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研究成果の概要（和文）：生体内外の環境に由来する様々なストレスに対して、生物が適切な遺伝子発現の制御
と遺伝情報の恒常性を維持するために必要となる、「環境ストレス応答・ゲノム修復システム」の理解と、その
破綻により発症するヒト疾患の病態解明に取り組んだ。AMeD症候群という造血不全・知的障害/神経症状・低身
長や小頭症を示す新たな遺伝性疾患の発症メカニズムとAMeD症候群で異常をきたしている環境ストレス応答につ
いて解明した。

研究成果の概要（英文）：We studied the mechanisms by which organisms maintain proper regulation of 
gene expression and genomic stability in response to various types of endogenous and exogenous 
stresses. This research focused on understanding the 'environmental stress response / repair 
systems' and elucidating the pathogenesis of human disorders that arise from their dysfunction. We 
studied the pathogenesis of AMeD syndrome, a previously unclassified genetic disorder characterized 
by aplastic anemia, mental retardation, and dwarfism. Our findings reveal the mechanisms underlying 
the development of AMeD syndrome and the abnormalities in the environmental stress response 
associated with this condition.

研究分野： 人類遺伝学、分子生物学、DNA修復学

キーワード： 環境ストレス・環境変異原　DNA修復・転写共役修復　ゲノムインスタビリティ　DNA修復欠損性疾患　
がん・老化関連疾患

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
環境ストレス応答・ゲノム修復システムの分子メカニズムの理解や、これらの破綻によって発症するヒト遺伝性
疾患の病態解明を行い、遺伝子発現の制御機構やゲノムの安定性維持に関連する様々な科学的知見を蓄積するこ
とで、関係する遺伝性疾患だけでなく、ゲノムの不安定化が関与する、がん、老化、代謝異常などの、より一般
的な疾患についても、将来的な治療法・予防法開発につながってゆくと期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 環境ストレスの多くは、生物の遺伝情報が格納されるゲノム DNA に損傷を誘発する。DNA 損傷
は適切な遺伝子の発現を妨げることで、細胞機能の維持に障害をきたすと同時に、DNA 合成を阻
害し遺伝情報の劣化をもたらす。このため、環境ストレスへの過度な曝露は、老化や発がんを含
む様々な疾患の発症と密接に関係する。 
 これら種々の DNA 損傷に対して、様々な環境ストレス応答・ゲノム修復システムが機能するこ
とで、遺伝情報の維持と生体の恒常性が保たれている。一方、先天的に環境ストレス応答・ゲノ
ム修復システムが欠損した場合、ゲノム不安定性を示す遺伝性疾患を発症することが知られる。
ゲノム不安定性疾患群には、ゲノムの不安定化に起因する好発がん性、早期老化、進行性の神経
変性、免疫不全、発育発達異常、奇形など様々な病態を示す多数の疾患が含まれる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、生体内外の環境に由来する様々なストレスに起因する DNA 損傷に対する、DNA 修
復機構や環境ストレス応答機構の分子メカニズムの作動原理と、これらが障害されることで生
じる生体影響について、トランスオミクス解析 (ゲノム/遺伝子発現/モデル動物/ヒト疾患症例)
を用いた横断的な研究により理解を深め、関連するゲノム不安定性を示すヒト疾患の病態解明
を目指した。 
 
３．研究の方法 
 再生不良性貧血 (AA: aplastic anemia)、ファンコニ貧血 (FA: Fanconi anemia)、ブルーム
症候群 (BS: Bloom syndrome)、デュボヴィッツ症候群 (DS: Dubowitz syndrome)などの診断を
受けたものの、疾患原因遺伝子変異が不明であった複数の症例について、次世代ゲノム解析によ
る疾患原因の同定を試みた。患者由来細胞のほか、モデル細胞やモデルマウスを作製し詳細な解
析を実施することで、疾患原因変異の真偽判定、疾患発症メカニズムの解明、分子病態究明に取
り組んだ。次世代ゲノム解析によるゲノム配列調査や遺伝子発現評価、患者由来細胞やモデル細
胞による分子細胞生物学的調査、モデル動物の表現型および分子病態解析、ヒト疾患症例の詳細
な臨床情報解析などのデータを併せて評価するトランスオミクス解析を活用した。 
 
４．研究成果 
 再生不良性貧血 (AA)、ファンコニ貧血 (FA)、ブルーム症候群 (BS)、デュボヴィッツ症候群 
(DS)などの診断を受けたものの疾患原因遺伝子変異が不明であった症例で、顕著な低身長や小
頭症、知的障害・神経症状、造血不全など、いくつかの共通した臨床症状を示す 10 症例 8家系
について、全エキソーム解析を実施したところ、ADH5 と ALDH2 の 2 遺伝子が同時に機能欠損す
ることにより発症する希な新規遺伝性疾患を特定した。本疾患は、aplastic anemia、mental 
retardation、short stature and microcephaly (dwarfism)という症状を共通して示すことか
ら、AMeD 症候群 (AMeDS)として新規疾患概念を提唱した。 
 当初、通常のエキソーム解析にて、ADH5 遺伝子の異常が疾患原因として候補にあがった。患
者由来細胞を調べたところ、ADH5 蛋白質および mRNA の発現低下が認められた。ADH5 は内在性の
アルデヒドの代謝に関与しており、ADH5 の機能欠損・低下は、アルデヒド由来の DNA 損傷の増
加につながることが予想される。そこで、患者由来細胞にホルムアルデヒド処理を実施し、細胞
生存率を確認したところ、健常人由来細胞と比較して優位に生存率が低下することが確認され
た。 
 一方で、日本人の大規模コホートゲノムデータを調査したところ、ADH5 遺伝子に変異を持つ
健常人が抽出された。そこで、本健常人が持つ ADH5 遺伝子変異を導入したモデル細胞を作製し
解析したところ、ADH5 蛋白質の発現が減少しており、ホルムアルデヒド処理による細胞生存率
の低下も認められた。このことから、ADH5 遺伝子の変異単独では、疾患発症には至らないと考
えられた。 
 これらの結果から、我々は、2遺伝子同時欠損による疾患発症の可能性に着目した。ADH5 遺伝
子がアルデヒド代謝に関わること、アルデヒド類はICL (interstrand cross-links)やDPC (DNA-
protein cross-links)などの DNA 損傷誘発に関与すること、対象患者が全て日本人であること、
先行研究の結果などから、ALDH2 遺伝子の特に rs671 変異に焦点を当てた。ALDH2 は四量体を形
成し機能するため、ALDH2 rs671 が両アリルとも野生型である場合と比較して、ヘテロ接合に変
異を持つ場合には酵素活性が極めて低下し、ホモ接合に変異を持つ場合にはほとんど活性が認
められない。AMeD 症候群患者の ALDH2 rs671 を調査したところ、10 症例全員が少なくとも 1コ
ピーの変異アリルを保有していた。また、ADH5 遺伝子に変異を持つ健常者は ALDH2 rs671 が両
アリルとも野生型であった。さらに、AMeD 症候群患者で、ALDH2 rs671 が両アリルとも変異型
のケースでは、より重篤な症状 (重度の運動機能低下や早期の死亡)が認められた。これらのこ
とから、AMeD 症候群では、ADH5 と ALDH2 の 2 遺伝子の異常が同時に生じることで、疾患を発症
し、さらに ALDH2 rs671 の遺伝子型が病態の重篤度に関与する可能性が示唆された。 



 さらに詳細に調査するため、ADH5 欠損細胞、ALDH2 E504K (rs671 変異型)細胞、ADH5 欠損か
つ ALDH2 E504K 保有細胞を作製し、ホルムアルデヒド処理を実施したところ、ADH5 欠損細胞、
ALDH2 E504K 細胞で複製阻害が確認され、ADH5 欠損かつ ALDH2 E504K 保有細胞ではその阻害が
より顕著に現れた。このホルムアルデヒド処理による複製阻害は、患者由来細胞でも確認された。
加えて、患者由来細胞に対してホルムアルデヒド処理を実施した後、DNA 損傷のマーカーである
γH2AX の量を調べたところ、健常人由来細胞と比べて患者由来細胞ではγH2AX が増加すること、
また、この増加は、患者由来細胞に野生型 ADH5 あるいは ALDH2 を強制発現させることで、ホル
ムアルデヒド非処理のレベルまで低下することが確認された。以上のことから、ホルムアルデヒ
ド処理には、ADH5 と ALDH2 の両方が関与し、二重変異細胞では、細胞増殖およびゲノムの安定
性維持に異常をきたすことが示唆された。 
 また、ADH5 と ALDH2 の同時欠損が造血機能に影響を与えるかを調査するため、日本人臍帯血
由来の CD34＋前駆細胞 (CD34+ HSPCs)を用いて評価した。CD34+ HSPCs 細胞について、CRISPR-
Cas9 技術を用いて ADH5 を欠損させ、ALDH2 rs671 野生型群と片アリル変異型群に分類し、それ
ぞれのコロニー形成能を調べた。その結果、ADH5 欠損かつ ALDH2 rs671 片アリル変異型群では、
ALDH2 rs671 片アリル変異型のみを有する群と比較して、有意にコロニー形成能が低下した。
ALDH2 rs671 野生型群では、ADH5 の欠損の有無に関わらず、コロニー形性能に有意な変化は無か
った。これらのことから、ADH5 と ALDH2 の両者によるホルムアルデヒド代謝の異常は、造血機
能に影響を及ぼすことが示唆された。 
 次に、ADH5 と ALDH2 の同時異常が、AMeD 症候群で見られるような全身性の症状を誘発するの
かを検討するため、AMeDS 症例で同定された病的変異に相当する遺伝子変異を導入した疾患モデ
ルマウスを作製した。Adh5 -/- Aldh2 KI/KIモデルマウスは、ヒト AMeDS 症例と同様に出生前には
成長障害などは観察されなかった。しかし、出生 1−2週間後には、全ての Adh5 -/- Aldh2 KI/KIモ
デルマウスで、顕著な成長障害、体重増加不全などが認められた。加えて、小動物用 CT での観
察や解剖学的解析により、小さな骨格、筋肉量の低下、脂肪量の低下、臓器萎縮、造血異常など
全身性の異常が認められた。さらに、離乳前の生後 4週間以内に全ての Adh5 -/- Aldh2 KI/KIモデ
ルマウスが死亡したが、Adh5 -/-あるいは Aldh2 KI/KI単独変異のモデルマウスでは、特徴的な発育
異常も早期死亡も確認されなかった。一方、6週齢以降の Adh5 -/- Aldh2 +/KIモデルマウスでは、
Adh5 -/- Aldh2 KI/KIモデルマウスと比較して、きわめて軽症ではあるものの小柄な体格や造血異
常など同様の症状が認められた。加えて、8-9 ヶ月齢の Adh5 -/- Aldh2 +/KIモデルマウスでは、尾
部の色素沈着も確認された。 
 以上の結果から、本 AMeD 症候群は ADH5 および ALDH2 の 2 遺伝子同時機能欠損を要因とした
アルデヒド代謝異常により誘発されることが示された。また、疾患モデルマウスの解析とヒト症
例の検討から、ALDH2 rs671 の変異アレルの数により表現型の重篤度が規定されることが示唆さ
れた。つまり、AMeD 症候群では、ホルムアルデヒドの分解異常により生じた ICL や DPC などに
対応する DNA 修復経路が過負荷状態となり、多様な臨床症状を示しているのではないかと考え
られるが、その詳細な疾患発症機序は明らかになっていない。 
 ICL や DPC はその損傷の形状から、転写を阻害すると予想される。転写阻害を引き起こしてい
る DNA 損傷を除去するメカニズムとして、転写共役修復 (TCR)が知られており、これまで我々は
TCR の分子メカニズムについて研究を行ってきた。そこで、これまでの経験を活かし、アルデヒ
ド代謝異常と転写阻害の関係について調査を進めた。まず、アルデヒド代謝異常を示すモデルマ
ウス (Adh5 -/- Aldh2 +/KI)と TCR 因子の CSB を欠損させたモデルマウス (Csb -/-)を用いて解析し
たところ、Adh5 -/- Aldh2 +/KIモデルマウスと比較して、Adh5 -/- Aldh2 +/KI Csb -/-モデルマウスで
は、表現型がより重篤になることが判明した。 
 アルデヒド代謝異常と TCR の関係について、より詳細な検討を進めるため、DPC の発生と修復
をゲノムワイドに検出する新たな技術として DPC-seq を構築した。ホルムアルデヒド処理後に
DPC-seq 解析を実施したところ、転写が活発に行われているゲノム領域では、転写が活発ではな
い領域と比較して、DPC の除去が多く行われていることが確認された。また、この DPC 除去は、
RNA ポリメラーゼ II (RNAPII)の阻害剤により減少した。さらに、遺伝子の発現レベルや長さに
着目して比較検討したところ、発現レベルの高い遺伝子ほど DPC 除去が活発に行われること、遺
伝子サイズが小さいほど DPC の除去が進行すること、サイズの長い遺伝子では、転写開始点と比
べて転写終結点での DPC 除去が遅れることなどが確認された。また、精密質量分析による相互作
用解析の結果、ホルムアルデヒド処理後の RNAPII と TCR 因子の CSA、CSB、UVSSA が相互作用す
ることが確認された。そこで、TCR 関連因子を欠損あるいは変異させたモデル細胞を用いて、ホ
ルムアルデヒド処理後の分子応答を検討したところ、 CSB に依存して RPB1 K1268 残基がユビキ
チン化されることが示されるなど、UV照射後に見られるTCR反応と類似した応答が確認された。
これらの結果から、転写が活発に行われているゲノム領域の DPC 除去に TCR が関与することが
示唆された。 
 今後も引き続き、アルデヒド代謝異常と TCR、DPC の関係について、より綿密な解析を進める
ことで、環境ストレス応答・ゲノム修復システムの詳細 (転写共役 DPC 修復機構のメカニズム)
と、その破綻により発症する疾患の病態 (AMeDS の発症機構と分子病態の詳細)解明が進むと期
待される。 
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