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研究成果の概要（和文）：リボソームはすべての生物に不可欠なタンパク質の合成工場である。最近、リボソームの異
常が細胞のがん化や骨髄不全などの原因となる可能性が示された。本研究は、リボソームの異常に起因する「リボソー
ム病」発症の分子機構を解明することを目的とした。ゼブラフィッシュを用いた疾患モデルの解析により、リボソーム
病発症に関わる重要な因子を同定した。また、研究推進に不可欠なデータベースの整備を行った。

研究成果の概要（英文）：The ribosome, as the protein synthesis machinery, is essential to all organisms. R
ecently, it became clear that ribosomal abnormalities cause pleiotropic effects that may manifest as speci
fic disease conditions in humans called ribosomopathies. To investigate the molecular pathogenesis of ribo
somopathies, we developed zebrafish models of the diseases and found important factors that may link to th
e disease pathogenesis. In addition, we also developed databases that serve as a basis for the study of ri
bosomopathies.
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１．研究開始当初の背景 
	 リボソームは、すべての生物に不可欠な細
胞内マシナリーである。RNAとタンパク質か
らなる巨大な複合体で、遺伝情報の翻訳装置
として重要な役割を担っている。1999年にダ
イヤモンド・ブラックファン貧血（DBA）の
患者でリボソームタンパク質遺伝子に変異
が見つかり、リボソームの異常が必ずしも致
死とはならず疾患を引き起こすことが明ら
かとなった。その後、造血障害を示す多くの
疾患でリボソームの異常が同定され、これら
一群の疾患は「リボソーム病」と呼ばれるよ
うになった。しかし、ユビキタスに存在する
リボソームの異常がなぜ特定の組織や細胞
にのみ影響を与えるのか、大きな謎であった。 
	 申請者は、早くからリボソームの異常と疾
患の関連に注目し、リボソーム病の概念を提
唱していた（Genome Res, 1998）。これを検証
するために、リボソーム構成遺伝子、特に、
ヒトリボソームタンパク質（RP）遺伝子群の
ゲノムレベルでの系統的な解析に取り組み、
染色体マッピング、塩基配列の決定、プロモ
ーター解析などで多くの実績をあげてきた。
本研究計画は、これらの基盤をもとにリボソ
ーム病発症の分子機構を解明することを目
指して立案された。 
 
２．研究の目的 
	 ユビキタスに存在するリボソームの変異
が、なぜ特定の部位に障害をもたらすのか？ 
リボソーム病の病態は、RPの変異や rRNAの
修飾が特定組織の mRNA の翻訳効率に影響
を与えた結果であると考えている。これを検
証するために、リボソーム病のゼブラフィッ
シュモデルを作製し、①DBA発症に関わる制
御因子を同定する。②腫瘍形成を促進する因
子を同定する。③先天性角化不全症（DC）発
症に関わる制御因子および RNA 修飾の生理
的意義を解析する。以上の解析を通して、リ
ボソーム病発症の分子機構を明らかにする
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）DBAモデルの解析 
	 DBA 患者で最も多くの変異が同定されて
いる RPS19のノックダウン胚（DBAモデル）
を用いて、ショ糖密度勾配遠心によりポリソ
ームのパターンを解析した。ノックダウン胚
とコントロール胚を比較してリボソームの
活性変化を検討した。次に、ポリソーム画分
から mRNA を抽出して、 DNA チップ
（Affymetrix）および次世代シーケンサーで
mRNAの翻訳レベルを解析した。それぞれの
翻訳レベルを比較し、RPS19の生成阻害によ
り翻訳効率が変動した遺伝子を同定した。 
 
（２）p53活性化機構の解析 
	 リボソーム病（発がんを含む）の発症と p53
経路の活性化の関係を調べるために、p53 変
異ゼブラフィッシュを用いて RP 遺伝子をノ

ックダウンした。また、野生型においても p53
と RP 遺伝子の二重欠損モデルを作製し、リ
ボソーム病発症における p53の関わりを解析
した。 
 
（３）発がんモデルの作製・解析 
	 RP 遺伝子のノックダウン胚は 1 週間程度
で致死となるため発がんモデルとしては適
さない。この問題を解決するために、Tol2ト
ランスポゾンのシステムを用いて RP 遺伝子
に対する miRNA を組織特異的に発現させる
ことで、RP の欠損と発がんとの関連を解析
した。 
 
（４）RNA修飾欠損モデルの作製・解析 
	 先天性角化不全症（DC）患者で変異が同定
されたディスケリン（DKC）遺伝子をノック
ダウンして病態との関連を解析した。DBAモ
デルと同様、ポリソームの mRNAを解析し疾
患モデルで翻訳効率が変動した遺伝子を同
定した。また、rRNA 修飾に働く snoRNA の
発現を阻害して、rRNA 修飾の生体における
機能を解析した。 
 
４．研究成果 
（１）DBA発症の分子機構 
①ポリソームパターンの解析：DBAモデルに
おけるリボソームの翻訳活性を調べるため
に、RPS19ノックダウン胚のポリソームパタ
ーンを解析した。その結果、ミスマッチオリ
ゴを注入したコントロール胚と比較して、ポ
リソームパターンに大きな差は認められな
かった（図１）。造血障害などの表現型は強
く表れていることから、ポリソームを形成す
る mRNAの分布（翻訳効率）に差があること
が示唆された。 
 

	 	 	 図１ DBAモデルのポリソーム解析 
 
②ポリソーム mRNAの解析：前述のポリソー
ム画分から mRNA を調製して、DNA チップ
および次世代シーケンサーを用いて RNA の
発現解析を行った。その結果、mRNAの発現
量が大きく変動する遺伝子を約 300個同定し
た（図２）。これらの遺伝子は、RPS19 の欠
損により翻訳効率が変動したものと考えら
れ、DBA発症に関わる重要な因子である可能
性が高い。現在、パスウェイ解析により絞り



込んだ２つの遺伝子に着目して機能解析を
進めている。 
	 

 図２ DBAモデルで変動したポリソーム mRNA 
	 
③RP/p53 二重欠損モデルの解析：DBA 発症
と p53 の関わりを明らかにするために、
RP/p53二重欠損モデルを作製し p53経路の活
性化を検討した。その結果、p53 変異体で
RPS19をノックダウンした場合または野生型
で Tp53 と RPS19 を同時にノックダウンした
場合ともに、造血機能に回復は見られず、
DBA 患者の造血障害に p53 は関与していな
い可能性が示された。これは、これまでの培
養細胞などを用いた解析から得られた知見
とは異なる結果で、DBA発症の新たな経路の
存在を示唆するものである。一方、尾部の屈
曲など形態の異常は回復したことから、患者
で見られる親指の奇形などの骨格異常には
p53が関与している可能性がある。 
 
（２）腫瘍形成の分子機構 
①発がんモデルの作製：RP 遺伝子の異常と
腫瘍形成の分子機構を明らかにするために、
組織特異的に RP 遺伝子の発現を抑制したゼ
ブラフィッシュモデルの作製に取り組んだ。
Tol2トランスポゾンのシステムを用いて、神
経、体節、肝臓に特異的なプロモーターを有
する miRNA遺伝子（RPS8を標的とする）を
ゼブラフィッシュのゲノムに組み込んだ。こ
れらのゼブラフィッシュを長期飼育したと
ころ、神経特異的に RPS8の miRNAを発現す
るラインで腫瘍の形成を確認した。RP の発
現抑制が神経細胞のがん化を誘導した可能
性があり、RP 遺伝子の異常と発がんの関連
を解析するための重要なモデルになると考
えられる。 
②発がんモデルの解析：この個体から組織切
片を作製し、抗体を用いた免疫組織化学的な
手法で腫瘍部位における RPS8 の発現レベル
の低下を確認した。他の RP遺伝子（RPL23）
の発現に変化はないことから、腫瘍形成は
RPS8依存的であることが示唆された。また、
rRNA 遺伝子の発現にも大きな変動は見られ
なかった。現在、神経特異的なマーカー遺伝
子を用いた in situハイブリダイゼーションに
より腫瘍が神経細胞由来であることを確認
している。 

 
（３）RNA修飾の生理的意義 
①修飾欠損モデルの作製・解析：ゼブラフィ
ッシュを用いて rRNAの修飾に働くディスケ
リンまたは snoRNA（U26、U44、U78）の発
現を阻害した。その結果、頭部や尾部、色素
沈着などに異常を認め、１週間で致死となる
ことが明らかになった。また、U26 snoRNA
の生成を阻害した胚から rRNAを抽出して、
質量分析計により RNA 修飾を解析したとこ
ろ、U26の標的部位である 398番目のヌクレ
オチドの修飾が低下していることを検出し
た（図３）。一方、その他の snoRNA（U25、
HBII-99など）の標的部位の RNA修飾には全
く変化がないことも確認した。これは、たっ
た一カ所の RNA 修飾の低下が、脊椎動物の
初期発生に重大な影響を与えることを示し
た重要な成果である。 
 

	 	 	 	 図３ rRNA修飾の LC/MS解析 
	 
②修飾欠損モデルのポリソーム解析：ディス
ケリンまたは U26 snoRNAの発現を阻害した
ゼブラフィッシュ胚からポリソーム画分を
調製し、ポリソームパターンを解析した。そ
の結果、ディスケリンのノックダウン胚では
リボソームの 80S/60S比が大きく低下してい
た。一方、U26ノックダウン胚では大きな変
化は観察されなかった。 
③ポリソーム mRNAの解析：ディスケリンま
たは U26 snoRNAの発現阻害により、ポリソ
ームを形成する mRNA の分布に違いが生じ
た可能性があると考え、ポリソーム mRNA
を次世代シーケンサーで解析した。その結
果、欠損モデルにおいて翻訳効率が大 き く
変動(2 倍または 1/2) した遺伝子を、ディス
ケリンの発現阻害胚で 176個、U26 snoRNAの
発現阻害胚で 252個同定した。これらのデー
タは RNA 修飾と疾患との関連を明らかにす
るための重要な基盤となる。 
 
（４）データベースの整備 
リボソーム病発症の機構を解析するために
必要となる RP 遺伝子および snoRNA 遺伝子
に関する情報を収集したデータベースを整
備した。RP 遺伝子データベース（RPG，
http://ribosome.med.miyazaki-u.ac.jp）では真核
生物 39種類、原核生物 8種類の RP遺伝子の
塩基配列やゲノム上の位置、オルソログの情
報などを公開している。生物種間で多重配列
アライメントを行うこともでき、重要なドメ



インの解析等が可能である。また、snoRNA
遺 伝 子 デ ー タ ベ ー ス （ snOPY ，
http://snoopy.med.miyazaki-u.ac.jp）では、真核
生物 34 種類の snoRNA 遺伝子の配列やゲノ
ム上の位置、オルソログおよびターゲット
RNAや RNA修飾の部位などの情報が得られ
る。これらのデータベースには毎日 1,000 件
以上のアクセスがあり、ライフサイエンス研
究の様々な局面で十分に活用されている。 
 
 

	 	 	 図４ RPGと snOPYのトップ画面 
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