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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

① Diamond-Blackfan貧血の新規原因遺伝子の同定と病態解明 

 稀少小児遺伝性血液疾患を対象とした小児血液・がん学会における中央診断事業におけるターゲット

シークエンスを実施した。臨床的に Diamond–Blackfan貧血と診断された 26例中 12例（46％）に既報の

遺伝子変異を認めた。 

 新規原因遺伝子を同定するため、原因遺伝子が不明な DBA 臨床検体について、両親も含めたトリオ検

体（１４家系）の全エクソンシーケンス（WES）を行った。さらに、WES でも原因不明のトリオ検体（１

３家系）の全ゲノム解析および 19例の DBAについて、RNA-シーケンス解析を進めた。 

 WESで RPS15Aを含む新規原因候補遺伝子を同定した。RPS15A遺伝子の機能解析をゼブラフィッシュや

赤芽球細胞株を用いた系で行った。まず、新規原因候補遺伝子 RPS15Aの変異の影響をみるため、ヒト赤

芽球系培養細胞 K562 に CRSPR/Cas9 システムでゲノム編集し患者でみられた変異を導入した。ターゲッ

トディープシーケンスで３日ごと１２日目まで培養細胞を解析したところ、患者で認められた RPS15A変

異を導入した細胞の比率低下を認め、この変異が細胞増殖の抑制に働くことが示唆された。さらに、ゲ

ノム編集で RPS15A 変異をヘテロに導入した K562 細胞では、プレリボゾーム RNA (pre-rRNA)のプロセッ

シングの障害を認めた。次に、RPS15A のスプライシング変異をゼブラフィッシュに導入し、赤血球造血

能の低下と形態形成異常が誘導されることを明らかにした。これらの結果より、RPS15A が新規の DBA 遺

伝子であることが明らかとなり、最近 Haematologica に報告した。 

 

② DBA患者データベース構築（臨床情報および検体収集） 

 我々は今までに先天性赤芽球癆(Diamond Blackfan 貧血; 以下 DBA)患者における診断バイオマーカー

として赤血球アデノシンデアミナーゼ活性（eADA）、還元型グルタチオン(GSH)の同時測定が有用である

ことを明らかにしてきた。今年度は新たに DBA 疑い 10症例を解析し、有用性を確認した。なお、この判

別式は、厚労省難治性疾患政策研究事業「先天性骨髄不全研究班」の DBA 診断基準に小支持基準として

採用されることになった。 

 DBAの輸血依存例に対しては、根治のために造血細胞移植が推奨されている。これまで DBAに対しては

骨髄破壊的前処置による造血細胞移植が行われてきたが、非悪性疾患であり、発がんリスクのある DBA

では、強度を低減した前処置による造血細胞移植が理想である。私たちは、輸血依存の RPS19 変異によ

る 3例の DBAに対し、事前にブスルファン（BU）の血中濃度測定を行い、至適投与量設定を行った target 

BU+フルダラビン+ウサギ抗リンパ球グロブリンによる前処置ののち、非血縁者間骨髄移植を施行した。2

例で生着が得られたが、1例拒絶となり、臍帯血移植による再移植を必要とした。DBAに対する造血細胞

移植の至適時期と前処置法の検討を継続中である。 

 DBA患者数を、悉皆生の高い患者登録システムである日本小児血液・がん学会年次疾患登録データから

情報提供頂いて 2006 年から 2015 年までの推移を観察すると、この間に８８例が診断され、年平均 6-9

例であった。我々は、臨床情報と遺伝情報を含む 180 例の DBA 患者データベースを構築した。全ての症

例で遺伝子診断を施行し、103 例（57%）で原因遺伝子を同定した。治療経過などについて追跡調査を行

った。 DBA の近縁疾患例の収集も進めている。  
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Summary of the research progress 

1. Identification of novel causative genes for Diamond-Blackfan anemia and clarification of the pathology  

    We conducted a target sequence for rare pediatric hereditary hematological disorders as the central review 

project of the Japanese society of pediatric hematology / oncology. Of the 26 patients who had clinically diagnosed 

Diamond-Blackfan anemia (DBA), 12 (46%) had previously known genetic mutations. To identify new mutations 

responsible for DBA, we performed whole-exome sequencing (WES) of 14 trio-samples including patients and 

their parents with no documented mutations/deletions involving known DBA genes. Furthermore, we carried out 

whole genome sequencing for 3 trio samples and RNA-sequencing for 19 DBA patients, whose causative mutations 

we failed to identify by WES.  

     Novel DBA candidate genes including RPS15A were identified by WES. We used a human erythroid cell line 

and zebrafish as model systems to determine the consequences of the DBA-associated mutation. We first performed 

CRISPR/Cas9 genome editing in the human erythroid cell line K562 to validate the effect of the 

RPS15A-deficiency on erythroid lineage cells. We analyzed allele frequency in bulk DNA of each culture by 

targeted next generation sequencing once every 3 days up to 12 days. The allele frequency of the DBA-associated 

RPS15A mutation was significantly decreased. These results suggested that the RPS15A mutation observed in the 

patients suppressed cell proliferation. Furthermore, a stable K562 subline with a heterozygous RPS15A mutation 

showed disturbed pre-ribosomal RNA processing. We inhibited the splicing of the DBA candidate gene in 
zebrafish, whose mutation was identified by exome sequencing of the patients. The zebrafish showed a 

marked reduction of erythrocyte production and morphological abnormalities. These results suggest that this gene 

is in fact responsible for DBA onset. These findings were recently published in Haematologica.  

2. Construction of DBA database of clinical information with patients’ samples 

     We have elucidated that simultaneous measurement of red blood cell adenosine deaminase activity (eADA) 

and reduced glutathione (GSH) is useful as diagnostic biomarker for patients with DBA. In this fiscal year, we 

analyzed 10 new cases suspected of DBA and showed the usefulness of simultaneous eADA/GSH measurement. 

Finally, the Congenital Bone Marrow Failure Syndrome Study Group supported by Research on Intractable 

Diseases of the Ministry of Health, Labour and Welfare adapted the discriminant using eADA/GSH as minor 

supporting criteria for the diagnosis of DBA.  

     Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (HCT) has been recommended to transfusion-dependent 

patients as the curative treatment. Although myeloablative conditioning regimens have been used for patients to 

avoid the graft failure, reduced intensity conditioning (RIC) regimens may be suitable for the patients because of 

the cancer predisposition. We conducted HCTs from unrelated donors with RIC regimens consisting of targeted 

busulfan, fludarabine and anti-thymocyte globulin (rabbit) for 3 patients. Complete donor chimerism was 

successfully achieved in all patients, although one needed consecutive umbilical cord blood transplantation because 

of the early graft failure. We have continued to explore the optimal timing and HCT regimens for DBA. 

     DBA patient numbers was referred to the patient annual registration system conducted by Japan Society of 

Pediatric Hematology Oncology (JSPHO). Between 2006 and 2015, total 88 DBA patients have been registered. 

Average patient number is 6-9 per year. We constructed database of clinical and genetic information for 180DBA 

patients. We performed genetic analysis for all these patients. The causative genes were identified in 103 patients 

(57%). We conducted follow-up survey including treatment progress for these patients. We also collected samples 

for DBA-related disorders.   
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