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研究成果の概要（和文）：Diamond Blackfan貧血(DBA)は、100万人出生あたり約5人程度に生後1年以内に発生する極め
て稀な貧血である。これまで試験管内または実験動物で遺伝子操作技術により、その病態が研究されてきたが、患者で
の発症メカニズムの実態は不明のままであった。本研究では、DBA患者と遺伝的背景は完全に一致する患者由来iPS細胞
を樹立し、患者背景での発症メカニズムを研究できるよう検討した。その結果DBA患者4例からiPS細胞の樹立に成功し
た。またDBAの発症にオートファジーを伴う細胞内代謝の活性化と赤芽球分化細胞表面マーカーの代謝が関係すること
が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Diamond Blackfan anemia is rare congenital anemia that belongs to the inherited 
BM failure syndromes, generally presenting the first years of life. The onset mechanisms of the disease 
are widely unknown, even though progresses have been made by the analyses using various analytical 
methods such as gene manipulating technologies. Recently, the technology to prepare iPS cells from blood 
of patients has been established. These cells have the same genetic background with the patients. In this 
study, 4 strains of DBA-derived iPS cells were established from Japanese patients. Also, I found that the 
down-regulation of erythroid specific cell surface maker is closely related to the activation of 
intracellular metabolism including autophagy.

研究分野： 血液学、ウイルス学

キーワード： リボソームタンパク質　貧血　遺伝子変異　タンパク質分解　代謝　赤血球

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
Diamond Blackfan anemia (DBA)は、100 万

人出生あたり約5人に発症する極めて稀な小
児の貧血である。リボソームタンパク質遺伝
子のヘテロ接合型変異が原因であるが、詳し
い発症メカニズムは未解明のままである。こ
れまでDBA原因遺伝子の変異による赤芽球分
化抑制メカニズムの解析は in vitro や実験
動物モデルで検討されて来た。例えば、患者
では骨髄 CD34+細胞のレベルで赤芽球前駆細
胞が消失しており、RPS19 変異患者の造血幹
細胞へのRPS19遺伝子導入で赤芽球コロニー
形成能が正常の 50％まで回復する。また、
CD34+造血幹-前駆細胞に in vitro において
RPS19 の発現低下を引き起こす siRNA を導入
すると細胞周期のG0/G1期で停止するなど明
らかにされている。さらに動物モデルでは、
最初に報告された RPS19 ヘテロ KO マウスで
は野生型マウスと表現系に差が認められな
かった。その後、RPS19 点変異体マウスでは
軽度な貧血を伴っており、またRPS19のshRNA
による発現抑制操作したマウスではshRNA誘
導で貧血が発症し、Trp53(p53)ダブル KO に
より貧血が回復することが報告されたてい
る。ところが、これらの動物モデル系は発現
抑制が患者本来の状況をどの程度正確に反
映したものか判断が難しく、マウスの DBA モ
デルは結果の解釈は慎重にならざるを得な
い。 
最大の課題は、DBA ではなぜ赤芽球だけが

分化できないか？について明確なメカニズ
ムの説明が出来ていないことである。 
これまで我々は独自の解析結果からリボ

ソーム遺伝子の発現低下によってオートフ
ァジー活性化が起こることを in vitro 実験
で見出し、DBA の赤芽球分化抑制と細胞内の
タンパク質代謝が密接に関与する可能性が
あることを発見した。しかしながらこれまで
の in vitro モデルや動物モデルでは、ある
程度DBAの状況を予測できると考えられるも
のの、患者の状態をどこまで反映した実験系
なのか解釈が難しい。DBA の貧血発症メカニ
ズム解明のためには、最終的には患者の造血
細胞を用いた解析結果を得ることが必須で
あると考えられた。しかしながら DBA は極め
て稀な疾患であるため、患者検体の入手は、
困難であった。 
ところが近年患者から無限に培養可能な

iPS 細胞を作製することができるようになっ
た。また熊本大学発生医学研究所で末梢血か
らのiPS細胞の作製法が確立したことを受け、
施設の倫理審査承認の上でDBA患者の末梢血
から iPS 細胞の作製し、研究をさらに進める
こととした。 
 
２．研究の目的 
研究代表者は、RPS19(S19)の in vitro で

の発現抑制によって培養細胞や Primary 
CD34+CD71high 細胞で細胞周期の停止やオー
トファジーの活性化を伴い、細胞無いの代謝

が大きく変化することを見出した。これらの
現象が、患者の貧血を引き起こす原因となっ
ているかは重要な問題であり、DBA の治療法
開発にも直結すると考えられる。そのため、
これまでの in vitro 疾患モデル系に加えて、
iPS 細胞を用いて患者と全く同一の遺伝的背
景で、分化異常メカニズムについてのこれま
での成果と合わせて新らたな知見が再現で
きるか、詳細に解析する。 
 
３．研究の方法 
DBA 疾患 iPS 細胞の樹立： 
これまでにDBA患者の担当医師らと倫理的

事項を含めて研究協力体制を築き、末梢血検
体の提供の協力を複数症例得ることができ
るまでに至った。各施設の倫理申請の承認の
後に患者の末梢血からゲノムを傷つけない
センダイウイルスベクターを用いた方法で
iPS 細胞を樹立した。細胞の樹立は熊本大学
発生医学研究所の協力のもと行われた。 
  
DBA 分化異常解析： 
細胞内タンパク質分解の活性についてオ

ートファジーを指標にし、LC-3 の発現を観察
した。また赤芽球分化の指標として、赤芽球
系の細胞表面マーカーであるCD71を用いて、
分化の重要因子のターンオーバーを観察し
た。リソソーム分解のターンオーバーの観察
には、E64d および PepstatinA で、リソソー
ムを阻害することで、分子の動態の変化を観
察した。 
 
４．研究成果 
DBA 患者由来 iPS 細胞の樹立： 
熊本大学発生医学研究所の協力のもと研究
期間内に 4名の日本人の患者から iPS細胞を
樹立することができた。DBA は極めて稀な難
治疾患であることから、解析のために患者の
骨髄や血液などの研究材料を得ることが極
めて困難であったことから、患者と同一の遺
伝的背景を有した DBA患者由来 iPS細胞の樹
立は、今後の研究材料の確保のしやすさや、
研究条件の均一化、また薬剤候補スクリーニ
ング等の進展が期待でき、極めて有意義であ
ると考えられた。今後も関係医師との協力の
上で症例数の増加が見込まれた。 
  
DBA の分化異常解析： 
 iPS 細胞からの赤芽球分化系を用いて、DBA
の発症メカニズム解析を進めた。培養細胞や
CD34+造血前駆細胞での in vitro 培養モデル
では、DBA 原因遺伝子の RPS19 の発現を抑制
するとオートファジー活性化を伴うリソソ
ーム分解系のタンパク質代謝の活性化が起
ることを見出した。また、DBA の特徴的な現
象である細胞表面のCD71 (Transferrin 受容
体)の発現減少が in vitro 細胞モデルで再現
できることを見出した。そこで、これまでの
結果と照らし合わし、CD71 の減少とオートフ
ァジー活性化との関わりについて解析した



ところ、DBA 細胞モデルでは CD71 はリソソー
ムで積極的に分解されて発現が減少するこ
とが判明し、タンパク質分解活性化が DBA の
病態へ密接に関与することが示唆される結
果を得た。DBA では、造血幹―前駆細胞の早
い段階ですでに分化異常が認められること
から、in vitro で認められた CD71 のターン
オーバーの変化が、分化段階のどのあたりか
ら生じているか、樹立した DBA 由来 iPS 細胞
2株を用いて確認するため、最適な培養条件、
解析の時期等の検討を進めた。 
疾患 iPSと健常人より樹立された iPSとの

遺伝子発現の違いについて、アレイを用いて
網羅的に解析を進めた。 
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