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研究成果の概要（和文）：本研究では、ホルムアルデヒドを分解する酵素群であるADH5/ALDH2が、エピゲノム再
構築を支える必須メカニズムであることを検証することを試みた。我々が発見した新規遺伝病であるAldehyde 
Degradation Deficiency Syndrome (ADDS)患者由来のADH5/ALDH2酵素欠損線維芽細胞においてADH5を誘導性に発
現させたところ、明瞭にiPS細胞へのリプログラミング効率を増大させた。しかし、ホルムアルデヒドの除去剤
であるDimedone、ALDH2アゴニスト薬剤などの添加効果は少なく、ADH5の作用がホルムアルデヒド分解を解する
ものかどうか、さらに検討を要する。

研究成果の概要（英文）：In this study, we attempted to verify that ADH5/ALDH2, a group of enzymes 
that degrade formaldehyde, is an essential mechanism underlying epigenome reconstruction. Inducible 
expression of ADH5 in ADH5/ALDH2 enzyme-deficient fibroblasts derived from patients with Aldehyde 
Degradation Deficiency Syndrome (ADDS), a novel genetic disease we discovered, clearly increased 
reprogramming efficiency to iPS cells. However, the addition of formaldehyde scavengers such as 
Dimedone or ALDH2 agonist drugs had little effect. Therefore, further investigation is needed to 
determine whether the effect of ADH5 on epigenetic reprogramming is by resolving formaldehyde 
degradation or not.

研究分野：分子生物学、DNA損傷応答
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ホルムアルデヒド分解酵素ADH5やALDH2は、小児の重篤な遺伝病で骨髄不全症候群であるファンコニ貧血、さら
に新規に見いだした類似の臨床所見を呈するADD症候群の、病態の根幹にあり、その疾患病態の解明と、新規治
療法の開発に重要である。さらに、iPS細胞のりプログラミング効率化に役立つ可能性を秘めており、同細胞の
臨床応用にも貢献できる可能性がある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
我々は、日本人小児の再生不良性貧血患者ゲノムサンプルの whole exome 解析を行い、ホ
ルムアルデヒド分解酵素 ADH5 と、アセトアルデヒド分解酵素 ALDH2 の両者の複合型変異によっ
て発症する新規の遺伝性骨髄不全症候群を同定した。この解析中に、患者リンパ球が PHA 刺激に
よって DNA 損傷（姉妹染色分体交換）を蓄積すること、iPS 細胞への初期化に抵抗すること、一
旦作成した iPS 細胞は通常培養条件では正常に増殖するのにインビトロ造血分化誘導すると強
く細胞増殖が抑制されることなどの知見を得た。これらの実験条件は、いずれもエピゲノム再構
築を誘導すると考えられる。エピゲノム再構築がヒストン脱メチル化による内因性ホルムアル
デヒド産生を伴い、ADH5/ALDH2 欠損状態ではホルムアルデヒドが分解できず DNA 損傷が蓄積す
ると仮定すると、これらの現象を説明できる。しかし、より直接的に、ヒストン脱メチル化と DNA
損傷蓄積の関係を検討できる系での検証が必要であると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

生体内の発生・分化・強力な転写活性化など、細胞の運命決定のさまざまな場面で、ゲノムにク
ロマチン修飾・高次クロマチン構造のドラスティックな変化が生じる（これを epigenetic 
reprogramming、エピゲノム再構築と定義）。本研究では、エピゲノム再構築に伴うヒストン脱メ
チル化反応によるホルムアルデヒド（HCHO）産生がゲノムを損傷すること、そして、HCHO を分
解する酵素群である ADH5/ALDH2 による解毒作用がエピゲノム再構築を支える必須メカニズムで
あることを検証することを目的とした。HCHO は反応性が極めて高く、クロマチンや DNA の損傷
をもたらす。ヒストン脱メチル化による HCHO 産生は、酵素学的には確立しているが（図１A）、
細胞レベルでの影響は十分検証されていない。そこで、①線維芽細胞からの iPS 細胞への初期
化、②細胞株における低酸素下から通常酸素濃度への再酸素化、の２つのエピゲノム再構築実験
系においてヒストン脱メチル化酵素 KDM6A が大きな役割を果たすと報告されていることに着目
し（図１B）、HCHO 産生（KDM6A）と分解（ADH5/ALDH2）に関わるこれら因子の発現・活性を人為
的に操作し、DNA アダクトレベル、DNA 損傷レベル、iPS 初期化効率、細胞生存率などを検討す
ることを目的とした（図１B）。 
 
 
３．研究の方法 
 

本研究では、エピゲノム再構築に伴うヒストン脱メチル化反応によるホルムアルデヒ
ド（HCHO）産生がゲノムを損傷すること、そして、HCHO を分解する酵素群である ADH5/ALDH2 に
よる解毒作用がエピゲノム再構築を支える必須メカニズムであることを、①iPS 細胞初期化、②
細胞株における低酸素下からの再酸素化、の２つの実験系において検証する。 
 
 
４．研究成果 



 
 

研究開始時、上記2つの方法を計画したが、後者は実験的に困難であることが判明した。

そこで(1)に集中して検討を進めることにした。まず、我々が発見した患者由来のADH5/ALDH2欠

損線維芽細胞AP39Pは、山中4因子を用いたリプログラミング効率が非常に低かった。この患者由

来線維芽細胞に、ADH5をドキシサイクリン(DOX)誘導性に発現させたうえで、リプログラミング

を試みたが、増殖効率が非常に悪く、明瞭な結果を得ることができなかった。そこで、すでにiPS

細胞化した同じ患者由来のADH5/ALDH2欠損iPS細胞(AP39P-iPSC, Anfeng Mu et al. Blood 2021

にて既報)に、DOX誘導性のADH5発現カセッテをノックインしたものを用意し、インビトロで再度

線維芽細胞に分化させた。この細胞の増殖を安定化するため、さらにTERTをステーブルに導入し

た。 

 

この細胞では、山中４因子をトランジェントに導入して、リプログラミングが可能で

あることを確認した。この系において、DOXYCYCLINE添加は、明瞭にリプログラミング効率をお

よそ20倍に増大させる結果を得た。この系で、様々な薬剤によるリプログラミング効率への影響

を調べた。現在までに、以下の薬物の効果を検討している。 

 

KDM 阻害剤：GSK-J1、GSK-J4、GSK-467 

ホルムアルデヒドスカベンジャー：Dimedone、2−mercaptoethanol、GSH 

JMJD阻害剤：IOX1 

ALDH2活性化剤：C1、C2 

LSD−1 阻害剤：RN-1 

 

ADH5の活性化剤は、現状報告されていない。 

 

今後の論文化に障害となるため、実際のデータは記載せず、おおよその結果のみ、まと

めて述べる。KDM阻害剤やLSD-1阻害剤は、iPSリプログラミング効率を様々に増加させることが

確認された。一方、ホルムアルデヒドのスカベンジャーであるDimedoneのリプログラミング増強

効果はあまりなく、 ALDH2のアゴニスト薬剤C1の効果もわずかであった。 

さらに、リプログラミング過程における培養上清中のホルムアルデヒドを測定したが、優位な

上昇をいまのところ検出できていない。 

これらの結果を素直に解釈すると、iPS 化の過程で、ADH5/ALDH2 は重要な役割を果た

していることは明らかである。また、ヒストンの脱メチル化を抑えることが iPS 化を効率化さ

せており、この点は従来の報告と矛盾せず、脱メチル化の過程で産生されるホルムアルデヒド

が iPS 化を阻害する可能性と一致している。しかし、ADH5/ALDH2 が果たす役割は、かならずし

もホルムアルデヒド分解によるものではない可能性が考えられそうである。ADH5 は S-

Nitrosoglutathione Reductase(GSNOR)活性をもち、NOの分解にも関わることが知られている。

今回の研究で確立した実験系を用いて、さらに研究継続の必要がある。 
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Responses to replication stress and human disease mechanisms

Loss of SLFN11 gene expression rescues the Fanconi anemia phenotype by stabilizing stalled replication forks.
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