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研究成果の概要（和文）：本邦の先天性角化不全症(DKC)で発見されたTERTE280Kとdel334_335はテロメラーゼ活
性に障害を与えずこれらが原因遺伝子であったかは懐疑的であった。DKCの診断において遺伝子変異を診断の根
拠とする場合には注意が必要である。また既知の遺伝子変異を認めない DKCに関して網羅的遺伝子変異解析を行
い、TEP1遺伝子変異とACD遺伝子変異を発見した。しかし発見された ACD遺伝子変異は  ACDとTINF2の結合阻害
を起こさず、 Shelterin複合体が不安定化することはなかった。発見されたACD遺伝子変異はDKCの責任遺伝子変
異ではないと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Telomerase activity in TERT carrying mutations detected in DKC patients (p.
E280K or p.S334del) did not significantly differ from that in wild-type TERT. This makes it doubtful
 that the TERT mutations identified in DKC patients are causative for DKC. Next, we conducted a 
comprehensive analysis for DKC without the known gene mutation, and detected novel TEP1 mutations 
and ACD mutations. However, this ACD mutation did not cause binding inhibition of ACD and TINF2, and
 shelterin complexes destabilizes. The detected ACD mutation was not a responsibility in DKC.

研究分野： 血液内科学

キーワード： 先天性角化不全症　テロメア制御遺伝子異常　テロメラーゼ活性　新規遺伝子変異

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
DKCは重症型と考えられるHoyeraal Hreidarsson syndrome (HHS) から軽症型の不全型DKCまでその病態や臨床像
が多彩である。変異解析技術が発展したため遺伝子変異検索によって診断が明確となった症例も多くある。一方
で遺伝子変異の結果をどのように判断すればよいのか判断が難しい症例もある。またDKCの約1/3の症例では責任
遺伝子変異が同定されていないため遺伝子診断が出来ない場合もある。今回の研究成果で症例によっては遺伝子
変異のみでDKCを診断するのは難しいことが明らかになった。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
先天性角化不全症(Dyskeratosis congenita: DKC)は網状色素沈着、爪の萎縮、舌の粘膜白斑

症などといった特徴的身体的所見を伴う先天性の骨髄不全症(Bone marrow failure: BMF)で
ある。10歳前後までに約80%以上の症例にこれらの特徴的身体所見が付随しBMFを発症する。
また約 8%の症例に皮膚、上咽頭、消化管の扁平上皮癌や腺癌などの悪性腫瘍や、急性白血病
などの造血器腫瘍の発生が認められる。遺伝型式は X 連鎖劣性遺伝が 35%、常染色体優性遺伝
が 5%、常染色体劣勢遺伝が数%に認められるが、残りの約 60%近くが型式不明である。 

DKC の約 60%の症例において原因遺伝子が同定され、テロメラーゼ複合体を構成する遺伝
子群である DKC1、telomerase RNA component (TERC)、telomerase reverse transcriptase 
(TERT)などや、Shelterin 複合体を構成する蛋白である TRF-interacting nuclear protein 
(TINF2)、テロメラーゼ複合体を核内の Cajalbody に移行させる Telomerase Cajal body 
protein 1(TCAB1)、DNA ヘリカーゼ遺伝子群の regulator of telomere elongation helicase 
1(RTEL1)に変異が認められている。テロメラーゼ複合体は細胞分裂によるテロメアの短縮化
に対しテロメアの複製、安定の役割をもち、Shelterin 複合体はテロメアの先端部位の特異的
な構造形成や保護などを行っている。DKC はこれらの遺伝子の変異によりテロメアが短縮化
し、その結果造血幹細胞などの増殖能に障害が起き上記の症候が形成されると考えられている。 
研究代表者の山口博樹は DKC の原因遺伝子である上述のテロメア制御遺伝子の変異が、一

部の再生不良性貧血(aplastic anemia: AA)や骨髄異形成症候群(myelodysplastic syndrome: 
MDS)に認められ、特徴的身体所見を伴わず緩徐に発症する不全型 DKC の存在が明らかにした
(Lancet 2003;362:1628, Blood 2003;102:916, N Engl J Med. 2005 352: 1413)。不全型 DKC
は臨床的に AA や MDS と診断され、効果が得られない免疫抑制療法(immunosuppressive 
therapy: IST)が行われることがある。以上より BMF の臨床診断において不全型 DKC を鑑別
することは重要である。 

 
２．研究の目的 
現在のところ DKC や不全型 DKC の診断基準は定まっておらず、臨床的には上述の特徴的

身体所見を伴う BMF、テロメア長の短縮、テロメア関連遺伝子の変異の同定によって診断を
下している。しかし約 40%の症例は原因遺伝子が同定されていないことが問題である。そこで
研究代表者の山口博樹は原因遺伝子が同定されていない DKC 症例に対して次世代シークエン
サーを用いて新規原因遺伝子の探索を行った。この結果として①テロメラーゼ複合体遺伝子群
の１つである telomerase-associated protein 1(TEP1)変異、②Shelterin 複合体遺伝子群の１
つである adrenocortical dysplasia homolog (ACD(TPP1))変異、③DNA ヘリカーゼ遺伝子群
である Bloom syndrome, RecQ helicase-like (BLM）変異と BLM 5'-to-3' DNA helicase(PIF1)
変異との複合ヘテロ変異、Werner syndrome, RecQ helicase-like (WRN)変異と RecQ 
protein-like 4(RECQL4) との複合ヘテロ変異を発見した。これら新規に発見された遺伝子変
異がどのようにして細胞内のテロメア短縮補正を破綻させ DKC の病態に関与しているかを解
明することが本研究の目的である。 
  
３．研究の方法 
1. 本邦で発見された既知の責任遺伝子変異の機能解析 
本邦で発見された TERT 遺伝子変異(DKC: E280K, del334_335, cDKC: G106W, P632R, G682D, 
T726M)及び TERC 遺伝子変異(DKC: c.73G>C, cDKC: c.439_443del)をオリゴ合成により作成し、
pCI-neo-flag vector でクローニングした。野生型の TERC を発現し、TERT を発現しておらず、
テロメラーゼ活性を持たない Saos-2 細胞(Alternative Lengthening of Telomere(ALT）にてテ
ロメアを補正)に TERT 野生型及び各変異を発現する pCI-neo-flag vector をそれぞれリン酸カ
ルシウム法で transfection し、48 時間後に各細胞を粗抽出し TeloTAGGG Telomerase PCR 
ELISAPLUS(Roche)により Relative telomerase activity(RTA:相対的テロメラーゼ活性)を測定
した。 
また、野生型の TERT をオリゴ合成により作成し、pDon-neo-vector でクローニングした。
AmphoPack 293 細胞を用いてレトロウイルスベクターを作成し、野生型の TERC,TERT を発現し
ておらず、テロメラーゼ活性を持たない VA13 細胞(ALT にてテロメアを補正)に transduction
させ野生型の TERT を発現する VA13-TERT 細胞を作成した。VA13-TERT 細胞に TERC 野生型及び
各変異を発現する pCI-neo-flag vector をそれぞれリン酸カルシウム法で transfection し、48
時間後に各細胞を粗抽出し同様に RTA を測定した。 
 
2. DKC の新規責任遺伝子変異候補の機能解析 
野生型の ACD 遺伝子をオリゴ合成により作成し、pCI-neo-vector でクローニングした
(pCI-neo-ACD WT)。更に、pCI-neo-ACD WT から、次世代シークエンサーで発見された ACD 遺伝
子変異 p.F461L を mutagenesis 法により作成した(pCI-neo-ACD p.F461L)。また、TINF2 遺伝子
の C末端に FLAG タグを付与した配列をオリゴ合成により作成し、pCI-neo-flag vector でクロ
ーニングした(pCI-neo-TINF2)。野生型の ACD を発現していない、HEK293 細胞に 1. pCI-neo-ACD 
WT と pCI-neo-FLAG、2. pCI-neo-ACD p.F461L と pCI-neo-FLAG、3. pCI-neo-vector をそれぞ
れ Lipofectamin3000 によりトランスフェクションした。48 時間後に HEK293 細胞のタンパクを



抽出し、抗 ACD 抗体(AA-2): sc-100597, 抗 FLAG 抗体: A8592 を用いて ACD タンパク, TINF2
タンパクの発現を確認した。その後、Protein A/G PLUS-Agarose を用いて抗 ACD 抗体(AA-2): 
sc-100597 で免疫沈降を行った。免疫沈降後のタンパクを用い、抗 FLAG 抗体: A8592 でウエス
タンブロットを施行した。 
 
４．研究成果 
1. 本邦で発見された既知の責任遺伝子変異の機能解析 
Saos-2細胞及びVA13-TERT細胞はテロメラーゼ活性が認められずALTにてテロメア長を補正し
ている。 
DKC で発見された TERT E280K, del334_335 は野生型と比較してテロメラーゼ活性の低下は認め
られなかった(RTA 210.8±17.8 vs.350.0±78.9, 319.3±85.8 p=0.2010, p=0.3389)。一方不
全型 DKC で認められた TERT G106W, G682D は野生型に比較し有意にテロメラーゼ活性が低下し
ていた。(RTA 210.8±17.8 vs.7.4±6.3, 5.9±5.3 p<0.0001, p<0.0001)。また不全型 DKC で
認められた TERT P632R, T726M は野生型に比較し有意にテロメラーゼ活性が低下しているもの
の(RTA 210.8±17.8 vs.84.6±19.4, 97.6±14.7 p<0.0001, p<0.0001)、TERT G106W,G682D と
比較してテロメラーゼ活性の低下の程度が小さかった (RTA 7.4±6.3 vs.84.6±19.4, 97.6±
14.7 p<0.01, p<0.01)。 
DKC で発見された TERC c.73 G>C は野生型と比較してテロメラーゼ活性の低下は認められなか
った (RTA 390.2 ± 113.9 vs. 388.2 ± 62.80, p=0.9881)。一方、不全型 DKC で認められた
TERC c.439_443del は野生型に比較し有意にテロメラーゼ活性が低下していた(RTA 390.2 ± 
113.9 vs. 6.780 ± 13.88 p<0.0001)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
2. DKC の新規責任遺伝子変異候補の機能解析 
それぞれのプラスミドベクターを HEK293 細胞にトランスフェクションし、ACD,FLAG を共発現
していることを確認した。 
 
 
 
 
 
 
 

 
ACD 抗体を用いて免疫沈降した結果、野生型の ACD, ACD p.F461L 変異いずれも TINF2 と結合し
ていることが明らかとなった。 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ACD p.F461L変異はACDのTINF2結合領域に起きる変異であることから、変異の結果ACDとTINF2
の結合が阻害されると推察されたが、今回の結果では ACD p.F461L 変異は TINF2 との結合を阻
害しないことが明らかとなった。 
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