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I. 遺伝性鉄芽球性貧血の原因遺伝子
　遺伝性鉄芽球性貧血は骨髄に環状鉄芽球
が見られる遺伝性の貧血症の総称で，原因
遺 伝 子 と し て 様 々 な 遺 伝 子 が 報 告 さ れ て
お り， 赤 芽 球 に お け る ヘ ム 生 合 成 や 鉄 代
謝，あるいはミトコンドリアの機能の維持
に重要な遺伝子が多く含まれる（表 1）．ま
た， 遺 伝 性 鉄 芽 球 性 貧 血 は 患 者 の 症 状 か
ら，貧血が主体となる非症候性遺伝性鉄芽
球性貧血と，貧血に加えて様々な全身性の
症状を伴う症候性遺伝性鉄芽球性貧血に分
類される（表 1）．非症候性遺伝性鉄芽球性
貧血の原因遺伝子は赤芽球にのみ，あるい
は赤芽球で強く発現しているもの（ALAS2 , 

SLC25A38）か， 鉄 - 硫 黄 ク ラ ス タ ー を ミ
トコンドリアのタンパク質に供給する役割
を 担 う も の（GLRX5 , HSPA9 , HSCB）で，
Online Mendelian Inheritance in Men （OMIM）
で は SIDBA1 -SIDBA5 と 分 類 さ れ て い る

（表 1）．このうち最初に遺伝性鉄芽球性貧血の
原因遺伝子として報告されたのは，赤芽球に
おけるヘム生合成系の律速酵素である赤芽球
型 5- アミノレブリン酸合成酵素（erythroid-
spec i f i c  5 - am ino l evu l i na te  syn thase , 
ALAS2）遺伝子で 1） ，その変異は X 染色体
連 鎖 鉄 芽 球 性 貧 血（X-linked sideroblastic 
anemia, XLSA）の原因として広く知られてお
り，本邦でも原因遺伝子としての報告例は最
も多い 2）．Taylor ら 3）によれば XLSA の患者
でコード領域に 91 種類の変異が報告されて
おり，そのほとんどはミスセンス変異である
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という．藤原ら 4）がまとめた XLSA の 154 家
系で 72 種類の ALAS2 変異を解析したとこ
ろ，最も多いのはミスセンス変異で（140 家
系），次に多いのが第一イントロンのエンハン
サー領域の変異（9 家系）で，それ以外のプロ
モーターの変異（1 家系）やフレームシフト変
異（2 家系），ナンセンス変異（1 家系），1 ア
ミノ酸欠失（1 家系）は少数であった．いずれ
にしても XLSA 患者で見られる ALAS2 遺伝
子変異のうち最も多いのはミスセンス変異で
あるが，その変異は ALAS2 タンパク質の特
定の領域に集中しているわけではない 3）．ま
た，XLSA 患者の約半数はビタミン B6（ピ
リドキシン＝ ALAS2 の補酵素であるピリド
キサールリン酸の前駆体）の投与により貧血
が改善するとされているが，ビタミン B6 反
応性と変異の位置についても明らかな関連は
認められないようである 3）．もっとも，正常
者におけるバリアントとして報告されていな
いとはいえ全ての変異について遺伝子型と表

現型との関連が確認されているわけではなく，
これまで報告された遺伝子変異の全てが疾患
の原因となっているかどうかは疑問も残る．
では XLSA の確定診断にいたるには遺伝子変
異の同定だけではなく，どのような検討が必
要なのだろうか．本稿では自検例を中心に，
ALAS2 遺伝子の変異（遺伝子型）と酵素活性
やヘモグロビン合成能の低下（表現型）との関
連をin vitro で検証する方法について以下に
概説する．

II. 遺伝子型と表現型との関連の確認方法
　 1．転写調節領域の変異
　プロモーターおよびエンハンサー領域にお
ける変異により遺伝性鉄芽球性貧血を発症す
る場合，ALAS2 遺伝子の転写効率が低下し
た結果としてタンパク質量が不足する事が発
症原因となることが予想される．したがって，
プロモーターアッセイを実施することにより，
当該変異が転写活性低下の原因となるかどう

                         
表 1．遺伝性鉄芽球性貧血の原因遺伝子

原因遺伝子

ALAS2
SLC25A38
GLRX5
HSPA9
HSCB
ABCB7
PUS1
YARS2
LARS2
TRNT1

SLC19A2
NDUFB11
MT-ATP6
mtDNA

疾患名

X-linked sideroblastic anemia (XLSA)
anemia, sidroblastic, 2, pyridoxine-refractory
anemia, sidroblastic, 3, pyridoxine-refractory
anemia, sidroblastic, 4
anemia, sidroblastic, 5
anemia, sideroblastic, and spinocerebellar ataxia
myopathy, lactic acidosis, and sideroblastic anemia 1
myopathy, lactic acidosis, and sideroblastic anemia 2
hydrops, lactic acidosis, and sideroblastic anemia
sideroblastic anemia with B-cell immunodeficiency, 
periodic fevers, and developmental delay
thiamine-responsive megaloblastic anemia syndrome
X-linked sideroblastic anemia
myopathy, lactic acidosis, and sideroblastic anemia 3
Pearson's Marrow Pancreas syndrome (PMPS)

OMIM 

SIDBA1 
SIDBA2
SIDBA3
SIDBA4
SIDBA5 

ASAT
MLASA1
MLASA2

HLASA
SIFD

TRMA

MLASA3

染色体

Xp11,21
3p22.1
14q32.13
5q31.2
22q12.1
Xq13.3
12q24.33
12p11.21
3p21.31
3p26.2

1q24.2
Xp11.3
mt DNA
mt DNA

 symbol 

 (300751)
 (205950)
 (616860)
 (182170)
 (619523)
 (301310)
 (600462)
 (613561)
 (617021)
 (616084)

 (249270)

 (500011)
　

遺伝形式

XLR
AR
AR
AD
AR
XLR
AR
AR
AR
AR

AR
XLR
mt
mt

症候性

-

-
-
-
-
+
+
+
+
+

+
+
+
+

　

N/A

(number) 

symbol 



かの確認が可能である．この場合，ルシフェ
ラーゼ遺伝子をレポーター遺伝子として用い
たプロモーターアッセイを実施して確認する
ことが一般的で，遺伝子発現に最低限必要な
プロモーター領域も含めて転写調節領域を含
めたレポーターベクターを作成して使用す
る．また，組織特異的な転写調節の有無を明
らかにするためには当該組織に由来する培養
細胞を用いて測定することが重要である．例
えば ALAS2 遺伝子の場合には，ALAS2 の
発現調節領域としては，近位プロモーター領
域 5），第 1 イントロンのエンハンサー領域 6），
第 8 イントロンのエンハンサー領域 7）の 3 ヵ
所が知られており（図 1A），いずれにおいて

も転写因子の GATA1 の結合配列が重要な
役割を果たすことが報告されている．このう
ち，XLSA 患者で変異が報告されているのは
プロモーター領域 8）と第 1 イントロンのエン
ハンサー領域 6, 9）の変異のみである．後者に
は様々な転写調節因子のシス配列が含まれる
が（図 1B），赤芽球特異的な転写因子である
GATA1 の結合配列を中心に点変異あるいは
欠失変異が XLSA 患者で同定されている（表
2）．我々は ALAS2 遺伝子の第 1 イントロン
のエンハンサー機能を明らかにし，さらには
XLSA 患者で同定された変異の影響を明らか
にすることを目的に，野生型の ALAS2 遺伝
子プロモーターと野生型あるいは変異型の第
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図 1．ヒト ALAS2 遺伝子の構造と遺伝子発現調節領域
　A．ALAS2 遺伝子の構造と遺伝子発現調節領域の位置関係．
　B．ALAS2 遺伝子の第 1 イントロンエンハンサー領域のシス配列．
　C．プロモーターアッセイに用いたレポーターベクターの構造．
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1 イントロンエンハンサーを組み合わせてホ
タルルシフェラーゼをレポーター遺伝子とし
て発現させるレポータープラスミドを作成し

（図 1C），赤芽球系培養細胞の K562 細胞に導
入してその活性を測定した 6）．GATA1 の結
合配列のコンセンサス配列は A/GGATAA/
T10）とされているが，患者の ALAS2 遺伝子
の第 1 イントロンエンハンサーではコンセン
サス配列の全てを含んだ 35 塩基対の欠失変異
のみならず，コンセンサス配列の AGATAA
が AGGTAA に 1 塩基が置換されただけでも
当該領域における GATA1 転写因子の結合
はほぼ完全に阻害され 6），かつプロモーター
活性も 1/5 以下に低下していた（表 2）．一
方，このコンストラクトのプロモーター活性
は線維芽細胞では野生型と変異型の間でほと
んど差がなかったことから，同エンハンサー
が赤芽球特異的に ALAS2 遺伝子の転写活性
を調節していることは明らかで，ALAS2 遺
伝子の第 1 イントロンのエンハンサー領域の
GATA1 結合配列が ALAS2 遺伝子の赤芽球
特異的発現に重要な役割を果たすことが明ら
かとなった．さらには同領域に変異を有する
XLSA 患者骨髄における ALAS2mRNA の発
現レベルが正常対象の 15% 未満に低下してい
たこと 6）とも合わせて，XLSA 患者で同定さ
れた同部の変異が XLSA の発症原因になりう
ると結論づけた．

　 2．コード領域における変異と組換えタンパ
ク質を用いた酵素活性の測定

　アミノ酸置換を伴うと予想されるコード領域
の変異の場合，cDNA に当該変異を導入して
glutathione S-transferase （ GST ），maltose 
binding protein （MBP）などとの融合タンパ
ク質として大腸菌で発現させ，GST 融合タン
パク質であれば glutathione sepharose，MBP
融合タンパク質であれば amylose resin を利
用して精製した後に酵素活性を測定すること
により，当該変異が酵素活性に直接影響する
かどうかを明らかにすることができる．我々
は XLSA 患者で同定された遺伝子変異に由
来する 13 種類の変異酵素を主に GST 融合
タンパク質として大腸菌で発現させて精製
し，酵素活性を測定した 11-16）（図 2）．その結
果，13 種類中 9 種類の変異酵素の活性は，補
酵 素 で あ る pyridoxal phosphate（PLP）を
酵素活性測定系に添加した状態（PLP 存在
下），あるいは添加しなかった状態（PLP 非存
在下）のいずれかあるいは両方で野生型と比
較して酵素活性が低下していることを確認し
た．一方，3 種類の変異酵素（p.Asp190Val, 
p.Arg 452Cys, p.Arg 452His）は野生型とほ
ぼ 同 等 の 酵 素 活 性 で，p.Val 562Ala 変 異 を
有する酵素は野生型よりも高い活性を示し
た．p.Val 562Ala 変異を有する患者試料は入
手できなかったので，doxycycline の添加量
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表 2．ALAS2 遺伝子の第１イントロンのエンハンサー配列で同定された変異

野生型

GGTA 変異

delGATA 変異

GACA 変異

CATA 変異

AATA 変異

塩基配列

--cctgcagaccacaGATAaagttgccagagtttatcgccattggggt--

--cctgcagaccacaGGTAaagttgccagagtttatcgccattggggt--

--cctgcag--------------------------------------------------------------------gggt--

--cctgcagaccacaGACAaagttgccagagtttatcgccattggggt--

--cctgcagaccacaCATAaagttgccagagtttatcgccattggggt--

--cctgcagaccacaAATAaagttgccagagtttatcgccattggggt--

プロモーター活性
（K562 細胞）

100%

17%

10.5%

n.d.

n.d.

n.d.

家系数

5

1

1

1

1

文献

6）, 9）

6）

9）

9）

未発表
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により転写量が調節できる培養細胞を用いて
野 生 型 の ALAS2 cDNA と p.Val 562Ala 変
異を持つ cDNA を線維芽細胞中でほぼ同レ
ベルで発現させたところ，mRNA の発現量
が同じでもタンパク質量は変異型の方が少
なかったことから，タンパク質の細胞内で
の安定性が低下しているものと推察した 16）．
一方，野生型とほぼ同等の酵素活性を示す
p.Asp190Val, p.Arg452Cys, p.Arg452His の
3 種 類 の 変 異 の う ち p.Asp190Val 変 異 酵 素
は ATP 特異的 succinyl CoA 合成酵素βサブ
ユニット（SUCLA2）との複合体の形成がで
きないことが報告されており 11），複合体形成
の異常が貧血発症の原因の１つと推察されて
い る． さ ら に Bishop ら 17）は，p.Met567Val
や p.Ser568Gly 変 異 酵 素 も SUCLA2 と の 結

合能が低下していることを報告している．ま
た，p.Arg452Cys，p.Arg452His については
Bishop らの検討 17）によれば，大過剰の基質
の存在下では酵素活性は低下しないが，詳細
にカイネティクスを調べてみると，succinyl 
CoA および補酵素である PLP との親和性が
これらの変異酵素では低下しており，そのこ
とが発症と関与しているらしい．以上をまと
めると，変異型組換えタンパク質の酵素活性
が低い場合には当該遺伝子変異が発症原因と
考えて差し支えがないと思われるが，時間当
たりの酵素活性が正常あるいは高値の場合に
は，一部の基質との親和性の低下や細胞内に
おけるタンパク質の安定性，あるいは他の分
子との複合体の形成に影響している可能性が
高いと考えられ，さらに詳細な検討が必要と
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図 2．ミスセンス変異を導入した組換え ALAS2 タンパク質の酵素活性
　　  野生型酵素の活性を 100% とした場合の比活性で示す．PLP (-) は Pyridoxal 

phosphate (PLP) 非添加条件下での酵素活性．PLP (+) は PLP 添加条件下での
酵素活性．

　　 D159N, p.Asp159Asn; F165L, Phe165Leu; R170C, p.Arg170Cys; R170L, 
p.Arg170Leu; D190V, p.Asp190Val; R294Q, p.Arg204Gln; R411C, p.Arg411Cys; 
R411H, pArg411His; G416D, p.Gly416Asp; R452C, p.Arg452Cys; R452H, 
p.Arg452His; V562A, p.Val562Ala; M567I, p.Met567Ile; S568G, p.Ser568Gly
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思われる．
　 3．疾患モデル細胞の樹立
　プロモーターアッセイを用いた場合でも，
組換えタンパク質を用いた場合でも，症状
や家系内の有病者を検索することにより当
該変異が発症原因である可能性を高い確率
で推定することが可能だが，遺伝子変異と
表現型（症状など）の直接的な関連を断定す
ることは困難である．それゆえに，疾患モデ
ル動物の作成を通して遺伝子変異と遺伝性疾
患との関連を直接的に証明する試みが行われ
ている．XLSA に関しても ALAS2 遺伝子の
knock-out マウス 18, 19）やゼブラフィッシュ 20）

を用いたモデル生物が作成され病態の解析に
利用されてきたが，貧血は観察されても典
型的な環状鉄芽球を観察することは困難で
あった．その原因としては，マウスにおいて
は ALAS2 遺伝子の完全な欠失が胎生致死で
あったことと，ゼブラフィッシュにおいては
鉄の代謝機構がヒトとは大きく異なることが
影響していると考えられた．一方，近年のゲ
ノム編集技術の普及は，培養細胞を用いてモ
デル細胞を樹立することを可能とした．実際，
我々は CRISPR/Cas9 システムを用いたゲノ
ム編集を利用して臍帯血由来の赤芽球系培養
細胞（HUDEP-2 細胞）の ALAS2 遺伝子のエ
ンハンサー領域に変異を導入し，赤血球に分
化させることにより，環状鉄芽球をin vitro
で観察することに世界で初めて成功し，こ
れにより，ALAS2 遺伝子第 1 イントロンの
エンハンサー内の GATA 結合配列の変異に
より環状鉄芽球が形成されうることを証明し
た 21）．その後，同様に ALAS2 遺伝子のエン
ハンサーに変異を導入した iPS 細胞由来の赤
芽球系培養細胞を用いてin vitro で環状鉄芽
球が観察されることが報告され 22），さらには
CRISPR/Cas9 と鋳型 DNA を同時に細胞内に
導入して部位特異的相同組み換えを誘発する
方法により ALAS2 遺伝子にミスセンス変異

を挿入したモデル細胞を樹立することが可能
である事も報告されている 23）．

III. まとめ
　遺伝子変異と表現系との関連をin vitro で
明らかにするには様々な方法が用いられるが，
現在までの ALAS2 遺伝子変異と XLSA との
関連を明らかにする方法について我々の行っ
てきた試みを中心に概説した．XLSA につい
ては ALAS2 遺伝子の機能欠失型変異により
発症することはほぼ疑いないと考えられてい
るので，いずれかの方法により機能欠失型変
異であること（プロモーター活性の低下，あ
るいは酵素活性の低下や遺伝子産物の半減期
の短縮，など）が証明できれば確定診断とし
て良いのではないかと考えている．ただし，
酵素活性については ALAS2 タンパク質の C
末端の約 30 アミノ酸が酵素活性の抑制機能
を持つこと 16, 24）が報告されていることなど
から，C 末端の欠失が遺伝子組換えタンパク
質の酵素活性に大きく影響する可能性があり
注意が必要である．特に，N 末端に精製用の
GST ペプチドや MBP ペプチドを用いた場合
には精製の過程で C 末端が限定分解を受ける
ことが少なからず認められた（未発表データ）
ため，現在我々は ALAS2 タンパク質の C 末
端を保護する形で精製を進めることが可能で，
最終的には余分なペプチドをほとんど含まな
い組換えタンパク質が得られる方法を用いて
組換えタンパク質を精製し，酵素活性の測定
を行っている 16）．可能であれば，以前に測定
した変異酵素もこの方法で精製した組換えタ
ンパク質を用いて酵素活性を測定してみたい
と考えている．
　ゲノム編集を用いたモデル細胞の作成は今
後さらに様々な疾患で実施されるものと期待
される．既に述べたように XLSA のモデル細
胞の樹立は複数のグループから報告されてお
り，XLSA の病態の解析に利用されている．
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例えば，脱核するまでの分化誘導は困難なが
ん細胞由来の K562 細胞を用いた場合には環
状鉄芽球は観察されず，脱核するまで分化誘
導が可能な非腫瘍性の培養細胞（HUDEP2 細
胞）を用いて赤芽球から赤血球に向けての分
化誘導を行った場合にのみ環状鉄芽球の観察
が可能であったこと 21）から，赤芽球の分化過
程の比較的後期においてヘモグロビンの合成
のために大量の鉄が細胞内に取り込まれるこ
とが環状鉄芽球の形成には必要であると推測
される．また，環状鉄芽球を形成した細胞は
鉄が関与する細胞死（ferroptosis）を起こし
やすい可能性が，やはりモデル細胞を用いた
実験により指摘されている 23）．このようにモ
デル細胞を用いた XLSA の病態の解析はすで
に進められているが，我々や他のグループが
確立したモデル細胞の樹立方法は，ALAS2
遺伝子のみならず遺伝性鉄芽球性貧血の他の
原因遺伝子の変異が環状鉄芽球の形成と直接
的に関連するか否かの解析にも有用であると
予想され，さらには鉄芽球性貧血のみならず，
様々な遺伝性の赤芽球系疾患の病態や治療法

の開発に資するものと期待されている．しか
しながらモデル細胞の樹立には時間がかかる
こと，あるいはモデル細胞に利用できる培養
細胞は今のところ女性由来の細胞しかない

（主に男性で発症する XLSA などの場合には
最適なモデルとは言い難い）ことなど，今後
さらに解決すべき問題も少なくない．現時点
では変異の種類に適した方法で機能喪失型変
異であることを確認していくのが現実的であ
ると考えている．

　
　本綜説の作成にあたり，継続的に議論をしてくだ
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　 Erythroid-specific 5 -aminolevulinate synthase 
(ALAS 2 ) is the rate-limiting enzyme for heme 
biosynthesis in erythroid cells, and the genetic 
mutations cause X-linked sideroblastic anemia. 
Although more than 90 kinds of genetic mutation 
of the gene have been reported previously, the 
genotype-phenotype relationship has experimentally 
examined only a part of these cases. We have 

previously identified approximately 20 kinds of 
mutation of the ALAS 2 gene in patients with 
X-linked sideroblastic anemia and have reported 
them with experimental data as the cause of the 
disease. In this review article, we will discuss the 
role of in vitro  analysis in diagnosing congenital 
sideroblastic anemia.

Abstract




