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研究成果の概要（和文）：ダイアモンド・ブラックファン貧血（DBA）は、リボソームのタンパク質合成過程の
異常に起因すると推測される。ゼブラフィッシュのDBAモデル（遺伝子の発現抑制による）を用いた解析では、
造血関連遺伝子に加え、糖鎖修飾に関与する遺伝子の翻訳効率が抑制されていた。その一つの遺伝子の機能を個
体レベルで解析したところ、赤血球造血に関与することが示唆された。また、ゲノム編集技術を用いたリボソー
ムタンパク質（RP）遺伝子変異モデルの系統を確立した。DBA発症機序をより詳細に解析できるツールを得るこ
とができたと考える。

研究成果の概要（英文）：Diamond-Blackfan Anemia (DBA) is a congenital disease, which is 
predominantly thought to be caused by abnormalities in protein synthesis. Our studies using 
zebrafish as a model (developed by knocking down zebrafish orthologous genes that are mutated in DBA
 patients) indicates that the expressions of genes involved in glycosylation modification are 
suppressed at translational level but not at transcription level. Functional analysis of one of 
those genes in vivo suggests that the gene is involved in erythropoiesis during early development of
 zebrafish. These data indicate the glycosylation pathway may be implicated in the pathogenesis of 
DBA. To address this important questions we have developed a zebrafish strain carrying mutations in 
DBA-associated ribosomal protein genes using CRISPR/Cas9, genome-editing technology. The results 
from these studies will provide new insights into rational design of new treatments.

研究分野：分子遺伝学
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１．研究開始当初の背景 

ダイアモンド・ブラックファン貧血（DBA）
は先天性の赤芽球癆で、骨格異常や心疾患を

伴う患者もいる。1999年に約 25%の患者でリ
ボソームタンパク質 S19 遺伝子（RPS19）が
変異していることが報告された。RPS19遺伝
子は、リボソームの構成因子のひとつである

が、当初はこのタンパク質単独の機能が貧血

の発症に関連すると推測された。しかし、そ

の後、次々と 10種類以上の RP遺伝子に変異
が確認された。RP 遺伝子と疾患との関連が
初めて示された例として注目を集め、全身に

存在する RP の異常がなぜ貧血を引き起こす
のか興味がもたれた。多くの研究者が精力的

に研究を行ったが発症機序の解明には至ら

なかった。 
リボソームの構造はきわめて複雑で、脊椎

動物の場合、4種類の RNAと 79種類のタン
パク質で構成される。しかし、タンパク質の

翻訳過程においてこれらの構成因子がどの

ような役割を果たしているのかは不明な点

が多い。リボソームの構成因子の異常は核小

体ストレスを引き起こし、細胞のアポトーシ

スを亢進させることが示唆され、貧血の原因

としてこの経路の解明が盛んに行なわれた。

しかし、私たちが行なったゼブラフィッシュ

の DBA モデルを用いた実験では、貧血発症
の主因はアポトーシスではないことが示唆

された。私たちは、リボソームの構成因子そ

れぞれが組織特異的な機能をもっているた

めに、それら遺伝子の変異によって特定の疾

患が引き起こされると推測した。これを解明

するために、ゼブラフィッシュの DBA モデ
ルを用いて、リボソームの翻訳効率の変動に

着目した解析を行なった。興味深いことに、

造血関連の遺伝子に加え、糖鎖修飾に関連す

る遺伝子の翻訳効率が抑制されていること

を見いだした。 
 
２．研究の目的 

ゼブラフィッシュのDBAモデルにおいて、
翻訳効率が低下する遺伝子に着目し、個体に

おいてこれら遺伝子が造血に関与すること

を確認した。さらに、これら遺伝子のタンパ

ク質での発現レベルを DBA 細胞モデルにお
いて解析することを試みた。さらに、ゲノム

編集技術を用いて RP 遺伝子に変異をもつゼ

ブラフィッシュを作製し、より詳細な発症機

序の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 

(1) 翻訳効率変動にもとづいた遺伝子リスト
を用いた解析 
 先行研究において、ゼブラフィッシュの

DBAモデルを用いたトランスクリプトーム
解析およびポリソームを形成する mRNA解
析により、5464個の遺伝子について翻訳効率
を算出した。この解析法がこれまでの知見や、

ゼブラフィッシュの表現型と一致するかど

うか解析を行なう。 
① 翻訳効率が低下する遺伝子について、定

量PCR法により発現変動の検証を行なう。 
② 翻訳効率が低下する遺伝子の発現をゼブ

ラフィッシュにおいて抑制し、赤血球造

血に異常が現れるかどうかを確認する。 
③ 特定の遺伝子群を抽出し、翻訳効率の変

動の傾向を解析する。 

(2) K562細胞を用いた解析 
 ヒト細胞の DBAモデルを用いて、タンパ
ク質レベルの発現が低下しているかどうか

を確認する。 

(3) ゲノム編集技術によるゼブラフィッシュ
モデルの作製 
 ゼブラフィッシュの DBA モデルは、モル
フォリノアンチセンスオリゴを用いてリボ

ソームタンパク質（RP）遺伝子の発現を抑制
することで作製した。DBA患者では、様々な
塩基配列の変異が報告されており、RP の発
現量のみでは DBA の発症機序を説明できな
い可能性も高い。そこで、より詳細な疾患の

分子メカニズムを解明するために、患者型変

異をもつゼブラフィッシュモデルの作製を

目指す。 
 

４．研究成果 

(1) 翻訳効率変動にもとづいた遺伝子リスト
を用いた解析 

① 先行研究で解析した遺伝子 5464個の
1.3%にあたる 75個の遺伝子は、翻訳レベル
で発現が抑制されていることが示唆された。

GO解析により、75個中９個が造血、５個が
糖鎖修飾の経路に関与する因子に分類され

た。そのうち、赤血球造血に関連する遺伝子

およびGPIアンカーに関連する遺伝子につい



て定量 PCR法により発現解析を行なった。そ
の結果、一つの遺伝子を除き、DBAモデルで
は翻訳レベルにおいて発現が抑制されてい

ることが示唆された。アポトーシス関連の遺

伝子については転写と翻訳において発現が

亢進していた。これらの結果は、DNAマイク
ロアレイおよび RNA-seq解析を用いた先行
研究のデータと一致した。 

② 翻訳効率が gata1 に次いで低下する pigq
遺伝子は、造血および糖鎖修飾の両経路に関

与する。この遺伝子に対してモルフォリノア

ンチセンスオリゴ（MO）を設計し、in vivo
での機能解析を行なった。翻訳を阻害する

MO（１種）、およびスプライシングを阻害す
る MO（２種）をそれぞれゼブラフィッシュ
の受精卵に注入し、48時間後にヘモグロビン
染色を施した。その結果、いずれのMOを注
入した場合も濃度に比例して赤血球数が減

少した。また、形態形成や色素の異常はほと

んど見られず、この遺伝子が初期胚において

赤血球造血に特異的に関与している可能性

が示唆された（下図）。 

 

③本研究で用いた翻訳効率を示した遺伝子

リストには 63 種類の RP遺伝子が含まれた。
これら遺伝子の発現は、転写レベルではほと

んど変動しなかった（0.8~1.2 倍）。一方、翻
訳レベルでは、rps19を除く 62個の遺伝子の
うち 56個の遺伝子の発現が 1.2~2.4倍となっ
た。rps19 遺伝子の発現量の低下によってリ
ボソームの生合成に影響があると推測され

るが、それを翻訳レベルで調節する機構があ

るのではないかと考えた。また、リボソーム

の構成因子の異常は核小体ストレスを引き

起こし、p53 を介したアポトーシス経路が亢
進することが示されている。アポトーシス経

路に関与する遺伝子を抽出したところ、これ

までの知見と一致して転写レベルおよび翻

訳レベルで発現量の増加が示唆された。 

(2) K562細胞を用いた解析 
 ヒト細胞において PIGQ の発現を解析する
ために、K562 細胞を用いて siRNA により
RPS19および RPS15A遺伝子をノックダウン
した。siRNAを細胞に導入後 48, 72, 96時間
において細胞から RNA を回収して逆転写反
応を行い、それぞれの遺伝子の発現レベルを

確認した。その結果、コントロール細胞と比

較して、RPS19遺伝子は約 20~40%、RPS15A
遺伝子は約 10%~30%の発現量に抑制されて
いることを確認した。これらの細胞を用いて

タンパク質の発現を確認したが、明らかな低

下が確認できなかった。RP 遺伝子の発現を
安定的に低下させるためにゲノム編集によ

る細胞モデルの作製が必要であると考えた。 

(3) ゲノム編集技術によるゼブラフィッシュ
モデルの作製 
 rps19 遺 伝 子 を タ ー ゲ ッ ト と す る
gRNA/trcrRNA/Cas9 タンパク質の RNP をゼ
ブラフィッシュの受精卵に注入し、ゲノム編

集による変異体の作製を試みた。RNPを注入
した胚の約 10%で生殖細胞での変異の導入
が起こると推測された。これまでに 7種類の
in/del をヘテロ変異でもつ個体の作製に成功
し、このうち１種類は F2 まで継代すること
ができた。ヘテロ変異の成魚を掛け合わせて

得られるホモ変異胚では、明らかな貧血を示

すことも確認した。RNPに加え、患者型の変
異を含む ssDNAを同時に注入することで、ゲ
ノムの特定箇所に目的の変異を導入するこ

とができると予想し、患者型変異をもつゼブ

ラフィッシュモデルの作製に着手した。これ

までのところ、目的の変異をもつ個体は得ら

れていないが、ssDNA の長さや RNP の注入
条件を変えて実験を継続している。 
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