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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）は赤血球造血のみが障害される先天性の
造血不全症である。リボソームの異常が原因と考えられているが、発症機構は不明で有効な治療法もない。本研
究では、ゼブラフィッシュのDBAモデルを用いて、薬剤候補となる低分子化合物を探索した。1,280種類の化合物
をスクリーニングし、造血の回復を示す4種類の化合物を同定した。これらはDBA治療薬の有望なシーズと考えら
れる。

研究成果の概要（英文）：Diamond-Blackfan anemia (DBA) is a congenital bone marrow failure syndrome 
characterized by red blood cell aplasia. Although the ribosomal dysfunction is implicated  in this 
disease, the molecular pathogenesis remains unknown, thereby no effective treatment exists. In this 
study, we performed in vivo screening of 1,280 small compounds using zebrafish to identify the drug 
candidates for DBA. We found that four compounds effectively rescued the anemia phenotype in 
zebrafish, suggesting that these are the promising pharmaceutical seed materials for DBA treatment.

研究分野： 分子遺伝学

キーワード： ダイアモンド・ブラックファン貧血　先天性貧血　リボソーム　化合物ライブラリー　創薬　ゼブラフ
ィッシュ　疾患モデル
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１．研究開始当初の背景 
	 リボソームの異常が造血不全を示す様々な
疾患（総じてリボソーム病）の原因になるこ
とが明らかとなった。その代表例であるダイ
アモンド・ブラックファン貧血（DBA）では、
リボソームタンパク質 S19 遺伝子（RPS19）
をはじめとして、多数のリボソームタンパク
質（RP）遺伝子に変異が同定されていた。し
かし、ユビキタスに存在するリボソームの異
常がなぜ造血不全を引き起こすのか、発症機
序は不明であり、有効な治療法も開発されて
いない状況であった。DBAの治療は現在でも
ステロイド療法と輸血が基本となり、多くの
患者がいずれステロイド不応性を示すように
なり輸血依存となる。輸血は 4〜8週毎に必要
となり患者の負担は大きい。骨髄移植の成功
例もあるが、必ずしもすべての患者に行われ
るわけではない。革新的な技術による新たな
薬剤の開発は喫緊の課題であった。 
	 新薬の創出はきわめて厳しい状況にあり、
様々な技術革新にもかかわらずその成功確率
は低迷していた。その理由として、現在も主
流の標的ベースの創薬（ターゲットスクリー
ニング）では、そもそも良質の標的タンパク
質の数が限られていたこと、一方、薬効を指
標としたフェノタイプスクリーニングでは、
薬効が得られてもその多くは培養細胞を用い
たスクリーニングであるため、その後の動物
実験や臨床試験で期待された効果が得られな
かったことなどが挙げられる。 
	 本研究では、ゼブラフィッシュを用いるこ
とでこれらの問題を解決することを試みた。
ゼブラフィッシュは、魚類ではあるが脊椎動
物であるためヒトとほぼ同様な遺伝子セット
を持ち、基本的な発生システムも共通である
ことが知られていた。受精後 24時間までにほ
とんどの器官原器を形成するが、赤血球がほ
とんど存在しない状態でも 1 週間程度は生存
すること、胚が透明で観察が容易であること
などから、造血系疾患の優れたモデルとして
重用されていた。私達は、ゼブラフィッシュ
の rps19 遺伝子をノックダウンすることで、
DBA に特徴的な骨格異常や貧血を示す疾患
モデルの作製に成功していた。このモデルを
活用したフェノタイプスクリーニングを行う
ことで、DBAに有効な化合物を同定できると
考え、本研究を提案した。 
 
２．研究の目的 
	 DBA は赤血球造血のみが障害される先天
性の造血不全症である。発症頻度は 100万人
当たり 10名程度で、本邦では難病に指定され
ている。前述の通り、タンパク質合成に働く
リボソームの異常が原因と考えられているが、
発症機構は明らかではなく、また有効な治療
法もない。本研究では、ゼブラフィッシュの
DBA モデルを用いて化合物ライブラリーを
in vivoスクリーニングすることで、薬効と毒
性を同時に検定し、迅速かつ経済的な化合物
の同定を目指した。 

 
３．研究の方法 
（１）DBAモデルの作製 
	 ゼブラフィッシュの DBA モデルを作製す
るために、ゼブラフィッシュ rps19 遺伝子を
ノックダウンした。そのために、まず rps19
のモルフォリノアンチセンスオリゴ（MO）を
一細胞期の受精卵にインジェクションし、24
時間まで通常の飼育水で飼育した。次に、こ
れらの胚の形態を観察し、尾部の屈曲など特
徴的な発生異常を示す胚を DBA モデルとし
て選抜した。これらの胚が DBA 様の貧血を
示すことはすでに報告している。 
 
（２）化合物の in vivoスクリーニング 
	 選抜した胚（DBAモデル）を用いて化合物
ライブラリーのスクリーニングを行った（図
１）。ライブラリーは東京大学の創薬オープン
イノベーションセンターが提供する 1,280 種
類の化合物を含むものを使用した。化合物の
処理は 96穴のプレートを用い、一種類の化合
物あたり 3匹の胚を 40 µMで 24時間処理し
た。化合物の効果（造血能力の回復）は o-
dianisidine を用いたヘモグロビン染色にて
検定した。評価は染色の強度を目視で数値化
することで実施し、3 人による検定結果の平
均値を採用した。化合物未処理のコントロー
ルと比較して造血に回復が見られたものを次
の解析に進めた。 

  図１. 化合物の in vivo スクリーニング 

（３）化合物の絞り込みと薬効の検証 
	 1 次スクリーニングで単離した 181 種類の
化合物の絞り込みを行うために、ヘモグロビ
ン染色を再度実施し（2 次スクリーニング）、
23化合物を選抜した。さらに、3次スクリー
ニングでは、各々の化合物を 10匹以上の胚に
処理し、造血能を評価した。これにより、最終
的に 4 種類のヒット化合物を同定した。これ
らの化合物の薬効をさらに検証するために、
0.4〜40 µM の濃度で各々の化合物を処理し
た。スクリーニングと同様に、24時間後にヘ
モグロビン染色を行い、造血の程度を目視で
数値化し評価した。 
 
（４）化合物の毒性試験 
	 ヒット化合物の毒性を評価するために、野
生型のゼブラフィッシュ胚 20匹を 40 µMの



化合物を含む飼育水で 5 日間飼育し、発生異
常や行動異常などを観察するとともに致死個
体を数えた。 
 
（５）類似化合物の探索 
	 薬効が認められた 1 つのヒット化合物（化
合物 B）について、その構造をもとに 6 種類
の類似化合物を同定した。また、文献の探索
から DBA に対する効果が期待される 2 種類
の化合物、およびゼブラフィッシュで造血促
進効果が示された 1 種類の化合物を見出した。
これら 9 種類の化合物についても、ヘモグロ
ビン染色を指標とした造血能の回復効果を調
べた。 
 
４．研究成果 
（１）ヒット化合物の単離 
ゼブラフィッシュ DBA モデルを用いて、
1,280 種類の化合物からなるライブラリーの
in vivoスクリーニングを行った。使用したラ
イブラリーは、既存薬を含む薬理活性が明ら
かな化合物で構成されているため、ゼブラフ
ィッシュのモデル系で薬効が確認できれば、
ドラッグリポジショニングにより迅速な薬剤
の開発が期待される。各々3 匹のモデル胚を
用いた 1 次スクリーニングでは、約 1/3 の化
合物でなんらかの効果が認められた。このう
ち 181種類の化合物を選んで 2次スクリーニ
ングへと進めた。一方で、発生毒性を示す化
合物が 657 種類あった。2 次スクリーニング
で 23 化合物に絞り込み、最終的に 3 次スク
リーニングで 4 種類の化合物（化合物 A、化
合物 B、化合物 C、化合物 D）をヒット化合
物として同定した（図２）。これら 4種類の化
合物に構造上または機能的な類似性は認めら
れなかった。 

 
    図２. スクリーニングの結果 

 
（２）ヒット化合物の薬効・毒性の検証 
	 スクリーニングで同定した 4 種類の化合物
について、薬効と毒性を検証した。まず、造血
回復効果の濃度依存性について調べた。各々
の化合物を 0.4〜40 µM の濃度で処理し効果
を調べた。その結果、化合物 Bと化合物 Dで
はより低濃度（1 µM以下）の処理でも効果が
あることを確認した。濃度依存性については、
有意な結果を得るために個体数をさらに増や
して検討する必要がある。 
	 野生型の胚を用いて化合物の毒性を調べた。

約 20 匹の胚に化合物を 40 µM で処理し、5
日間に渡って観察した。4 種類の化合物すべ
てにおいて致死性や発生異常は認められなか
った。今後はさらなる安全性の確認のために、
種々の濃度で処理するとともに、より長期間
の観察が必要と考えられる。 
 
（３）ヒット化合物の最適化 
	 より効果の高い化合物を同定するために、
類似化合物の探索と評価を行った。まず、化
合物 B の構造をもとに類似化合物を探索し、
6 種類の既存化合物を同定した。これらの化
合物の薬効を各々約 20 匹のモデル胚を用い
て検討した結果、2 種類の化合物で造血回復
の効果があることを確認した。化合物 Bとと
もに DBA の治療に有望な薬剤候補であると
考えられる。 
	 論文などで DBA の治療薬候補として発表
された化合物および造血促進効果のある化合
物についても、ゼブラフィッシュ DBA モデ
ルを用いて造血能の回復を検討した。DBA治
療薬の候補として報告された化合物 Eと化合
物 F、またゼブラフィッシュで造血促進効果
が報告された化合物 Gについて、前述と同様
な検定を行い造血能を評価した。その結果、
化合物 E と化合物 G で造血回復の効果が確
認された。一方、化合物 Fを処理しても造血
促進の効果は認められなかった。 
	 今後はより効果の高い化合物を取得するた
めに、更なる類似化合物の検討を進め最適化
を図る。また、有望な化合物はヒト細胞等を
用いた検証を加えることで、リード化合物の
開発へと繋げる。 
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