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研究成果の概要（和文）：小児再生不良性貧血（AA）の57症例を後方視的に解析した。観察期間中に5例がPNHを
発症し、10年累積発症率は10.2% (95% CI, 3.6%-20.7%)であった。AA診断時とPNH発症時の検体をターゲットシ
ーケンス解析した結果、AA診断時には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。
小児AA患者41症例について全エクソーム解析を実施した。複数例に同定された変異遺伝子の中に新規遺伝子X（2
例）を認めた。追加検討で小児AA140症例のうち8症例（6%）に遺伝子X変異を同定した。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と考えられた。

研究成果の概要（英文）：We retrospectively studied 57 children with Aplastic anemia (AA) between 
1992 and 2010. During the follow‐up, five patients developed clinical PNH, in whom somatic PIGA 
mutations were detected by targeted sequencing. The 10‐year probability of clinical PNH development
 was 10.2% (95% CI, 3.6%-20.7%). Furthermore, the detection of minor PNH clones by flow cytometry at
 AA diagnosis was a risk factor for the subsequent development of clinical PNH.
We performed whole-exome sequencing (WES) of paired bone marrow-germline reference samples in 41 
patients. WES detected reccurent gene X mutations as a novel mutational target. Gene X mutation may 
be associated the pahophisiology of AA.

研究分野： 小児血液腫瘍学

キーワード： 再生不良性貧血　発作性夜間血色素尿症

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
小児再生不良性貧血（AA）に発作性夜間血色素尿症（PNH）が合併することが知られている。我々は小児AA患者
57例をの長期予後を調査したところ、観察期間中に5例がPNHを発症しており、10年累積発症率は10.2% (95% CI,
 3.6%-20.7%)であった。また、AAからPNHを発症した5例では、AA診断時のフローサイトメトリーで微小PNH血球
が全例で陽性であった。AA診断時とPNH発症時の検体をターゲットシーケンス解析した結果、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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
再生不良性貧血（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。造

血幹細胞に対する自己免疫反応が原因で起こると考えられているが、標的抗原が同定されてい
ないなど、病態の解明は十分ではない。AA 患者に対する標準治療は HLA 一致血縁ドナーから
の骨髄移植であるが、適切なドナーが得られない患者では抗胸腺細胞グロブリンとシクロスポ
リンによる免疫抑制療法（Immunosuppressive therapy; IST）が標準的治療法となっている。
骨髄移植が実施できなかった症例においても IST により 90%以上の長期生存が期待されるが、
数年の経過中に約 15%の症例ではクローン性造血が生じるとされる。クローン性造血には夜間
発作性血色素尿症（Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria; PNH）を代表とする血液良性疾
患の他に、骨髄異形成症候群（Myelodysplastic syndrome; MDS）および急性骨髄性白血病
（Acute myeloid leukemia; AML）などの血液悪性疾患が含まれる。 

PNH は X 染色体短腕（Xp22.1）に存在する PIGA 遺伝子に後天的変異を持った造血幹細胞
がクローン性に拡大することで生じる。高感度フローサイトメトリーによる解析では、AA と
診断された 20-70%の症例では診断時から微小 PNH 血球が認められる。AA における微小 PNH
血球の存在は、造血細胞に対する免疫学的機序による造血幹細胞の障害から PNH 血球が免れ
ていることを示唆している。この仮説を補強する根拠として、我々は小児 AA 診断時の PNH
血球陽性群は陰性群よりも IST に対する反応が良好であることを報告した（Haematologica 
2015;100 成田）。しかし、PIGA 変異だけではクローン拡大には不十分であり、PNH の発症
につながらないことがモデルマウスを用いた研究で明らかになっている。現在考えられている
PNH クローンの拡大機序としては、PNH 幹細胞が増殖を繰り返す過程で、良性腫瘍性増殖を
きたすような遺伝子の変異が PNH クローンに起こると考えられている。研究開始当初、AA
の診断時から PNH を発症するまでの継時的な検体を用いたクローン性造血の発現状況を明ら
かにした研究はなかった。 
細胞形態に異常を認めない典型的な AA であっても、全体の 4～11%に染色体異常が認めら

れる。頻度の高い染色体異常は 7 番染色体モノソミー、8 番染色体トリソミー、13 番染色体長
腕欠損、6 番染色体の異常などである。このうち 7 番染色体モノソミーは難治性の AML に移
行するリスクが高いため、異常クローンが少ないうちにできるだけ早く同種造血幹細胞移植を
行う必要があるとされる。ゲノム解析の進歩により MDS や AML の発症に関わる遺伝子の同
定が進み、種々の遺伝子に変異が蓄積することが明らかになっているが、血液悪性腫瘍が発症
する以前にどのような異常が生じているか、また発症までにどれくらいの時間を要するのかに
ついては不明な点が多い。成人では、大規模な再生不良性貧血コホートについて、全エクソー
ムシーケンスおよび MDS における既知の変異遺伝子ないし候補遺伝子のターゲットシーケン
スが実施され、検出された遺伝子変異と予後との関連や、クローン性造血における役割につい
ての報告がされている。しかしながら、小児再生不良性貧血における血液悪性疾患へのクロー
ン造血についての遺伝学的機構については明らかになっていなかった。 
 
２．研究の目的 

研究代表者の所属する名古屋大学小児科は継続して小児特発性 AA の診療を行ってお
り、世界でも他に類をみない、大規模かつフォローアップ期間の長い小児特発性 AA 患者のコ
ホートと臨床検体を蓄積している。本研究の目的は、これらの症例を対象として複数時点での
解析を行い、造血幹細胞のクローン性造血を追跡する。血液悪性疾患に関連する標的遺伝子の
網羅的解析または全エクソーム解析を行い、体細胞変異を検出し変異遺伝子の分布を明らかに
する。また、変異遺伝子と臨床的なイベントとの関連を解析する。特徴的な遺伝子変異が検出
されればその機能解析を行い、病態の解明をさらに進める。 
 
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に蓄積された経過中にクローン性造血を来した 12 例（PNH 5 例、

7番染色体モノソミー 7例）の検体と臨床情報を照合し、検体を整理・収集する。AA 診断時か
らクローン性造血を発症するまでの検体を継時的に解析する。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) 微小 PNH 型血球の測定 
当院にてフォローされているAA症例に対して、FACSCaliber

（Becton Dickinson Biosciences, Mississauga, Canada）を
用いて、患者末梢血中の CD13 陽性好中球（≥5.0×104）およ
び GlycophorinA 陽性赤血球（≥2.5×105）における微小 PNH
型血球の検出を定期的に行う。正常人 30例の検討から、好中
球のうち CD13+CD55−CD59− が 0.007%以上、あるいは赤血球の
うち GlycophorinA+CD55−CD59− が 0.009%以上である時、微小
PNH 型血球陽性と判定する（図 1）。 



 
(3) 全エクソーム解析・ターゲットシーケンス解析 
全く未知の遺伝的背景を探す目的で、SureSelect XT Clinical Research Exome ベイト

(Agilent)を用いた全エクソーム解析を行う。Germline control として、保存検体より CD3+細
胞を培養し、DNA を抽出する。HiSeq 2500 (Illumina)を用いて、1人あたり 8GB のシーケンス
を行う。全エクソームシーケンスにより得られた遺伝子変異をリスト化し、先天性造血不全症
並びに血液悪性疾患の標的遺伝子を含む独自設計のベイト(Agilent)を作成する。 
 

(4) 遺伝子変異の検出 
データ解析は、名古屋大学のスーパーコンピュータに構築済みの解析パイプラインで行う。

Burrows-Wheeler aligner と Novoalign (Novocraft)を併用したアラインメント後に、VarScan
を用いてバリアントコールを行う。ANNOVAR を用いてアノテーションを行う。各バリアントを
SNP データベース(in house SNP データベース、HGVD、ESP6500、並びに ExAC)と照合して common 
SNPs を除去し、病的変異データベース(HGMD、NCBI ClinVar)と照合して、既報の病的変異を抽
出する。アリル頻度とリファレンスサンプルに基づいて体細胞変異・germline 変異を区別する。
American College of Medical Genetics (ACMG)のガイドラインに従いバリアントを分類し、病
的意義が確実であるもの(class 1/2)に基づいて遺伝子診断を検討する。各エクソンのリード数
から染色体コピー数変化を検出する。 
 

４．研究成果 
我々は小児 AA の 57 症例を後方視的に解析した。観

察期間中に 5 例が PNH を発症し、PNH 発症時の年齢
は 15-22 歳と全例が思春期以降の発症であった。AA 診
断から PNH 発症までの中央期間は 4.9 年（範囲：3.3-7.9
年）であり、10 年累積発症率は 10.2% (95% CI, 
3.6%-20.7%)であった。また、AA から PNH を発症した
5 例について AA 診断時と PNH 発症時の検体を用いて
ターゲットシーケンス解析を実施した結果、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。さらに、AA
診断時のフローサイトメトリーによる微小 PNH クロ
ーン陽性群は、その後の臨床症状を有する PNH の発症
リスクが有意に高いことが示された（図 2）（Narita A, et 
al., Br J Haematol 2017）。 
 
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（未発表データ）。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。我々
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。 
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