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研究成果の概要（和文）：Zebrafish疾患モデルを用いFanconi anemia（FA）及びAldehyde Dehydrogenase 
Deficiency Syndrome（ADDS）の病態を解析し、ADH5を高発現させたFAモデルのZebrafishがフェノタイプの改善
を示した。これに基づき、ADH5の活性化剤の開発の可能性を提案した。また、ヒストン脱メチル化酵素のインヒ
ビターやホルムアルデヒドのスカベンジャーを用いて、ADDSおよびFAのiPSモデル細胞における造血分化の有用
性を示した。さらに、FAおよびADDSモデルのiPS細胞を用いたゲノム編集技術を通じて、遺伝子治療の可能性に
ついても検討した。

研究成果の概要（英文）：A research paper was published as the lead and corresponding author that 
analyzed the pathology of Fanconi Anemia (FA) and Aldehyde Dehydrogenase Deficiency Syndrome (ADDS) 
using zebrafish disease models. The study revealed that zebrafish models of FA with overexpressed 
ADH5 exhibited phenotypic improvements. Based on these findings, the potential for developing 
activators of ADH5 was proposed. Additionally, the utility of hematopoietic differentiation in iPSC 
models of ADDS and FA was demonstrated using inhibitors of histone demethylases and scavengers of 
formaldehyde. Furthermore, the paper explored the potential for gene therapy through genome editing 
techniques in iPSC models of FA and ADDS.

研究分野： ゲノム損傷応答学

キーワード： Fanconi anemia　ADDS　ADH5　ALDH2　UBE2T
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトiPS細胞モデルによって、Fanconi anemia（FA）及びAldehyde Dehydrogenase Deficiency Syndrome
（ADDS）両疾患の発症メカニズムの解明およびホルムアルデヒド蓄積をターゲットとした治療法開発を目指し
た。ADD症候群やFAにおいて、ホルムアルデヒド蓄積を改善することにより、重篤な表現型をリバースし、造血
不全の回復を示した。本研究は、造血幹細胞におけるホルムアルデヒド代謝の意義について重要な知見をあたえ
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。
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１．研究開始当初の背景 

我々は、医薬基盤研究所の JCRB 細胞バンクに保管された一群の小児再生不良性貧血
症例サンプルのエクソーム解析を発端に、ホルムアルデヒド分解酵素 ADH5 の両アレ
ル変異を持つ 10 代の患者を 7 名見出した。臨床的に奇形はなく、低身長、精神発達遅
延、再生不良性貧血、骨髄異型症候群（MDS）、白血病発症等を示し、造血幹細胞移植
を必要とした。面白いことに、これらの症例は、全例アセトアルデヒド分解酵素 ALDH2
のヘテロ変異(E504K、A 型アレル)を伴っていた。この変異はドミナントネガティブ効
果を示し、ヘテロ接合体において ALDH2 の酵素活性は 20%以下に低下しているとされ
る。その後の検討で、ホルムアルデヒドによる細胞障害への防御は ADH5 が主体だが、
その欠損状態ではALDH2がバックアップとしてホルムアルデヒドを分解することが判
明した。これらの結果をまとめて、ADH5/ALDH2 両欠損マウスを解析した英国ケンブ
リッジ大の KJ Patel らと共同で、白血病へ進展する新規の遺伝性造血不全症候群、
ADH5/ALDH2 複合型欠損症（Aldehyde Degradation Deficiency, ADD 症候群と命名）の発
見について論文発表した(Dingler FA, Wang M, Mu A (co-first), et al., Mol Cell.2020)。 

ADDS は、奇形が無いこと、精神発達遅延を伴うことを除けば、臨床所見はきわめて
ファンコニ貧血症（FA）に類似する。FA は、小児の IBMFS で、ゲノムのクロスリンク
損傷修復に関わる遺伝子群の形成する FA 経路の欠損症である。FA の重要な原因遺伝
子である FANCD2 と、ALDH2 や ADH5 のダブル欠損マウスは、早期の造血不全や白血
病を発症することが報告されている(Langevin F et al., Nature 2011; Pontel LB et al., Mol 
Cell 2015)。しかし、FA 分子単独の欠損マウスにおいては FA
発症がみられず、マウスにおいては ALDH2 や ADH5 による
ホルムアルデヒド分解が高効率でゲノムへの損傷が蓄積しに
くいためと考えられる。また、申請者の所属する研究室は、以
前、日本人 FA 患者において ALDH2 の変異によって、造血不
全が重症化することを報告した (Hira A et al., Blood 2013)。 

これらの結果は、造血幹細胞において内因性ホルムアルデ
ヒドが産生され、ADH5 と ALDH2 が協調してその除去を行
っていること、除去が不十分な場合ゲノム損傷が引き起こさ
れ、FA 経路によって修復されること、これらの防護機構の不
全状態では造血幹細胞の障害が惹起されることを示している
（図１）。 

本研究では、上記の知見をうけて、FA と ADDS の、それぞれの疾患モデル iPS 細胞
を作成し、病態検討と治療法検討を行う。ヒト iPS 細胞の、FA と ADDS モデルにおい
て ALDH2 をターゲットとして、化合物投与により酵素活性を引き上げ、ホルムアルデ
ヒド代謝を促進させることで、ゲノム損傷蓄積が低下すると期待され、これら疾患の治
療になるかを検討する。さらに、ADH5 の酵素活性を上昇させることによる FA に対す
る治療効果を検討するため、ADH5 をモデル iPS 細胞に発現させて検討する(図 1)。 

 
２．研究の目的 
新規遺伝性血液疾患である ADD 症候群、およびファンコニ貧血症(FA)の iPS モデル細
胞による病態の分子基盤解明と、治療法開発。 
 
３．研究の方法 
現在所属する研究室が発見した FA の原因遺伝子 UBE2T(FANCT)欠損患者由来の皮膚
繊維芽 細胞形態的に iPS と判断できるコロニー樹立に成功した。複数のクローンにお
いて、幹細胞マーカー、核型、分化機能などにより質の良い iPS 細胞を選別し、得られ
た iPS 細胞において、CRISPR/Cas9 法の応用である Prime editing 法を用いて、ゲノム編
集し、ミスセンス変異部位をピン ポイントに修正し、UBE2T 遺伝子が野生型の iPS 細
胞を作成し、コントロールとして用いる。さらに、作成した FA モデル iPS 細胞の造血
細胞への分化能をインビトロ造血分化系によって検証する。FA と ADDS のモデル iPS



細胞におけるインビトロ造血分化系において、ALDH2 活性化剤とその他の薬物を用い
た治療法を検討する。これまでに既知の ALDH2 活性化剤 C1 について検討し、有効で
ある可能性が示された。また、ホルムアルデヒドのスカベンジャーである metformin と
aminoguanidine などを用い て、両疾患の iPS 細胞モデルで治療効果を確認する。ADDS
におけるインビトロ造血分化で、ADH5 の高発現による回復効果が観察されている。FA
患者 iPS モデル細胞のインビトロ造血分化障害への ADH5 強制発現による影響を検討
する。Zebrafish 疾患モデルを用い FA 及び ADDS の病態を解析し、ADH5 を高発現させ
た FA モデルの Zebrafish を作製し、検討する。 
 
４．研究成果 
 

FA 患者モデル iPS 細胞の作成には、所属する研究室が発見した FA の原因遺伝子
UBE2T(FANCT) 欠損患者由来の皮膚線維芽細胞 (Hira A et al., AJHG. 2015) を選定した。
UBE2T は、FA 経路において FANCD2 の活性化に必須のモノユビキチン化を行う E2 酵
素であり、由来する患者は典型的 FA 所見を示した。現在までの報告によれば、FA 経路
の因子が iPS 細胞の樹立や維持に必要であることが知られている。iPS 化の効率は著し
く低かったが、UBE2T(Q2E)をもつ患者皮膚細胞から iPS 細胞の作製に成功した。さら
に面白いことに、FANCD2 の発現量が正常人の iPS 細胞より高いことが観察された。野
生型 UBE2T の戻し発現により FANCD2 のモノユビキチン化が誘導された。また、正常
人 iPS 細胞 201B7 から UBE2T のノックアウト細胞 2 クローンの作製に成功した。
FANCD2 のノックアウトも試みたが、FANCD2 をノックアウトするとクローンの同定
後すぐ増殖を停止してしまい致死と考えられた。したがって、FANCD2 が iPS 細胞の維
持に必要であることが確実となった。これらの細胞を、造血系分化誘導アッセイでテス
トしたところ、造血コロニーは患者由来 iPS 細胞ではほぼ形成されず、野生型の UBE2T
の発現により部分的に回復されることが観察された。つまり、UBE2T は iPS 細胞の維
持に必要ではないが、造血分化に必要であることが示された。正常人の iPS 細胞である
201B7 由来の UBE2T 欠損 iPS 細胞においては、細胞増殖の低下が見られず、患者由来
iPS 細胞の結果と一致していた。 
 

FA 及び ADDS 患者由来皮膚細胞から iPS 細胞の作製にヒストン脱メチル化酵素のイ
ンヒビターRN-1 の有用性を示した。 
 

FA や ADDS において、ALDH2 や ADH5 の活性を高めることができれば、表現型を
リバースし、造血不全や白血病化を抑制できる可能性がある。これまでに既知の ALDH2
活性化剤 C1 について検討し、有効である可能性を示した。 
 

ヒストン脱メチル化酵素のインヒビター（GSK J1, GSK J4, GSK 467,IOX1,Daminozide）
を投与した結果、造血コロニー数が増加することが見られた。 
 

ホルムアルデヒドのスカベンジャーである metformin と aminoguanidine の FA マウス
モデルにおける治療効果が報告されている(Zhang QS et al., Blood 2016)。これらの化合
物を用いて、両疾患の iPS 細胞モデルで治療効果を確認した。Aminoguanidine は低濃度
でも iPS 細胞に対して毒性があった。Metformin は造血分化中に効果がなかった。 
 

ホルムアルデヒドのスカベンジャー（Dimedone,２－ME,GSH）を用いて、それぞれを
投与した結果、両疾患 iPS モデル細胞における造血分化の有用性を示した。 
 

さらに、ヒストン脱メチル化酵素のインヒビター（GSK J1、GSK J4、GSK 467、IOX1、
Daminozide）、ホルムアルデヒドのスカベンジャー（GSH）、および ALDH2 の活性化剤
の組み合わせにより、FA および ADDS の iPS モデル細胞における造血分化の更なる有
用性を示した。 
 

大阪府立大学の中村純先生により、細胞培養中のホルムアルデヒド濃度の測定が可能
となった。ADDS 患者由来の iPS 細胞を造血分化させると、ホルムアルデヒド濃度の上



昇が観察された。また、HAP1 細胞を用いて、ALDH2、ADH5、FANCD2 それぞれの単
独欠損細胞、ダブル欠損細胞、およびトリプル欠損細胞を作製した。これらの細胞の培
養中の培地のホルムアルデヒド濃度を測定したところ、ALDH2/ADH5 の欠損によりホ
ルムアルデヒド濃度が上昇することが確認された。 
 

ADDS モデルの iPS 細胞を用いたゲノム編集技術を通じて、遺伝子治療の可能性につ
いても検討した。Prime edit により ALDH2 の A 型アレルを wild type へ編集し、ホルム
アルデヒドに対する感受性の回復が見られた。また、造血分化においては、ADH5 の過
剰発現した患者由来 iPS 細胞と同等レベルの造血コロニーがみられた。 
 

Zebrafish 疾患モデルを用い FA（UBE2T-/-、FANCD2-/-）及び ADDS（ADH5-/-ALDH2-
G/A）モデルを作製した。FA の疾患モデルにおいでは、雌から雄への性逆転という顕著
な表現型が観察された。さらに、fancd2−/−/adh5−/−ゼブラフィッシュを作製した。
fancd2−/−/adh5−/−はシングル欠損 fancd2−/−モデルより体サイズの縮小および成熟精子
の数の減少が観察された。また、ヒト ADH5 を高発現させた FA モデルの Zebrafish が
精子形成のフェノタイプの改善を示した。これに基づき、ADH5 の活性化剤の開発の可
能性を提案する研究論文を筆頭著者および責任著者として発表した (Mu A, et al., Mol. 
Bio. Rep. 2023)。 
 

iPS 細胞以外のがん細胞・正常細胞では、FA 経路は増殖に重要だが決して必須ではな
い。これは、iPS 細胞における高いレベルの複製ストレスと、FA 経路が複製ストレス解
除に必須であるためと解釈されるが、その詳細な分子機構は不明である。今回の研究で
作製した多数の細胞株を用いて、さらに研究継続の必要がある。 
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