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研究成果の概要（和文）：ゼブラフィッシュのダイアモンド・ブラックファン貧血モデルを用いた化合物の in 
vivo 検証系を構築した。(1)RPS19遺伝子ノックダウン胚を用いた化合物のスクリーニングを行なった。(2)薬物
代謝の in vivo 実験系としてバイオラベリング法を開発した。(3)CRISPR-Cas9システムによりRPS19遺伝子に変
異のあるゼブラフィッシュを作製した。この変異体は48時間胚の発生段階で重度の貧血を示した。(4)毒性試験
では長期投与により致死率が増加する化合物を確認した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed an in vivo drug evaluation system that uses 
zebrafish as a tool for drug discovery for Diamond-Blackfan anemia (DBA). (1) We performed a 
compound screening as a pilot study to identify candidate drugs for DBA treatment. (2) A biolabeling
 method was developed to detect drug metabolism in vivo. (3) We used CRISPR-Cas9 system to generate 
DBA models that carry rps19 gene mutation. The rps19 homozygous mutants showed severe anemia at 48 
hours post fertilization. (4) The toxicity test revealed an increased lethality depending on the 
time period of compound treatments.

研究分野：分子生物学

キーワード： 創薬　ゼブラフィッシュ　バイオラベリング　造血効果　毒性試験　薬物代謝
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景	
	 近年、様々な疾患とリボソーム構成因子の
変異の関連が報告され、これらは総じてリボ
ソーム病と呼ばれてきた。リボソームは遺伝
情報の発現の場として生命現象の一翼を担
っているため、細胞がタンパク質合成だけで
なくリボソームの品質管理を制御すること
は必然と言えた。これらに関わる因子に変異
がおきると細胞の正常性は失われ、増殖調節
の破綻の例は細胞のがん化であり、老化した
細胞ではリボソーム	RNA	の異常な蓄積が観
察された。リボソーム病の代表例として先天
性の赤芽球低形成であるダイアモンド・ブラ
ックファン貧血（DBA）を挙げることができ、
患者の 25	%でリボソームタンパク質（RP）S19	
遺伝子の変異が確認された。しかし、全ての
細胞に存在するリボソームの変異がなぜ造
血系のみに影響するのか、DBA	の発症機序の
解明は進展していなかった。さらに、シュバ
ッハマンダイヤモンド症候群、先天性角化不
全症、軟骨毛髪低形成の患者では、リボソー
ム	RNA	の成熟や修飾に関わる因子の遺伝子
に変異がみられた。これら疾患の共通項とし
て骨髄形成不全があげられたが、当時の状況
として、いずれの発症機序も不明であり、治
療法や医薬品の開発は進んでいないという
問題があった。私たちは、脊椎動物で初めて
顕著な赤血球減少を呈するゼブラフィッシ
ュの	DBA	モデルを確立していた。ゼブラフ
ィッシュ	DBA	モデルは、モルフォリノアン
チセンスオリゴ（MO）を用いて	rps19	遺伝
子の発現を抑制することにより造血障害を
示した。DBA	モデルを、リボソームの合成を
促進すると推測されている	L-ロイシンや	
L-アルギニンなど、特定のアミノ酸を添加し
た培地で飼育すると	48 時間胚の赤血球の数
が有意に回復することも確認した。さらに、
造血系はヒトとの相同性が高いことから、初
期胚の赤血球数を指標とすることで化合物
の効果を評価できると考えるに至った。ゼブ
ラフィッシュは成長が早く、受精後 24 時間
でほぼ全ての器官原器が形成される。このた
め、ゼブラフィッシュ創薬では、ヒット化合
物の同定と同時に有効濃度や毒性を検定す
ることが可能であり、また、一週間で 240 化
合物というロースループットながらも、生体
を用いて化合物の評価を行うことが可能で
あると考えた。また、これらの特徴により in	
vivo	でありながら薬効の検証試験に関する
多くの時間と費用における問題点を克服す
ることができるのではないかと考えるに至
った。	
	
２．研究の目的	
	 本課題において	ゼブラフィッシュ胚を用
いることによる化合物の in	vivo	評価系を構
築できれば、DBA	に有効な薬剤の開発の基盤
となり、将来的には、他のリボソーム病の解
明や治療において有効な対策になりうる。そ
こで、パイロット実験として、MO	による	

rps19	遺伝子ノックダウン胚について血球
数を回復させる化合物のスクリーニングを
行なった。さらに、発生段階に応じたリアル
タイムな薬物代謝機構の解析を進めるため
にバイオラベリング法の開発に取り組んだ。
ゼブラフィッシュの培地に排出される薬物
の代謝産物に着目することによる	in	vivo	
解析系の構築を目標とした。	
	
３．研究の方法	
(1)	 DBA	モデルを用いた化合物ライブラリ
ーのスクリーニング	
	 DBA	モデル胚を作成するために、まず	
rps19	遺伝子に対する	MO	を一細胞期の受精
卵に注入した。rps19	ノックダウン胚が受精
後24時間において特徴的な形態異常（尾部の
屈曲、頭部の矮小など）をもつことを確認し
た後、化合物を含む培地で24時間、飼育した。
48時間胚にヘモグロビン染色を施し、赤血球
数の密度をコントロールの	DBA	モデル胚と
比較することにより造血効果のある化合物を
探索した。化合物の絞り込みでは、赤血球数
の他にも形態・行動観察による検定も行った。
一次スクリーニングにおける全ての化合物は
終濃度	40	μM	と胚3個で検討した。二次スク
リーニングでは化合物の終濃度	40	μM	と胚
10個で検証した。三次スクリーニングでは胚
20個を用いて終濃度	10	nM	から	80	μM	につ
いて再現性と効果的な濃度について検討した。	
	
(2)	 CRISPR-Cas9	技術を用いた	rps19	遺伝
子変異体の作成	
	 ゼブラフィッシュの	rps19	遺伝子のエキ
ソン4をターゲットとした	gRNA	と	Cas9	タ
ンパク質複合体を一細胞期の受精卵に注入し
た。24時間胚のゲノム配列を解析し、rps19
遺伝子への変異導入について挿入／欠失の内
容と作成効率を確認した。次に胚を繁殖可能
な月齢まで飼育し、次世代に相当する受精卵
を取得するために野生型と掛け合わせを行っ
た。得られた24時間胚のゲノム配列を解析す
ることで、rps19	遺伝子に変異をもつ個体を
選択した。	
	 	
(3)	 野生型を用いた毒性試験	
	 スクリーニングにより得られた化合物が発
生に与える影響を検証するための毒性試験と
して、30個の野生型（MO	注入無し）の48時間
胚を化合物が含まれる	200	ml	の培地で11日
間飼育した。終濃度は、造血効果のある濃度、
および、造血効果のある濃度の5倍から10倍を
用いて検証実験を行った。毒性については、
致死性、発生の遅れ、形態形成の異常、摂食
などの行動の異常の有無について観察を行っ
た。	
	
(4)	 バイオラベリングを用いた薬物の代謝
解析	
	 培地	200	μl	にバイオラベリングとして
放射性同位体	33S	と化合物を加え、8個の	48



時間胚を5日間、飼育した。	24時間毎に培地
を回収し、培地中に排出された代謝産物につ
いて薄層クロマトグラフィーを展開した。パ
イロット実験として複数の化合物を検討し、
また、培地に添加する化合物の終濃度および
放射性同位体	33S	は予め毒性がないことを確
認した量を用いた。in	vivo	実験の比較対象
とするためにトータル	RNA	とトータルタン
パク質を発生段階に応じて回収し、それぞれ
を用いて	RT-PCR	による硫酸転移酵素（SULT）
の遺伝子発現の確認と	in	vitro	条件の下で
酵素活性の測定を行った。	
	
４．研究成果	
(1)	 DBA	モデルと化合物スクリーニング	
	 ライブラリーに含まれる化合物の約半数に
あたる600種類の化合物では	DBA	モデルの表
現型が悪化する一方で、三次スクリーニング
では血球数の回復に有効な化合物は、当初の
約100分の1（400	nM）という低濃度で効果が
得られる可能性があった。また、MO	による	
rps19	ノックダウン胚は表現型に個体差が出
る傾向があり、バイアスを吸収するために試
験数を増やす必要性があることが問題点とし
てあがった。そこで、CRISPR-Cas9	システム
によるゲノム編集に着手した。	
	
(2)	 rps19	遺伝子変異体の作成	
	 rps19	遺伝子のエキソン4に変異のあるゼ
ブラフィッシュを作製することに成功した。
rps19	遺伝子ホモ変異体は24時間胚において
尾部の屈曲と頭部の矮小などの特徴的な形態
異常をもつことを確認した。さらに、48時間
胚で重度の貧血を示すこと、および、rps19	遺
伝子の	mRNA	の発現量が減少していることを
確認した。	
	
	
	
	
	
	 	
		
	
図 1.	 rps19	遺伝子変異体	
	
	
(3)	 毒性試験	
	 三次スクリーニングで選別された化合物
に急性の毒性（致死や形態形成）があるもの
は無かった。また、正常な飼育下にいる野生
型は 5日間胚から給餌行動をとることが観察
されるが、本課題で選別された化合物は、11
日間の処理において摂食を含む全ての行動
に異常が無いことが確認された。一方で造血
効果のある終濃度の 5 倍あるいは 10 倍を用
いた毒性試験では、特定の化合物において飼
育期間に依存した発生阻害が最終的に胚の
致死につながることが観察された。今後は造
血効果の濃度依存性と毒性の半数致死量を

求める必要があると考えた。	
	
(4)	 バイオラベリング	
	 放射性同位体	33Sの添加によるバイオラベ
リングを検討したところ、硫酸転移酵素の	
基質である複数の化合物で代謝産物の検出が
可能であった。硫酸転移酵素であるSULT遺伝
子はファミリーを形成しているが、化合物（A）
を基質とした高い代謝活性を示す特定の	
SULT	が存在したため、バイオラベリングによ
り得られた化合物（A）の代謝産物の検出パタ
ーンを、SULT遺伝子の	mRNA	の発現パターン
と比較したところ高い相関性がみられた。ま
た、ゼブラフィッシュ胚のトータルタンパク
質を用いた	in	vitro	酵素活性解析でも同様
の結果が得られた。これにより、ゼブラフィ
ッシュは薬物代謝の	in	vivo	解析にも有用
であることがわかった。さらに、胚の発生が
早く体長が小さいため、用いる化合物が少量
で済むという点においても創薬に適したツー
ルであることを実証することができた。	
	
	TLC;	バイオラベリングによる化合物（A）
由来の代謝産物の検出	
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	(dpf)	
	
	
	RT-PCR;	SULT 遺伝子の発現パターン	
	
	
	
	図 2.	 薬物代謝の	in	vivo	解析	
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gain insight into this issue, RT-PCR was employed to
examine the expression of mRNA encoding the estro-
gen-sulfating SULT1 isoform 6 at different developmen-
tal stages. As shown in Fig. 5A, a significant level of
expression was detected in unfertilized eggs indicating
the presence of maternal transcript of the SULT1 iso-
form 6 gene. During the early phase of embryonic devel-
opment, however, no message encoding the SULT1
isoform 6 could be detected. A significant level of expres-
sion of the zebrafish SULT1 isoform 6 was observed later
at the beginning of the hatching period during embryo-
genesis, which continued throughout the larval stage
onto maturity. Interestingly, previous studies have re-
vealed that it is during the hatching period when primary
organs including those of the endocrine system are
formed [25]. In contrast to the developmental stage-de-
pendent expression of the SULT1 isoform 6, b-actin, a
housekeeping protein, was found to be expressed
throughout the entire developmental process (Fig. 5B).

In conclusion, we have identified in the present study
a novel estrogen-sulfating cytosolic SULT that may play
an important role in the metabolism and homeostasis of
endogenous estrogens in zebrafish. This study is part of
an overall effort to obtain a complete repertoire of the
cytosolic SULT enzymes present in zebrafish. As
pointed out earlier, the identification of the various
cytosolic SULTs and their biochemical characterization
is a prerequisite for using the zebrafish as a model for a
systematic investigation on fundamental issues regard-
ing cytosolic SULTs. More work is warranted in order
to achieve this goal.
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Fig. 5. (A) RT-PCR analysis of the developmental stage-dependent
expression of the zebrafish SULT1 isoform 6. Final PCR mixtures
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24-, 48-, and 72-h zebrafish embryos, 1-, 2-, 3-, and 4-week-old
zebrafish larvae, and 3-month-old zebrafish. (B) RT-PCR analysis of
the expression of the zebrafish b-actin at the same developmental
stages as those described in (A).
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