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1.  要旨 

 ダイアモンド・ブラックファン貧血 (Diamond–Blackfan anemia : DBA) は, リ

ボゾーム蛋白異常によって生じる赤芽球癆で, 新生児期の貧血および一部で身

体奇形を合併する. 臨床的特徴が多様で, 原因となるリボゾーム蛋白遺伝子も

多数存在するため, 新生児期に DBA と確定診断し, 適切な治療を行うことが困

難である. 本研究では, 全エクソーム解析 (whole-exome sequencing; WES) を用

いて最終診断した 3 組の母子例について報告する. 貧血の重症度や治療反応性

は各母子間で異なり, 低身長, 翼状頸, 母指球形成不全などの特徴的な身体奇形

を認めた症例は, 母 1 名のみだった. この母は RPL11 (exon 2, c.58_59del) のフ

レームシフト変異があり, 子は一過性の新生児貧血を認めたがリボゾーム蛋白

遺伝子の変異はなかった. 他の 2 組の母子では, それぞれ RPS19 (exon 4, 

c.185G>A) のミスセンス変異と RPS7のスプライシング変異 (exon 3, c.76-

1G>T) を同定した. それぞれの変異と別に, 貧血を来し得る遺伝子変異はなか

った. 本研究は, WES がヒトリボゾーム病の迅速かつ正確な診断を得るために

有用であることを示唆した. 

 

2.  研究の背景 

 ダイアモンド・ブラックファン貧血 (Diamond–Blackfan anemia; DBA) は乳児

期に発症する先天性赤芽球癆であり [1, 2] , リボゾーム蛋白質遺伝子のハプロ

不全によって発症する. 骨髄所見で赤芽球低形成を認め, 約半数の症例で低身

長や頭部・顔面、上肢、心臓、腎・泌尿器系の身体奇形を合併する. また, 急

性骨髄性白血病や骨肉腫などの悪性腫瘍を合併することがある [3] . DBA の原

因遺伝子として, リボゾーム蛋白の大サブユニット (ribosomal protein large 

subunit; RPL) を構成する RPL5, RPL11, RPL27, RPL35A, 小サブユニット 

(ribosomal protein small subunit; RPS) を構成する RPS7, RPS10, RPS17, RPS19, 

RPS24, RPS26, RPS27Aといった遺伝子変異が明らかになっている [4-13] . また, 

これらの遺伝子を含む大欠失を認めた症例も報告されている [14] . 遺伝子変異

によって, リボゾーム RNA 前駆体から成熟リボゾーム RNA へのプロセシング

や, 大サブユニット・小サブユニットの構造および mRNA との複合体であるポ

リソームの構造に関与する機能が欠損し, 赤血球低形成が生じると考えられて
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いる. また, 赤芽球減少症を発症した一部の患者には, GATA1 遺伝子の変異ま

たは発現低下を認めたという報告もある [15, 16] . また, DBA の主要な発症機

序として, マウス二重微小染色体 2 (ヒトでは HDM2) の抑制による p53 の活性

化が病因であると考えられている [17, 18] . 一部の患者で認める身体奇形の発

症機序は不明であり, リボソームの蛋白質合成以外の機能によって説明される

可能性がある. 遺伝子型と表現型との関連について, DBA レジストリに登録さ

れた情報はあるが, DBA 患者の出産や浸透率についてはわかっていない. 本研

究では, DBA が疑われる 3 組の母子について全エクソーム解析 (whole-exome 

sequencing; WES) を用いて診断した. 6 名中 5 名は特徴的な身体奇形を認めなか

った. 6 名中 5 名で RPL11, RPS7, RPS19のヘテロ接合性変異を認め, 一過性新生

児貧血を認めた乳児は変異を認めなかった. 
 

３.  対象と方法 

3-1)  患者 

乳児期早期に赤芽球癆を発症し治療を受けた日本人の母親 3 名と, その子 3

名を対象とした. 子 3 名はいずれも新生児期に貧血を認めた. 母親にインフォ

ームド・コンセントを得た後に WES を行った. 本研究は, 九州大学病院の倫理

審査委員会 (441-00, 488-00 九州大学) の承認を得て行った. 

 

3-2)  赤血球酵素活性測定 
赤血球酵素活性および解糖中間体は, 国際血液学標準化委員会 (International 

Committee for Standardization in Haematology) によって標準化された方法で測定

した [19] . 

 
3-3)  WES と生殖細胞変異の検出 
末梢血からの DNA 抽出には GenElute Blood Genomic DNA Kit (Sigma-Aldrich

社, ミズーリ州セントルイス, アメリカ合衆国) を用いた. エクソンシーケンス

に関しては, SureSelect Human All Exon V5 Kit (Agilent Technologies 社, カリフォ

ルニア州サンタクララ, アメリカ合衆国) を用いて, ゲノム DNA のエクソン領

域のみを濃縮した. その後, 100 bp ペアエンドリードによる HiSeq2000 プラット

フォーム (Illumina 社, カリフォルニア州サンディエゴ, アメリカ合衆国) を使
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用し大規模並列処理シーケンス (massively parallel sequencing) を行った. 生殖

細胞変異の検出に, 以前別の遺伝子変異を検出した際に用いた解析手順 [21] 

を一部改訂したものを用いた. データ解析プログラムには Burrows–Wheeler 

Aligner を用いて, 得られた配列データとリファレンスゲノム配列 (hg19) を照

合した. PCR 由来の重複配列を除去した後, アレル頻度が 0.25 を超える一塩基

多型およびアレル頻度が 0.2 を超える挿入・欠失を病的変異として検出した. 

平均カバレッジ (得られた配列データの 1 塩基につきリファレンス配列と照合

した回数の平均値) は 109× (87×-123×) で, 全体の 96%を超える塩基がリファレ

ンス配列と 10 回以上照合した.  

 

４.  結果 

4-1)  臨床所見と治療経過 
3 家族の家系図を図 1 に示す. 3 家族とも子は 1 名で, 母子 6 名全員が乳児期

初期に貧血を発症した. 貧血, 身体奇形, 悪性腫瘍の家族歴はなく, 血族婚もな

かった. 6 名の臨床症状と治療反応を表 1 に示す. Mother-1 は, 赤芽球減少症に

加えて低身長, 翼状頸, 母指球形成不全, 舌の色素沈着を認めた. 2 歳時に DBA

と臨床的に診断され, プレドニゾロン (prednisolone; PSL) 経口投与を継続して

いた. 以降, シクロスポリン-A (cyclosporine-A; CSA) とダナゾールを追加する

ことで貧血が改善し, PSL の減量が可能となったが離脱することはできなかっ

た. 服薬遵守が不十分であったため, 成人になるまで時折赤血球輸血が必要で

あった. 妊娠を契機に CSA とダナゾールを中止し, PSL 療法と定期的な赤血球

輸血および除鉄療法によって貧血の経過は安定していた. 妊娠経過良好であり, 

身体奇形のない健康な満期産児 (Child-1) を出産した. Child-1 は生後 1 か月時

に貧血と網状赤血球減少症を認めたが, その後ヘモグロビン濃度は生後 6 か月

時には標準範囲まで上昇した. Family-2, Family-3 については, いずれも身体奇形

は認めなかったが難治性貧血を認めた (表 1) . Mother-2 は輸血非依存状態なが

ら PSL 依存性の貧血があり, 一度 PSL を中止したが妊娠後から貧血の進行を抑

制するために PSL を再開した. 妊娠経過良好で, 身体奇形のない満期産児 

(Child-2) を出産した. Child-2 は新生児期に貧血を発症し, PSL 療法に反応せず

輸血依存状態となった. Mother-3 は乳児期初期に貧血を認め, PSL 療法によって

貧血の進行はなく最終的に PSL を中止できた. 妊娠後も無治療で貧血の進行な
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く, 満期産児 (Child-3) を出産した. Child-3 は新生児期に貧血を発症し, PSL 療

法によって貧血は改善し輸血非依存状態であるが, PSL 依存状態であった.  
 

4-2)  赤血球酵素活性スクリーニングと遺伝子診断 
赤血球アデノシンデアミナーゼ (adenosine deaminase; ADA) 活性と還元型グ

ルタチオン (glutathione; GSH) 値が DBA 患者に特異的な所見を示したという報

告がある [19] . しかし, Family-1, Family-2 は赤血球輸血を複数回施行していた

ため, 正確な赤血球酵素活性を測定できなかった. 赤血球輸血歴のない Family-

3 のみ赤血球 ADA 活性および還元型 GSH が高値であり, DBA と診断できた 

(表 1) . また, Mother-2 から採取した DNA を用いた Sanger 法によるシーケンス

では RPS19の変異を確認できず, Family-3 については RPL14, RPL17, RPL35A, 

RPS10, RPS14, RPS24についても解析したが変異は確認できなかった. しかし, 

WES によって Mother-1 に RPL11 (exon 2, c.58_59del, p.20_20del [frameshift]) の

ヘテロ接合性変異を, Child-1 には同変異がなかったことを同定できた. また, 

Family-2 では RPS19 (exon 4, c.G185A:p.R62Q [missense]) のヘテロ接合性変異を, 

Family-3 では RPS7 (exon 3, c.76-1G>T [splicing error]) のヘテロ接合性変異を同

定した. そして Child-3 以外の症例について, Sanger 法によるシーケンスで各変

異を確認した. また, その他の遺伝性骨髄不全症候群の原因となり得る変異は

認めなかった. 

 

５.  考察 

本研究では, 臨床症状や治療反応性がさまざまであった母子に対して, WES

を用いることで一度に DBA の診断を行うことができた. また, 身体奇形の無い

2 名の母 (Mother-2, 3) から出生した子 (Child-2, 3) は同じ変異を有していた. 

一方, 身体奇形のある母 (Mother-1) から出生した子 (Child-1) は一過性貧血を

認めたものの変異はなかった. 赤血球酵素活性スクリーニング検査については, 

繰り返し赤血球輸血を施行している患者ではしばしば偽陰性となるため [22] , 

今回は Family-3 の母子にのみ有用であった. WES は, DBA の診断に非常に有用

な方法であった. 

新生児貧血は周産期感染症, 遺伝性骨髄不全症候群およびその他の母体また

は胎盤の状態に関連して発症する. また, 新生児期は髄外造血であるため, 無効
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造血と新生児期の生理的溶血を鑑別することが困難であり, 新生児期初期に

DBA を診断することは困難である [23] . 乳児期の代表的な赤芽球癆として一

過性小児赤芽球癆 (transient erythroblastopenia of childhood; TEC) があり, DBA

との鑑別が必要となる [24] . TEC は診断確定のための検査はなく除外診断とな

り, 発症後数か月以内に自然寛解する. DBA 患者の赤血球 ADA 活性値は TEC

患者より高値 [22] であることから, 赤血球 ADA 活性の測定は DBA との鑑別

において有用な指標となり得る. 一方, 網状赤血球の酵素活性値は成熟赤血球

と比較して生理学的に高値であり, 赤血球輸血を施行した新生児には適用でき

ない. Child-1 は生後 1 か月で一過性貧血を認めたが, Mother-1 で認めた RPL11

変異はなかった. その後, Child-1 の貧血は自然軽快し正常な成長と発達が確認

された. この一連の経過において, 多様な遺伝子型-表現型関係を示す DBA と

TEC との鑑別に WES が有用であった. 

WES を用いた診断方法では, その特異性と実現可能性が主な懸念事項である. 

DBA 患者の約 60%がリボゾーム蛋白遺伝子のヘテロ接合性変異を有している. 

最近の研究では, DBA の主な原因は RPS19遺伝子の変異であり, 人種差なく 20

〜25%を占めるということがわかった [25] . しかし, 他のリボゾーム蛋白遺伝

子変異については集団間で発生率が異なり, ほとんどの DBA 症例は孤発例で, 

de novo リボゾーム蛋白遺伝子変異を認めている [2, 13] . 原因となるリボゾー

ム蛋白遺伝子の数が増加していくことを考慮すると, 80 のリボゾーム蛋白遺伝

子を全て調べることは, 典型的な型を持たない DBA 患者の診断に有用となり得

る [13, 26] . また, リボゾーム以外の遺伝子である GATA1遺伝子の変異を有す

る患者で, DBA の表現型を示した症例が報告されている [15] . リボゾーム蛋白

遺伝子に GATA1遺伝子を含む検査セットは, WES よりも DBA の診断に有用な

可能性がある. WES を実施するための費用は低くなっているが, 現時点では費

用対効果の問題は無視できない. DBA 患者の 30〜40％は, 既知の原因遺伝子は

検出されない. 他の遺伝性骨髄不全症候群の除外は, 正確な診断のために必須

である [27]. 骨髄不全症候群の原因となる新規遺伝子の数は増加傾向である. 

最も一般的な先天性貧血である Fanconi 貧血は, 多数の関連分子によって

Fanconi 遺伝子という複合体を形成する. したがって, ターゲットシーケンスの

パネルは急速に改訂され続けている. Family-2 の RPS19変異は, 従来のスクリー

ニング検査では同定できなかったが, WES によって同定することができた. 

Sanger 法によるシーケンスを用いたリボゾーム蛋白遺伝子の研究では偽遺伝子
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がしばしば問題となる. 本研究の解析の精度は, DBA などのリボソモパシーの

遺伝子診断に十分であることがわかった. 本研究の成果から, WES は DBA の診

断を決定するための強力な手段であることが明らかになった. WES を用いた

DBA 診断の限界の 1 つに, 逆位や大きな欠失といった構造異常を見落としてし

まう可能性がある. なお, 大きな欠失については日本のコホートではほとんど

報告されていない. 

DBA 患者のステロイド治療に対する反応を評価するには数週間が必要であ

る. 患者の 60%以上が PSL および赤血球輸血に依存するようになる [29] . 乳児

期初期の PSL 長期投与はニューモシスチス肺炎の致命的な合併症を引き起こ

す. DBA の臨床診断のみで高用量のステロイド療法を長期継続する可能性があ

る. また, ステロイド治療が長期化することでステロイド累積投与量が増加す

るだけでなく, 重症感染症のリスクや乳児期初期の生ワクチン接種の必要性に

ついても懸念される. 免疫不全を伴う他の骨髄不全症が除外され, DBA と正確

に診断できるのであれば, 麻疹・水痘・BCG などの免疫を獲得するための生ワ

クチン接種を可能にするため, 早期に一時的にステロイド療法から赤血球輸血

と除鉄療法に切り替えることが可能となる. これらのワクチンは, 高用量のス

テロイド療法が必要な乳児に致命的な感染症を引き起こす. 骨髄不全症の乳児

に対して最適な個別化医療を実現するために, 早期の遺伝子診断が必要である. 

 

６.  結語 

本研究では, DBA の母親と, 新生児期に貧血を認めた子の遺伝子診断に WES

が有用であることが示唆される. 今後, DBA 患者の家族に対して WES を用いた

研究を進めることで, 貧血や身体奇形の浸透率や母子の最適な治療管理の検討

につながっていくことが期待される. 
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図 1. 3 組の母子の家系図 

母はそれぞれ乳児期早期に発症した貧血が遷延した状態で 1 人の子を出産し

た. WES で同定した各リボゾーム蛋白遺伝子変異は, 子 3 以外は Sanger 法によ

るシーケンスで確認した. 

 

 

 
表 1. 3 組の母子の臨床症状, 治療経過および検査所見 

a) 低身長の定義：同年齢の日本人の身長の-2.5SD 未満を示した場合 

b) 各検査の基準範囲：ADA 0.87-1.59 UgHb, 還元型 GSH 65.9-88.5 mg/dl RBC  

nt：未検査 

 
 
  

Figure 1

Family-1 Family-2 Family-3

母1 子1 母2 子2 母3 子3

年齢 (歳) 38 3 38 3 28 3

性別 女 男 女 男 女 女

身体的特徴

低身長a あり なし あり なし あり なし

奇形 あり なし なし なし なし なし

貧血

発症時期 乳児期早期 新生児期 乳児期早期 新生児期 乳児期早期 新生児期

治療反応 輸血依存 自然寛解 ステロイド依存 輸血依存 ステロイド離脱 ステロイド依存

ADA/GSH活性b nt nt nt nt 2.51/85.0 1.64/93.6

遺伝子変異 RPL11 なし RPS19 RPS19 RPS7 RPS7

Exon 2, c.58_59del:p.20_20del Exon 4, c.G185A:p.R62Q Exon 3, c.76-1G>T
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