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48. アルデヒド代謝酵素欠損によるゲノム損傷と造血不全 
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緒 言 

 

ファンコニ貧血症（Fanconi anemia: FA）は、まれな小児の遺伝性骨髄不全疾患で、ゲノムの安定性維持に関わる

遺伝子群の形成するFA経路の欠損症である。 FAには、最近我々が同定し報告したFANCT/UBE2T ［1］、

RFWD3/FANCW ［2，3］等を含めて現在22の原因遺伝子が知られている。FAは、造血幹細胞不全、高発がん性

等の臨床症状を特徴とし、細胞レベルでは、mitomycin C（MMC）などのDNAクロスリンカー剤やアルデヒドに対

する高感受性が特徴的である［4］。 
一方、アルデヒド分解酵素ALDH2（Aldehyde dehydrogenase 2）は主に体内で生成されるアセトアルデヒドの分

解を担っており、日本をはじめ東アジアの国々において活性を失ったA型アレル（Lys504）を持つ頻度が高く、飲酒

後の顔面紅潮、悪酔いなどを来すことは良く知られている ［5］。我々は、日本人FA患者においてALDH2の遺伝

子型を調べ、A型アレルによって骨髄不全進行が強く促進されることを報告した［6］。これはFAの病態における内

因性アルデヒドによるDNA損傷蓄積の重要性を強く示唆する知見である。 
医薬基盤研究所のJCRB細胞バンクに、小児再生不良性貧血で、姉妹染色分体交換SCE（Sister Chromatid 

Exchange）高値を示す一群の症例サンプルが登録保存されている（京大放生研・前教授、佐々木正夫博士による）。

我々はこれらのサンプルをエクソーム解析に附し（京大小川研、名大小島研との共同研究）、ADH5の両アレル変異

を3名に見出した。さらに、東海大矢部博士から提供された分類不能の小児骨髄不全症例6例のうち2例からも、さ

らに京大関連病院の不明症例1例にも同様の所見を認めた。いまのところ合計6例となる（未発表）。臨床的に、奇

形はなく、低身長、精神発達遅延、10代における再生不良性貧血、MDS発症等を認めている。臨床所見が判明して

いる3名においては、造血幹細胞移植が施行されている。発がんは今のところ、認められていない。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の機能欠損ヘテロ変異（A型アレル、Lys504）を伴って

いた。以上の結果は、ADH5とALDH2の複合型欠損による新規の遺伝性血液疾患の存在を強く示唆する。FAとア

ルデヒド代謝酵素の遺伝子型と表現型について表1にまとめた。ALDH2ヘテロ変異＋ADH5ホモ変異の組み合わせ

で造血障害をはじめとする症状が顕著となると考えられる。以上、本疾患は、二つのアルデヒド分解酵素遺伝子が両

方とも機能低下して始めて発症するとの仮説がなりたち、検証する必要がある。 

 

 

方法および結果 

 

1．患者線維芽細胞からの iPS細胞の作成・インビトロ造血分化系によるALDH2/ADH5機能の評価 
本疾患の発症メカニズムを確立するには、インビトロでの病態再現が必須である。そこで、これらの欠損症患者2

名の初代繊維芽細胞から、倫理委員会の承認を受けて、プラスミドベースのリプログラミングを行い、iPS細胞を樹

立した。増殖については問題なく、核型分析を行なったが、正常核型とされた。これらの細胞をADH5遺伝子で相補

するため、CRISPR/CAS9によるゲノム編集を用いて、safe harborローカスとされるROSA26遺伝子座にドキシサ

イクリン誘導プロモータにつないだADH5発現プラスミドをノックインし、ウェスタンによってドキシサイクリン添

加時のADH5発現を確認した。また、正常人由来 iPS細胞である201B7株をRIKEN細胞バンクから入手し、
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CRISPR/CAS9によるゲノム編集によってALDH2とADH5のシングルとダブルのノックアウトを行った。これら

の細胞を用いて、京都大学 iPS細胞研究センター・中畑研究室の斎藤潤博士、丹羽明博士らによって開発されたモノ

レイヤー培養系による造血系分化誘導アッセイ［7］、さらに造血支持細胞OP9細胞上での造血コロニーアッセイ

［8］を行った。ADLH2とADH5のシングルとダブルノックアウト細胞を、モノレイヤー培養系でアッセイしたと

ころ、CD45陽性の血球細胞への分化が、シングルノックアウトは野生型とかわりなかったが、ダブルノックアウト

でははっきりとした低下を認めた。また、ADH5の発現によって症例から樹立した iPS細胞からの造血コロニー数は

著明に増加した（図1）。 
 

 

図1．ALDH2/ADH5複合欠損症患者由来 iPS細胞の造血コロニー形成能 
症例1から樹立した iPS細胞を造血コロニー法によって血球系に分化させた。ADH5遺伝子発現コンストラクトをゲノム

編集によってROSA26遺伝子座にノックインし、ドキシサイクリン（DOX）添加によって発現誘導した。スケールバー

は500 μm。 
 

2．ゲノム編集による患者病態を反映したモデル系の作成によるSCE上昇メカニズム解明 
 佐々木博士は軽度のSCEレベルの上昇（正常人で細胞あたり10程度、本症では細胞あたり50程度）をこれらの

患者由来PHA刺激リンパ球で認めたが、同じ患者由来の繊維芽細胞では正常レベルであった。アルデヒドの過剰に

よるゲノム損傷がSCEの原因と思われるが、なぜリンパ球でのみゲノム損傷レベルが高値となるのか不明である。そ

こで、B細胞株BL2、大腸がん細胞株HCT116、白血病細胞株K562、ハプロイド細胞株HAP1等を用いて、ゲノム

編集によるALDH2やADH5の遺伝子破壊を行い、解析を行った。これらの全ての細胞で（前述の iPS細胞を含め

て）細胞増殖は野生型と比べて同等であった（図2）。そこで、ゲノム損傷レベルのマーカーとして、SCEをHAP1
由来のADH5ノックアウト、ADH5/ALDH2ダブルノックアウト細胞で調べた。非刺激状態でのSCEレベルは、こ

れらの細胞と野生型に違いを認めなかった。ところが、フォルムアルデヒドを少量（0.5 μM）添加したところ、

ADH5/ALDH2ダブルノックアウトにおいて著明なSCE誘導が認められた。健常人血液中のフォルムアルデヒド濃

度が50～100 μMと報告されている［9］ことを考えると、通常の細胞株の増殖中にはフォルムアルデヒドはほとんど

産生されていないのではないか、あるいは、産生されていても、ADH5以外の他の分解系で十分浄化できる程度の少

量が産生されるに過ぎないのではないかと考えられる。 
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図2．HCT116細胞由来のADH5/ALDH2ノックアウト細胞の増殖能 
HCT116細胞において、ゲノム編集を行い、各種遺伝子型の変異株を作成し、増殖を細胞数のカウントによって調べた。 

 

 

考 察 

 

我々が同定したアルデヒド複合型欠損症患者からiPS細胞を樹立し、インビトロの造血分化系によって分化能をテス

トしたところ、予想通り、分化能の低下がADH5遺伝子の再発現導入によって正常化する結果を得た。今後は、ALDH2
遺伝子を再導入する実験が必要と考えられる。しかし、これらの患者細胞では片方アレルがドミナントネガティブ効果

を示すとも言われているバリアント（Lys504）であり、むしろ、我々はALDH2活性化剤の添加を試すのが良いのでは

ないかと考えている。もしこれが造血分化を正常化するのに有効であれば、それは直ちにALDH2活性化剤がこの疾患

の造血不全の治療薬として有望であることを示唆する。ALDH2活性化剤は、Alda-1という名称で開発報告されており

［9］、実験用にすでに入手した。 
この疾患が、ADH5の変異のみで発症しているのか、それとも、ALDH2のバリアントが本当に病態に関与している

のかは、重要なポイントである。6例全てがALDH2遺伝子型がGAのヘテロ型で、日本人は半数がGGの野生型であるこ

とを考えると、確率的にはALDH2活性の低下が関与していることが考えやすい。さらに、我々のiPS細胞のノックアウ

トを利用したインビトロの造血分化系では、ADH5のシングルノックアウトは特に分化低下を示していない。また、マ

ウスの系でも、ヒトとの違いの可能性もあるが、ADH5のノックアウトは血液などに目立った問題は生じていないよう

でもある。今後、iPS細胞のインビトロ造血分化系で得られる細胞を利用して、細胞のゲノムにアルデヒドによるDNA
損傷が生じているかどうかを、DNA損傷応答の検出、アダクトの検出などによって、確認することが必要である。それ

によって、FAにおいてDNA損傷蓄積による幹細胞不全が生じているように、この疾患においても同様のメカニズムが

働いているかどうか、確認することが重要であると考えられる。 
さらに、なぜ血球分化においてはっきりとした表現型が出るのにも関わらず、通常の静的な培養条件では増殖に問題

なく、SCEも上昇してこないのかが問題である。分化の最中にアルデヒドの産生が高まっている可能性が考えられる。

アルデヒドのソースとして、ヒストンやDNAのメチル基を仮定すると、理解しやすいように思われる。分化中に脱メチ

ル化がゲノムのあちこちで進み、そのメチル基がフォルムアルデヒドに変換され、分化中のゲノム損傷の原因になって

いる可能性が考えられる。FAで修復不全の状況下ではアルデヒド代謝酵素が浄化しきれなかったゲノム損傷が蓄積し、

アルデヒド代謝酵素が複合欠損した場合、修復系で扱いきれない量のゲノム損傷が蓄積することが考えられる。FAと
アルデヒド代謝酵素複合欠損症の関係やヒトゲノムに19種類もコードされているALDHファミリー群の役割など、iPS
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細胞を利用した遺伝学的解析で、よりはっきりと解明することが重要と考えている。 
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