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研究成果の概要（和文）：本研究では頭蓋顔面の形態異常を伴う先天性希少疾患であるダイアモンドブラックフ
ァン貧血に着目し、患者由来の細胞から樹立したiPS細胞を用いてその頭蓋顔面形態異常の発生機構について解
析を行った。その結果、特に軟骨細胞においてリボソームタンパクがMDM2を介したp53細胞死経路を活性化し、
軟骨細胞死を引き起こしていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on Diamond-Blackfan anemia (DBA), which is 
characterized by red blood cell aplasia and craniofacial defects. iPS cells derived from DBA patient
 was used in this study. Our current study indicates that craniofacial defect is caused by 
activation of p53-mediated cell death pathway which is induced by interaction between ribosomal 
proteins and MDM2.

研究分野： 歯科矯正学

キーワード： ダイアモンド・ブラックファン貧血　RPL5

  １版

平成

研究成果の学術的意義や社会的意義
クルーゾンシンドロームや外胚葉異形成症など、発生率が比較的高い疾患においては、モデルマウスなどを用い
た研究によりその発症機構が明らかになりつつあるが、大部分の頭蓋顔面の形態異常を伴う先天性疾患について
は、未だその発生機構が解明されていない。今回我々は患者由来の細胞から樹立したiPS細胞を用い、頭蓋顔面
形態異常を伴う、ダイアモンドブラックファン貧血における骨格的フェノタイプの発症機構を解明した。本方法
を用いることにより、未だに解明されていない多くの先天性疾患の分子メカニズムを解明することが期待され
る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 頭蓋顔面の形態異常を伴う先天性疾患は数多く存在するが、その多くについてはその骨格的

なフェノタイプの発生機構が明らかになっていない。先天性遺伝子疾患の発生機序を解明する

ためには、遺伝子改変動物を用いることが一般的に行われているが、これには多大な労力と費

用が必要となる。このため我々は、頭蓋顔面形態異常の発生機構解明に対してヒト iPS 細胞を

応用するという方法を用いることとした。 

 

２．研究の目的 

 近年の分子生物学や遺伝子改変技術の進歩により、様々な頭蓋顔面の形態異常を伴う先天性

疾患についての研究が行われてきた。実際、クルーゾン症候群やアペール症候群など、一部の

疾患では原因遺伝子とその分子メカニズムが明らかになってきている。しかし、大部分の頭蓋

顔面の形態異常を伴う先天性疾患については、未だその発生機構が解明されていない。本研究

の目的は、患者の細胞から樹立した人工多能性幹細胞(induced pluripotent stem cells: iPS

細胞)を用い、未だに解明されていない多くの先天性疾患の分子メカニズムを解明する方法を確

立することである。今回の研究で我々は、頭蓋顔面の形態異常を伴う先天性疾患の一つとして

ダイアモンド・ブラックファン貧血(Diamond-Blackfan anemia: DBA)に着目した。本疾患は発

症率がおよそ15〜20万人に1人の稀少疾患であり、リボソームタンパクの成熟に関わるRPS19, 

RPS24, RPL5, RPL11, RPL35a 遺伝子変異が原因である。網赤血球の減少による大球性正色素性

貧血が主症状であるが、大頭・小頭・口唇口蓋裂といった頭蓋顔面の先天異常が高頻度で認め

られる疾患である。頭蓋顔面以外にも低身長・拇指奇形など様々な骨格系の異常が認められる

ため、発生の過程における骨や軟骨の発生に何らかの異常が生じていることが推測されるが、

本疾患における頭蓋顔面形態異常の発生機構についてはまだ明らかにされていなかった。この

ため、患者由来の血球細胞から樹立した iPS 細胞を用いて、DBA における顎顔面の形態異常の

発生機序を解明することをもう一つの目的とした。 

 

３．研究の方法 

 当院に通院するRPL5ハプロ不全のDBA患者およびその健常血縁者の血球細胞からiPS細胞を

樹立し、iPS 細胞の分化能・iPS 細胞から分化させた骨芽細胞および軟骨細胞の基質形成能を評

価することとした。さらに、これらの細胞における細胞死および細胞増殖能を評価し、RPL5 遺

伝子異常に対する細胞死阻害薬の効果を検討することとした。骨芽細胞および軟骨細胞の分化

能の評価方法としてリアルタイム PCR 法を用いて、特異的 mRNA 発現量を DBA 群と対照群とで比

較した。軟骨基質形成能については、Alucian blue 染色法を、骨基質形成能に関しては Alizarin 

red 染色法を用いて比較した。細胞死経路の評価については TUNEL assay および p53 細胞死経

路特異的な遺伝子発現をリアルタイム PCR 法を用いて解析し、さらに免疫沈降 Western 

blotting 法を用いて MDM2 とリボソームタンパクとの結合を比較した。 

 

４．研究成果 

 我々は、DBA の原因遺伝子として知られる、RPL5 ハプロ不全の患者および、その健常血縁者

の血球細胞から樹立した iPS 細胞から間葉系幹細胞を分化することに成功した。さらに、間葉

系幹細胞から骨細胞・軟骨細胞を分化誘導することにも成功した。分化させた骨細胞・軟骨細

胞を用いて、RPL5 の変異がどのように骨格形成の源となる骨芽細胞・軟骨細胞の増殖や基質形

成に影響するかについて解析を行った。まず、第一の発見として、RPL5 の変異は軟骨基質形成



に強く影響しており、骨基質形成への影響が少ないことが組織染色実験から分かった。これは、

今回血球細胞を単離した DBA 患者の臨床症状と類似していた。この結果から、軟骨細胞への分

化能を比較するため、SOX9, ACAN, COL10A1 の発現量を比較したが、分化マーカーの発現量に

差はなかった。次に、DBA グループにおける軟骨基質形成能の低下の原因を調べるため TUNEL 

assay を行った結果、RPL5 変異軟骨細胞において p53 細胞死経路が更新していることが分かっ

た。興味深いことに、軟骨細胞において p53 遺伝子自体の発現が更新してはいなかった。この

ことから、p53 細胞死経路の活性は p53 タンパクの翻訳後修飾が関与している可能性が示唆さ

れた。我々は、p53 タンパクの代謝において最も重要とされる MDM2 に着目した。ダイアモンド・

ブラックファン貧血の臨床症状の一つである大球性正色素性貧血における過去の報告では、リ

ボソームを構成するタンパクが MDM2 に結合することにより、その機能を阻害した結果、p53 細

胞死経路が活性することが示唆されている。このことから、我々は RPL5 ハプロ不全の軟骨細胞

培養液に MDM2 亢進剤を添加した結果、RPL5 ハプロ不全の軟骨細胞における細胞死が減少し、

平成 29年度の研究実績として報告した、軟骨基質の形成不全も優位に改善した。反対に対照群

の軟骨細胞培養液に MDM2 阻害剤を添加した結果、対照群軟骨細胞の細胞死が増加し、RPL5 ハ

プロ不全の軟骨細胞と同様に軟骨基質の形成不全が生じた。 

 このことから、ダイアモンド・ブラックファン貧血患者において、リボソームタンパクによ

る MDM2 の阻害が顎顔面の形態異常の原因となっている可能性が示唆された。 
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