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研究成果の概要（和文）：2015-2019年の4年間に合計255例の原因未確定の溶血性貧血症例を解析した。その結
果、188例（73.7％）に病型を診断し得た。病型別では、遺伝性球状赤血球症（HS)が最も多く、二番目は脱水型
遺伝性有口赤血球症（DHSt）であった。定量的赤血球浸透圧抵抗試験(FCM-OF)がDHStのスクリーニング検査とし
て有用であることを示した。
KLF1-CDA患者由来赤芽球は、正常対照と比べてγグロビン遺伝子発現が上昇、4.2タンパク遺伝子の発現低下が
著明であり、KLF1遺伝子変異はヘモグロビンスイッチングの障害、赤血球膜骨格の不安定化などの複合要因によ
り無効造血を引き起こしていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：A total of 255 cases of hemolytic anemia with undetermined causes were 
analyzed during the four years from 2015-2019. As a result, the disease type could be diagnosed in 
188 cases (73.7%). Hereditary spherocytosis (HS) was the most common type, and dehydrated hereditary
 stomatocytosis (DHSt) was the second. The quantitative flow-cytometric osmotic fragility test 
(FCM-OF) was shown to be useful as a screening test for DHSt.
In erythroblasts derived from KLF1-CDA patients, the expression of γ-globin gene was significantly 
increased and the expression of 4.2 protein gene was also markedly decreased in comparison with the 
normal control. It was suggested that ineffective erythropoiesis was caused by multiple factors 
responsible for hemoglobin switching and erythrocyte cytoskeleton formation.

研究分野：遺伝医学

キーワード： 溶血性貧血　無効造血

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒト赤芽球の分化障害（無効造血）や成熟赤血球の早期細胞死（溶血）により様々な先天性貧血が発症する。
我々は赤血球膜・酵素・ヘモグロビンなどの異常により発症する先天性溶血性貧血の病因解析を実施し、その74
％に病因を確定出来た。本研究では無効造血や溶血の病因解析のための網羅的遺伝子解析システムを構築し、患
者iPS細胞から分化した赤芽球を用いた病因解析を実施した。脱水型遺伝性有口赤血球症(DHSt)が遺伝性球状赤
血球症に次いで頻度の高い先天性溶血性貧血であることを明らかにし、迅速診断法としてフローサイトメトリー
を用いた定量的赤血球浸透圧脆弱性試験（FCM-OF）が有用であることを示した。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
 

先天性溶血性貧血は主として赤
血球膜、酵素およびヘモグロビンの
構造異常によって生じる単一遺伝
子病である。私たちは赤血球膜表面
積 の 定 量 （ EMA <eosin 5’-
maleimide> 結合能）、赤血球浸透圧
抵 抗 性 試 験 （ AGLT<acidified 
glycerol lysis time>）、赤血球酵
素活性 15 種の測定、および不安定
ヘモグロビンの検出（イソプロパノ
ール不安定性試験）などを用いた溶
血性貧血関連特殊検査により先天
性溶血性貧血の病型診断を実施し

てきた。本研究開始前の 2012～2014 年の三年間で解析した 162 例の結果では、上図の通り
約 30%が診断未確定になっており、診断率の向上が喫緊の課題であった。 

 
2．研究の目的 
1） 先天性溶血性貧血の病型診断率を向上するため、ミトファジー関連遺伝子 10 種を含む溶血
性貧血関連遺伝子 74種を標的とした網羅的遺伝子変異解析を導入した。 
2) 脱水型遺伝性有口赤血球症のスクリーニング方法として、フローサイトメトリーを用いた定
量的赤血球浸透圧脆弱性試験（FCM-OF）が有用か否かを検討した。 
3） KLF1 変異による CDA 患者末梢血から iPS 細胞を樹立し、KLF1 遺伝子変異が赤芽球分化に与
える影響を検討した。 
 
3．研究の方法 
1）先天性溶血性貧血症例の生化学的解析および網羅的遺伝子変異解析 

免疫学的機序による溶血が否
定された症例に関して、赤血球形
態観察、赤血球酵素活性（15 種）
測定、赤血球還元型グルタチオン
定量、EMA 結合能測定、AGLT、イ
ソプロパノール不安定性試験お
よび Hb 分画・等電点電気泳動を
実施し、赤血球酵素異常症・膜異
常症・不安定 Hb 症の病因を検索
した。 
上記のスクリーニング検査で
変異を同定出来なかった症例に
対して、インフォームドコンセン
トを取得後、ミトファジー関連遺
伝子 10 種（ULK1、BECN1、PIC3C3、
AMBRA1、PRKAA1、ATG9A、TBC1D5、
NIX 、BNIP3、FUNDC1）を含めた合

計 74 種の溶血性貧血関連遺伝子パネルを用いた Target-captured sequencing（TCS）解析を実
施した。具体的には患者ゲノム DNA を末梢血白血球より精製し、HaloPlex システムによりター
ゲット遺伝子領域を濃縮した上で、次世代シークエンシングを行った。得られたデータはソフト
ウェア SureCall で解析した。 
 
2） 脱水型遺伝性有口赤血球症の迅速診断法開発 
我々は口唇赤血球症の一型である脱水型遺伝性有口赤血球症（dehydrated hereditary 
stomatocytosis; DHSt）の迅速診断法としてフローサイトメトリーによる定量的赤血球浸透圧
脆弱性試験（FCM-OF）が有用か否かを検討した。 
 
3） iPS 細胞から分化誘導した赤芽球系細胞を用いた遺伝性貧血症の病態解析 
赤芽球分化過程に溶血性貧血関連遺伝子の発現変動を検討するため、iPS 細胞を用いた分化誘
導系を確立した。末梢血単核球 より抗 CD3 抗体および IL-2 存在下で増幅した T リンパ球にセ
ンダイウイルスを用いてリプログラミング 4 因子を導入した。得られた iPS 細胞の品質評価の
ために、フローサイトメトリー解析および免疫蛍光染色により多能性マーカー発現を実施した。 
iPS 細胞の赤芽球への分化誘導は、次のように 2 段階の方法で行った。① 胚様体形成法によ
り CD34 陽性未分化造血細胞を分化誘導した 。② 分離した CD34 陽性細胞をサイトカインの存
在下でさらに培養し、CD235a 陽性細胞を得た。CD235a 陽性細胞の発現遺伝子を SurePrint 3G 
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血
性
貧
血

後
天
性
溶
血
性
貧
血

赤血球酵素異常症
G6PD異常症、PK異常症など

赤血球膜異常症
遺伝性球状赤血球症(HS)
遺伝性楕円赤血球症(HE)
遺伝性熱変形赤血球症(HPP)
ヘモグロビン異常症
鎌状赤血球症(SS)
サラセミア(Thalassemia)
不安定ヘモグロビン症

自己免疫性溶血性貧血 (AIHA)

発作性夜間ヘモグロビン尿症(PNH)

(2012～2014,n=162)

G6PD 8.0%

PK 3.1%

赤血球膜異常
37.0%

その他酵素異常
3.7%

診断未確定
30.9%

後天性・その他
8.6%

Hb異常
8.6%

溶血性貧血関連74遺伝子パネル
1 ADA 20 SPTA1 39 TFR2 58 PIGA
2 ALDOA 21 SPTB 40 SLC40A1 59 UGT1A1
3 AK1 22 ANK1 41 FTH1 60 ABCG8
4 ENO1 23 GYPC 42 ADAMTS13 61 ATP7A
5 G6PD 24 EPB41 43 C3 62 ATP7B
6 GPI 25 STOM 44 CD46 63 GATA1
7 GPX1 26 RHAG 45 CFH 64 ADORA2B
8 GSR 27 PIEZO1 46 CFI 65 ULK1
9 GSS 28 SLC2A1 47 CFHR1 66 BECN1
10 GCLC 29 KCNN4 48 CFHR3 67 PIK3C3
11 HK1 30 ABCG5 49 CFB 68 AMBRA1
12 NT5C3A 31 SEC23B 50 THBD 69 PRKAA1
13 PFKM 32 CDAN1 51 CFHR2 70 ATG9A
14 PGD 33 C15orf41 52 CFHR4 71 TBC1D5
15 PGK1 34 KLF1 53 CFHR5 72 BNIP3L
16 PKLR 35 KIF23 54 DGKE 73 BNIP3
17 TPI1 36 HFE 55 PLG 74 FUNDC1
18 EPB42 37 HFE2 56 ATP11C
19 SLC4A1 38 HAMP 57 COL4A1

1-17: 酵素、18-30: 膜、31-35: CDA、36-41: ヘモクロマトーシス
42: TTP、43-55: atypical HUS、56-62: その他、64-74: ミトファジー



Human GE マイクロアレイ（アジレント社）で検出し、GeneSpring GX 14.5 ソフトウェアを用い
て解析した。  

 

4．研究成果 

1）先天性溶血性貧血の病型別頻度 
2016～2019 の 4 年間で検討した先天性溶血性貧血症例の病型別症例数を表に示す。 

 
 
G6PD：グルコース-6-リ
ン酸脱水素酵素欠乏症 
PK：ピルビン酸キナーゼ
欠乏性貧血 
GPI：グルコースリン酸
イソメラーゼ異常症 
HS:遺伝性球状赤血球症 
HE：遺伝性楕円赤血球症 
HPP：遺伝性熱変形赤血
球症 
HSt：遺伝性有口赤血球
症 
Hb 異常症：不安定ヘモグ
ロビン症、サラセミア 
CDA：先天性赤血球形成
異常性貧血 
 
 

2015～2019 年の 4年間に合計 255 例の原因未確定の溶血性貧血症例を解析し、188 例（73.7%）
に病型を推定し得た（上表）。病因別では、赤血球膜異常症は 140 例（原因確定例の 74.5%）、赤
血球酵素異常症 22 例（同 11.7%）、ヘモグロビン異常症 11 例（同 5.9%）、その他が 15 例（同
8.0%）であった。病型別では、遺伝性球状赤血球症 (HS)が最も多く、病因確定例の 50.0%を占
め、二番目は脱水型遺伝性有口赤血球症（DHSt）の 12.2%であった。DHSt は軽症～中等症の慢性
溶血性貧血と赤血球輸血非依存性の鉄過剰症が特徴的で、赤血球形態、赤血球膜表面積・赤血球
浸透圧脆弱性の定量および溶血性貧血関連遺伝子パネルを用いた TCS 解析で診断が可能である
が、TCS 解析は時間が掛かり、より迅速なスクリーニング検査が必要と考えられた。 
 
2）FCM-OF による DHSt 迅速診断法の確立 

従来、低浸透圧溶液の希釈系列に
赤血球を加えて、一定時間後の遠心
上清の吸光度を測定することで、赤
血球浸透圧脆弱性（OF）が示されて
いたが、低浸透圧条件下における残
存赤血球数をフローサイトメータ

ーで測定する定量的浸透圧脆弱性試験(FCM-OF)は 2009 年に発表され、遺伝性球状赤血球症(HS)、
遺伝性楕円赤血球症(DHSt)の診断に応用されてきた。  
 

今回 DHSt 症例に対して FCM-OF における残存
赤血球率(%RRC*)を正常対照と比較したところ、
左の ROC曲線で示すように、p-value= 0.004662、
AUC=0.9819、Cut-off 値 87.7～98.4 と有意な結
果を得たため、FCM-OF が DHSt のスクリーニング
検査として有用であることを明らかに出来た。 
 
%RRC=(R7+R8)1/2/R1×1.2/2×100 

2016 2017 2018 2019 合計 病型別頻度

G6PD 5 4 2 4 15 8.0%

PK 0 0 0 3 3 1.6%

GPI 0 1 1 0 2 1.1%

その他 2 0 0 0 2 1.1%

HS 30 17 24 23 94 50.0%

HE 6 0 2 2 10 5.3%

HPP 1 0 0 0 1 0.5%

HSt 4 7 5 7 23 12.2%

その他 4 3 1 4 12 6.4%

5 3 3 0 11 5.9%

0 0 0 0 0 0.0%

1 0 0 0 1 0.5%

0 1 1 1 3 1.6%

2 5 1 3 11 5.9%

20 16 13 18 67 26.3%

合計 80 57 53 65 255

酵素・膜複合異常

その他

診断未確定

酵素異常症

膜異常

Hb異常症

CDA

酵素・Hb複合異常



3）ヒト iPS 細胞からの赤芽球分化と赤血球系細胞に発現する遺伝子の発現解析 
In vitro で iPS 細胞から胚様体形
成を経て分化誘導した赤芽球系細胞
のフローサイトメトリー解析結果を
左図に示す。赤血球増幅用サプリメン
ト含有培地で 21 日目には約 20％の
CD235a(+)/CD71(+)の赤芽球を得た。 
この 21 日目の培養細胞を用いてマ
イクロアレイ解析を実施したところ、
有意の発現を確認出来たミトファジ
ー関連遺伝子は、AMBRA1、BNIP3L、
FUNDC1 および TBC1D5 の 4種のみであ
った。 
 

 
 
 
 
 
KLF1 遺伝子変異を有する iPS 細胞由来赤芽球の解析では、
KLF1 異常による CDA 患者由来赤血球と同様に、CD44 の発現が
CD235a/CD71 二重陽性細胞で認められなかった（左図）。 
 
 
 
 
 
 
 

 
KLF1-CDA 患者由来の赤芽球では、正
常対照と比べてγグロビン遺伝子
(HBG)発現が有意に上昇していること
が定量的 RT-PCR 法にて確認できた（右
図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

マイクロアレイを用いた iPS細胞由来赤芽球の
遺伝子発現解析では、赤血球膜骨格における重要
なアンカータンパクである 4.2 タンパク遺伝子
（EPB42）の発現低下が著明であった。 
その他、グルタチオン還元酵素、解糖系のグル
コースリン酸イソメラーゼ、および ATPase リン
脂質輸送 8A1（ATP8A1）の発現低下も認められた。
以上より、KLF1 遺伝子変異による CDA では胎児型
から成体型へのヘモグロビンスイッチングの障
害、赤血球膜骨格の不安定化、還元型グルタチオ
ンの低下による細胞内酸化ストレスの増加、さら
には解糖系障害による ATP産生障害などの複合要
因により赤芽球／赤血球の寿命短縮が生じてい
ることが示唆された。 
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