液細胞からゲノム DNA、メッセンジャーRNA を抽出、G-CSF 受容体遺伝子(CSF3R)を遺伝子配列決
定、十分な検体量を得られた検体については、その受容体刺激伝達系を含む、関連蛋白遺伝子
(SHP2、Gab1、Gab2、Grb2、SOCS３、STAT3、STAT5、NRAS、KRAS2)変異解析を経時的に前向きで
解析した。 
 既に白血病化した骨髄機能不全患者やその他の血液造血器異常疾患でも、白血病発症時や病
態進行時の腫瘍検体が得られる上に、現在も生存中で血液細胞以外の体細胞由来ゲノムを得ら
れる患者さんについて、腫瘍細胞とそれ以外の体細胞ゲノムの exome の比較検討解析を行った。
これらの違いを明らかにすることで、腫瘍化する際に変化する遺伝子変異を網羅的に把握する
ことを目的とした。その上で、それぞれの病的意義を検討した。 
 
 
４．研究成果 
 
 先天性好中球減少症の症例を集積し、CSF3 (G-CSF)受容体遺伝子異常出現の前方視的解析を
行った。先天性好中球減少症では 20例を集積し、うち 7例で経過中複数の継続解析を行うこと
ができた。 
 解析開始の初めから血液細胞由来の CSF3 受容体遺伝子に変異が認められた症例は 3例で、血
液細胞由来のゲノムには変異があったものの爪、髪のゲノム解析では検出できない CSF3R ゲノ
ム intron におけるヘテロの変異、アミノ酸組成の変わらない変異、その意義が不明な Proline
が Threonine に変化する変異の 3種であった。Proline が Threonine への変異は、その病的意義
については、これまでに報告の無い変異で、in silico 解析合わせ結果的に意義不明の変異
(variant of unknown significance)であった。 
 経過中、継続解析を行い得た 7例の中、新たに遺伝子変異が出現した症例は 2例あった。1例



は G-CSF 投与中に、CSF3 受容体膜貫通部直上部位に一過性のヘテロの遺伝子変異を特定した
(c.1947C>T: Ala569Val)。この変異は骨髄細胞由来の mRNA から同定され、口腔粘膜細胞由来ゲ
ノム DNA からは検出されず、後天的変異と考えられた。この患者さんは臨床経過上、症状は変化
ないまま、その 6か月後の骨髄からはこの変異は認められなくなった。もう１例は stop codon
の hot spot である CSF3R 731 の Gln の部位に、stop codon となる TAG の変異が混入する症例で
あった。この症例は臨床症状には、大きな変化は無いが、同時期に骨髄染色体解析で、8番と 21
番のトリソミーのクローン出現があり、結果的に同種造血細胞移植が行われた。本研究において、
G-CSF (CSF3)受容体切断型遺伝子異常と同時期に染色体含め複数の遺伝子変異が起こった初め
ての検査上の病態悪化の例で、この 731stop codon クローンの割合と、この変異が出る以前の検
体と、今回の移植前検体から得た遺伝子において、主たる候補遺伝子をターゲットにして次世代
シークエンサーを用いて網羅的に解析し、比較検討することを含め、解析を試みた。しかしなが
ら、検体の絶対量の不足から、繰り返しの検討ができず、有意な解析結果を得ることはできなか
った。これらの一過性のアミノ酸変化や切断型異常の出現は、先天性好中球減少症の患者さんに
おけるゲノム不安定性を実証するもので興味深い。また 1 例目のものは、無治療経過観察の中
で、変異は自然に消滅しており、この観察も意義深いと考えられる。 
 他の解析継続症例には CSF3R の遺伝子変異は観られず、その臨床経過も大きな変化はなかっ
た。G-CSF 受容体刺激伝達系関連蛋白や、TP53、RAS 等についても一部遺伝子解析を行ったが、
特別な変化は検出できなかった。また解析症例を増やす努力を引き続き行ったが、疾患自体の稀
少性もあり、新規症例のリクルートはできずに終わっている。また、継続解析症例について、多
くのものは数回の解析のみで終わっており、継続的に多数の検体を得る事が困難だった。 
 既に白血病化した骨髄機能不全患者やその他の血液造血器疾患で、生存中であり血液細胞以
外の体細胞由来ゲノムを得られる患者さんについてのゲノム exome 解析については、多くの症
例で、造血細胞移植が行われている為に、口腔粘膜擦過物を用いて本人固有のゲノムとの比較検
討を試みたが、結果として口腔粘膜擦過物検体では、移植ドナーの遺伝子が相当な割合で混入し
ており、患者さん自身の遺伝子の変化を区別する事ができず有意な所見を得るのが困難であっ
た。これら一連の解析の中、家族性血球貪食性リンパ組織球症がパーフォリン遺伝子 PRF1 片親
性ダイソミーにより発症した初めての例を検出し、その他の PRF1 異常 2例の報告と共に当地で
の集積性を含め論文報告した(文献 2)。 
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