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研究成果の概要（和文）：小児再生不良性貧血患者検体を用いて全エクソーム解析を実施し、新規遺伝子Xの変
異を複数の症例に同定した。遺伝子Xの変異が再生不良性貧血患者において骨髄増殖または免疫回避における優
位性を示すのではないかと仮説し、遺伝子Xの変異マウスモデルを用いて、再生不良性貧血における新規遺伝子X
の変異アリルの機能的意義を検討した。遺伝子Xの変異マウスから骨髄検体を採取し、コロニーアッセイ、RNAシ
ーケンス解析による発現解析、MHC欠失の解析、骨髄競合移植実験を実施した。いずれの結果においても遺伝子X
の変異がコントロールに比べて骨髄増殖または免疫回避における優位性はみられなかった。

研究成果の概要（英文）：We recurrently identified novel gene X mutations using whole exome analysis 
in children with aplastic anemia. We hypothesized that mutations in gene X might confer an advantage
 in myeloproliferation or immune escape in aplastic anemia patients. Using a mutant mouse model of 
gene X, we examined the functional significance of the novel gene X mutant allele in aplastic 
anemia. Bone marrow specimens were collected from gene X mutant mice and subjected to colony assay, 
expression analysis by RNA sequencing, MHC deletion analysis, and bone marrow competitive 
transplantation experiments. In all results, however, mutations in gene X showed no advantage over 
controls in myeloproliferation or immune escape.

研究分野：再生不良性貧血

キーワード： 再生不良性貧血　次世代シーケンサー　マウス　骨髄増殖　免疫回避

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では再生不良性貧血における新規遺伝子X変異アリルの機能的意義を検討した。遺伝子Xは、がん悪性化に
も関与する遺伝子の制御因子として知られているが、血液疾患との関連性についてはこれまでに報告がない。本
研究は、再生不良性貧血の病態機構に関する研究を補完するだけでなく、遺伝子Xにおける機能について解析を
実施することで、他疾患の病態解明にも影響を与えうるものである。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
特発性再生不良性貧血（Aplastic anemia; AA）は骨髄低形成および汎血球減少を特徴とする
稀な血液疾患である。その病態は細胞傷害性 T細胞（cytotoxic T cell; CTL）による造血幹細
胞の攻撃を主体とする、免疫学的機序による造血の抑制と考えられている。一方で、非腫瘍性疾
患であるにも関わらず、10%前後の症例は骨髄異形成症候群や急性骨髄性白血病などの造血器腫
瘍や発作性夜間血色素尿症（Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria; PNH）などのクローン性造
血疾患に移行することが知られており、CTL による造血幹細胞の排除との関連に関しては不明な
点が多い。 
成人においては AAの網羅的遺伝子解析の
結果が報告されている（Yoshizato T, et 
al. N Engl J Med 2015）。約半数の患者は
経過中にクローン性造血の証拠となる体細
胞遺伝子変異が検出され、高頻度に変異が
検出される遺伝子は PIGA、BCOR/BCORL1、
DNMT3A、ASXL1 であった。研究代表者らは、
小児 AA患者 160症例にターゲットシーケン
スを実施し、21％に体細胞遺伝子変異を伴
うクローン性造血の存在を確認している。
複数例に観察された変異遺伝子は BCOR（12 例）、PIGA（4例）であり、成人で高頻度に認められ
た DNMT3A、ASXL1 の頻度は小児では低頻度であった（図 1）。また、これまでに小児 AA 患者のう
ち PNH を発症した 5 例について、AA 診断時と PNH 発症時の検体をターゲットシーケンスにより
解析した。その結果、AA診断時には PIGA 遺伝子変異を認めなかったが、PNH 発症後に PIGA 遺伝
子変異を全例で検出した（Narita A, et al. Br J Haematol 2017）。このように、網羅的遺伝子
解析により、AAにおけるクローン性造血の病態は明らかになりつつある。一方で、CTL の標的抗
原が同定されていないなど、AA自体の病態解明は十分ではない。 
 
２．研究の目的 
 
研究代表者らはこれまでに、小児 AA患者 41症例から 60 検体の血液試料について全エクソー
ム解析を実施し、19症例（46%）に何らかの体細胞変異を同定した。複数例に同定された変異遺
伝子は BCOR（3例）、新規遺伝子 X（2例）であった。遺伝子 Xは、がん悪性化にも関与する遺伝
子の制御因子として知られているが、血液疾患との関連性についてはこれまでに報告がない。研
究代表者らは追加で小児 AA140 症例について、Pyro sequencing 法を実施し、8症例（6%）に遺
伝子 X変異を同定した。また、8例の遺伝子 Xの変異部位は同一であることから、機能獲得型変
異であることが推測された。研究代表者らは、遺伝子 Xの機能解析を目的として、研究協力施設
である大阪大学微生物病研究所岡田雅人博士との共同研究で、CRISPR/Cas システムを用いた遺
伝子 X変異のマウスモデルを作成することに成功した。 
本研究の目的は AA における新規遺伝子 X変異アリルの機能的意義を検討することである。遺
伝子改変マウスを用いて、生化学的手法、RNA シーケンスなどの網羅的解析、骨髄移植実験によ
る解析を行う。本研究は、特発性 AA の病態機構に関する研究を補完するだけでなく、遺伝子 X
における未解明の機能を明らかにできる可能性があり、他疾患の病態解明にも影響を与えうる
ものである。本研究計画には、稀少疾患である小児 AA 患者の長期的な臨床情報と臨床検体の蓄
積が必要であり、世界的にも同様の解析を実行可能な施設はほとんどないと考えている。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 患者検体・臨床情報の収集 
名古屋大学医学部附属病院小児科に蓄積された、新規遺伝子 X の変異を有する 8 症例の検体
と臨床情報を照合し、検体を整理・収集する。形態学的所見については名古屋第一赤十字病院小
児科濱麻人の協力を得る。8 症例で合計 100 時点（最長フォロー期間 30 年）の検体が保存され
ており、AA診断時から1～2年毎に採取された継時的検体の網羅的遺伝子解析を実施する。QIAamp 
DNA Blood Mini Kit、あるいは QIAamp DNA Investigator Kit (QIAGEN)を用いて DNA を抽出す
る。 
 
(2) 次世代シーケンサーによる TCR 解析 
 遺伝子 X変異を有する患者における T細胞レセプター（TCR）レパトアを解析する目的で、TCR 
の遺伝子領域を次世代シークエンンス様にアダプター配列を付加した共通および領域特異的プ
ライマーを用いて増幅し、次世代シークエンンサーを用いて解析する。解析については研究分担
者である奥野友介が担当する。 



 
(3) 遺伝子 X変異のマウスモデル（X+/mut）を用いた解析 
 
① コロニーアッセイ 
X+/mut マウス、X+/+マウス由来の骨髄細胞を採取し、MethoCult M3434 を用いたコロニーアッ
セイを実施する。10 日後にアッセイで得られた CFU-GM、BFU-E をカウントし、コロニー増殖能
の差異を比較する。 
 
② RNA シーケンス解析による発現解析 
変異マウスの骨髄細胞から RNA を抽出して、RNA シーケンスにより転写産物の発現を比較検
討する。NEBNext Ultra RNA Library Prep Kit for Illumina (NEB)を用いてサンプルを調製し、
HiSeq 2500（Illumina）を用いて 4000 万リードを読み取る。データの解析はすでに構築済みの
システムを用いて行う。 
 
③ MHC 欠失の解析 
AA 患者の一部では、T 細胞からの免疫攻撃から逃れるために HLA の欠失がみられる。X+/mut
マウス、X+/+マウス由来の骨髄における MHC の欠失について FACSCaliber（Becton Dickinson 
Biosciences, Mississauga, Canada）を用いて比較検討する。 
 
④ 競合骨髄移植実験 
X遺伝子変異マウスモデルは B6Nマウス由来で
ある。本実験では、X+/mutマウス、X+/+マウスをド
ナーとして、BALB/cマウスに競合移植を実施する
（図 2）。AA の病態である T 細胞からの免疫学的
攻撃を再現するために、GVHDモデル移植実験を参
考にして、BALB/c 由来の脾臓（T細胞）も同時に
移植する。 
T 細胞からの免疫回避の機構が働けば、X+/mutマ
ウス由来の骨髄に増殖優位性が働くと仮説し、4
週後にキメリズム解析を行う。BALB/c由来の脾臓
の移植の有無によって、X+/mutマウスおよび X+/+マ
ウスの増殖優位性に差異がみられるかどうかに
ついて比較検討する。 
 
 
４．研究成果 
 
小児 AA 患者 41 症例の全エクソーム解析を通じて、新規遺伝子 X の体細胞変異を 2 例で同定
した。さらに、小児 AA140 症例について Pyro sequencing 法を実施し、8症例（6%）で同様に遺
伝子 X の変異を確認した。遺伝子 X の変異マウスモデルを用いて、AA における新規遺伝子 X の
変異アリルの機能的意義を検討した。 
遺伝子 X の変異マウスおよび野生型マウス由来の骨髄細胞を採取し、コロニーアッセイを実
施した。10日後にアッセイで得られた CFUGM、BFU-E をカウントしたが、両者でコロニー増殖能
に差異を認めなかった。さらに、遺伝子 Xの変異マウスおよび野生型マウス由来の骨髄細胞から
RNA を抽出して、RNA シーケンスにより転写産物の発現を比較検討した。遺伝子 Xの変異マウス
で優位に発現している遺伝子のうち、造血に関与するものはみられなかった。また、AA 患者の
一部では、T 細胞からの免疫攻撃から逃れるために HLA の欠失がみられることが知られている。
遺伝子 X の変異マウス、野生型マウス由来の骨髄における MHC（MajorHistocompatibility 
Antigen Complex）の欠失について FACSCaliber を用いて比較検討したが、いずれも MHC の欠失
を認めなかった。 
遺伝子 X の変異マウスの増殖優位性を示すために骨髄移植実験を行った。遺伝子 X の変異マ
ウスモデルは B6N マウス由来である。X遺伝子変異マウス、野生型マウスをドナーとして、BALB/c
マウスに競合移植を実施した。AA の病態である T 細胞からの免疫学的攻撃を再現するために、
GVHD モデル移植実験を参考にして、BALB/c 由来の脾臓（T 細胞）を同時に移植した。キメリズ
ム解析により両者増殖能の比較を実施したところ、有意差を認めなかった。以上の結果からは遺
伝子 Xの変異マウスの血球に増殖優位性はみられないと考えられた。 
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