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研究成果の概要（和文）：患者サンプルでMECOM、HOXA11、SMAD6、NOG遺伝子の塩基配列決定を行った。その結
果、稀なバリアントを同定したが、その意義はさらなる検討が必要である。臨床情報収集を続け、発表準備中で
ある。
ゼブラフィッシュモデルにおいてmorpholinoを用いてmecom遺伝子抑制を用量依存性に表現型の変化が観察され
た。より詳細な観察のための条件検討を継続している。また、CRISPR/Cas9による遺伝子編集個体でも検討を続
けている。

研究成果の概要（英文）：We sequenced MECOM, HOXA11, SMAD6, and NOG of DNA from patients with 
radioulnar synostosis with or without thrombocytopenia and identified several rare variants. The 
significance of these variants are needed to be determined. We observed phenotypic changes in the 
mecom knockdown zebrafish by morpholino in a dose-dependent manner.The mecom knockout zebrafish were
 also generated and analyzed.

研究分野：人類遺伝学

キーワード： 血小板減少症　MECOM　橈尺骨癒合症

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果によって、ゼブラフィッシュにおける遺伝子改変モデルの作成と解析が可能となり、遺伝子バリア
ントの生体への影響がより容易に解析可能となった。MECOMのミスセンス変異や特定の部位を変異させた機能解
析はこれまで他の研究グループでも成果が限られており、本研究の結果はMECOMの関連した病態に対して新たな
知見を加えるのみならず、正常なMECOM機能の理解を深めるために重要な情報となる。

※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 
遺伝性骨髄不全症候群（IBMFS）は、骨髄不全および何らかの身体的症候を合併する症候群

の総称で、Fanconi貧血、先天性角化症、Diamond-Blackfan貧血、Thrombocytopenia and Absent 

Radii（TAR）症候群などを含む。無巨核球性血小板減少症を伴う橈尺骨癒合症（RUSAT）は、

血小板減少症から汎血球減少に進行する骨髄不全、前腕の回内・回外が困難となる先天性橈

尺骨癒合、第五指斜指症などを主徴とする疾患で、IBMFS の一つに分類される。申請時まで

に約 10 家系ほどの報告のみのまれな疾患で、2000 年に 2 家系において転写因子 HOXA11 の 1

塩基欠失変異が同定されているものの、HOXA11 変異陰性患者の報告が続いており、他の遺伝

子の関与が示唆されていた。 

申請者らはこれまで先天奇形症候群であるヌーナン症候群及び類縁疾患（RASophathies）の

遺伝子解析を行い、新規原因遺伝子を同定してきた。近年は次世代シークエンサーを用いた全

エクソーム解析（WES）による新規疾患原因遺伝子同定にも成功している(Aoki, Niihori et al. 

Am J Hum Genet 2013)。これらの経験を活かし、HOXA11 変異陰性 RUSAT 患者およびその両親に

おいて WES を行なった。その結果、転写調節因子である MECOM にミスセンス変異を同定した。

MECOM は、転写調節因子である MDS1-EVI1 および EVI1 をコードし、造血幹細胞の自己複製に重

要な役割を果たすこと、MECOM 領域のヘテロ欠失を持つ再生不良性貧血患者（上肢の異常は記

載なし）の症例報告があること、発生期に limb bud に一過性に発現することなどから原因と強

く疑われた。そこで RUSAT 症例 2 例を追加し MECOM を解析したところ、2 例ともミスセンス変

異を同定した。3例中 2例では新生突然変異であることが確認された（1例は父の解析できず）。

3例で同定された変異はいずれも 8番目の zinc finger（ZF） motif に存在していた。 

 EVI1 は多彩な機能

を持つことが知られ

るが、代表的機能の

一つである TGFβシ

グナルの制御と、転

写因子複合体である

AP-1  (activator 

protein-1)の活性化

に注目し、変異体お

よび各レポーターベ

クターを NIH3T3 細

胞に導入し、レポーターアッセイを行った。その結

果、変異体を発現させた細胞においては TGFβシグ

ナルを抑制する効果は野生型と比較して減弱してお

り（機能喪失型変異）、AP-1 活性は野生型導入細胞で

抑制され、変異体導入細胞では更に抑制されていた

（機能獲得型変異）。患者で同定された EVI1 変異体

は複雑な転写制御調節の異常を引き起こす可能性が

示唆された。 

以上より、MECOM の過剰発現は悪性腫瘍、欠失は再生不良性貧血と関連している一方で、8

番目の ZF motif のミスセンス変異は RUSAT を引き起こすことが明らかとなり、論文発表し

た（Niihori et al. Am J Hum Genet 2015）。 

EVI1はN末端側に 7つ、C末端側

に 3つの zinc finger motifを持ち、

患 者 で 同 定 さ れ た 変 異

（ Arg750Trp 、 His751Arg 、

Thr756Ala）は 8番目に集中してお

り、立体構造モデルからも 8番目の

zinc finger motifの立体構造維持に

影響を与える可能性が考えられた。 



 
２．研究の目的 
本研究の目的は、無巨核球性血小板減少症を伴う橈尺骨癒合症の患者さんの遺伝子解析を行い、

同定された遺伝子変異の機能解析を行うことによって、病態の詳細を明らかにし、将来的には治

療法の開発につなげることである。本研究によって遺伝子変異が同定された患者さんが集積す

れば予後の推定や遺伝カウンセリングに有用である。また、変異体の機能の一端が明らかになれ

ば、原因遺伝子の一つである MECOM は白血病などの腫瘍で高発現が知られていることから、病態

把握が腫瘍の治療法開発への端緒となる可能性がある。 

 
３．研究の方法 

（1）患者での検体収集と遺伝子解析 

対象患者は、血小板減少を伴う橈尺骨癒合症、あるいはいずれかのみを持つ患者とその血縁者

とした。検体の収集を行う際、基本的に末梢血を収集するが、可能であれば毛髪・爪・口腔粘膜

細胞、唾液なども収集する。患者 DNA を抽出し、MECOM および HOXA11 の全エクソンおよび近傍

のイントロンの塩基配列決定を行った。さらに最近、SMAD6 および NOG の変異が非症候性橈尺骨

癒合症患者で同定され、不完全浸透であると報告された(Yang Y et al. Genet Med 2019)。そ

のため、これらの遺伝子も解析の対象とした。 

（2）変異体の機能解析 

患者で同定された変異を強制発現させた培養細胞で過剰発現させ、luciferase assayにより転

写調節への影響を検討した。 

（3）ゼブラフィッシュモデルの作成 

 患者サンプルでの遺伝子解析で新たに同定されたバリアントの病的意義の評価法の一つには、

バリアントを導入したモデル生物で症状が再現されるかを確認することが挙げられる。そこで、

遺伝子導入が容易なゼブラフィッシュを用いてモデル生物作成を行い、症状（特に血液の異常）

が再現されるかを検討した。具体的には morpholino を 1-2 細胞期の胚に注入し、EVI1 のノック

ダウンを行い、症状が出現した場合には morpholino と野生型または変異型の mRNA を同時に注

入し、症状がレスキューされるかを観察した。さらに CRISPR/Cas9 による mecom のノックアウト

個体の作成も試みた。 

 

４．研究成果 

（1）14 家系の患者サンプルから DNA を抽出し、MECOM、HOXA11、SMAD6、NOG 遺伝子の全エクソ

ンおよび近傍のイントロンの塩基配列決定を行った。その結果、5人に稀なバリアントを同定し

たが、その意義はさらなる検討が必要である。また、患者における臨床症状情報については、頻

度の高い症状のみならず、これまで見過ごされていた症状の有無にも注目して臨床情報収集を

続け、発表準備中である。 

（2）患者で同定されたバリアント 2種類を発現させた細胞を解析したところ、これまでの報告

同様、TGFβシグナルを抑制する効果は野生型と比較して減弱しており、AP-1 活性は野生型導入

細胞で抑制され、変異体導入細胞では更に抑制されていた。患者で同定された EVI1 変異体は転

写制御調節の異常を引き起こす可能性が示唆された。これらの成果も発表準備中である。 

（3）ゼブラフィッシュをモデルとする解析を行うため、研究代表者は 2016-17 に米国 Duke 大学

Center for Human Disease Modeling に滞在しメンデル遺伝病のモデル作成を学び、その成果を

発表した（Niihori et al. Am J Hum Genet 2019）。さらに帰国後、所属機関においてゼブラフ

ィッシュ解析が可能な施設を立ち上げた。Tg(CD41:GFP)（thrombocyte が蛍光標識されるトラン



スジェニックゼブラフィッシュ）の胚に対して MECOM の野生型および変異型 RNA を注入し、表現

型の観察を継続している。また、mecom を対象とした morpholino を設計し、Tg(CD41:GFP)の胚

に注入したところ、用量依存性に表現型の変化が観察された。より詳細な観察のための条件検討

を継続している。また、CRISPR/Cas9 による mecom のフレームシフト変異を持つ個体の作成も行

い、F1, F2 作成を行った。ホモで変異を持つ個体について成魚まで成長できるか検討を続けて

いる。 

 MECOM のミスセンス変異や特定の部位を変異させた機能解析はこれまでも他の研究グループ

でも成果が限られており、上記解析の結果は MECOM の関連した病態にたいして新たな知見を加

えるのみならず、正常な MECOM 機能の理解を深めるために重要な情報となる。 
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