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研究成果の概要（和文）：本研究においては、リボソーム・タンパク質遺伝子異常と、新規に発見したTP53変異
による赤血球造血障害に注目することにより、遺伝性骨髄不全症のひとつであるダイアモンド・ブラックファン
貧血の発症機構について検索を試みた。発見したTP53変異は活性型変異であり、この変異が赤芽球低形成と著し
い成長障害が引き起こすことを報告した。共通のカスケードの検索については、検索中であり翻訳に関わる新規
の調整メカニズムの存在する可能性がある。

研究成果の概要（英文）：In this study, we attempted to investigate the pathogenesis of 
Diamond-Blackfan anemia, one of the hereditary bone marrow failures, by focusing on erythropoietic 
disorders caused by ribosomal protein gene mutations and a novel TP53 mutation. We reported that the
 TP53 mutation we found is an activating mutation that causes erythroid hypoplasia and significant 
growth disorders. The search for a common cascade triggered by both mutations is ongoing, and novel 
mechanisms to regulate translation efficiency may exist.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ダイアモンド・ブラックファン貧血は、赤血球造血のみが障害される先天性の造血不全症で、頭・顔部・上肢な
どに奇形がみられることがあり、発がん素因を有することも報告されている。原因はリボソームタンパク質をコ
ードする遺伝子の変異であるが、変異が明らかなのは60%ほどで、残りの症例は原因遺伝子が不明である。本研
究は、多くの症例の変異検索から新たな原因遺伝子を同定し、それを手掛かりに本疾患の発症機構を明らかに
し、新たな治療法の開発の礎となる研究である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



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

ダイアモンド・ブラックファン貧血(DBA)は稀な遺伝性骨髄不全症のひとつである。遺伝性の

骨髄不全症は、様々な遺伝的因子の異常によって造血細胞の分化・増殖が障害されて、血球の減

少をきたす疾患の総称である。責任遺伝子の機能は、造血細胞にとどまらないため、血球減少に

加えて外表奇形、内臓奇形などの身体所見を伴うことが多く、DBA もこの例に漏れない。DBA の

場合、奇形は、頭・顔部・上肢などにみられることが多く、全体の 40%ほどの症例で報告がある。

さらに、発がん素因を有することも報告されている。 

DBA の概念は古く、1938 年に確立していたが、原因は 1999 年の RPS19 遺伝子変異の発見(文

献 1)まで不明であった。RPS19 は 80 個あるリボソーム・タンパク(RP)遺伝子の一つである。今

日まで DBA には 15 種類の RP 遺伝子の異常が発見され、DBA はリボソーム病という概念の最初の

疾患になった。しかし、RP 遺伝子で説明がつくのは全体の 60%ほどで、残りの症例については、

非常にまれな赤芽球系転写因子 GATA1 をコードする遺伝子の変異を有する症例以外、原因が不

明のままである。 

興味深いことに、DBA でみとめられる GATA1 変異は、これまで我々が研究してきたダウン症

関連白血病(DS-AMKL)にみとめられたものと同じく、N 末端にある転写活性化領域を欠いた

GATA1s と呼ばれる分子を発現するものであった。 

DBA はリボソーム生合成の障害に由来すると考えられているが、全ての細胞に存在するリボ

ソームの異常が、どのような経路で貧血を引き起こすのか、明らかにされていない。 

ひとつの説は、RP 遺伝子変異により RP 量のインバランスが引き起こされ、これが核小体ス

トレスを誘導し、その結果、TP53 が活性化し赤芽球系細胞の細胞周期の停滞とアポトーシスを

引き起こすというものである。 

もう一つは RP 遺伝子変異によりリボゾームの機能が障害され GATA1 の効率的な翻訳が行わ

れず、赤芽球系細胞にアポトーシスが引き起こされるという説である。しかし、いずれの説も推

論の域を出ていない。 

 

２．研究の目的 

DBA 症例の中には未治療のまま自然寛解に至る例もあれば、治療抵抗性を示し骨髄移植が必

要になる症例もある。我々や海外の研究者は、DBA 患者や家族のエクソーム解析などを行ってい

るが、依然として 40％弱の症例では原因が明らかになっていない。 

本研究では、DBA 患者のスクリーニングの中でみとめた新規 TP53 の生殖系列変異を有する症

例に注目して、TP53 の活性化による赤芽球造血の抑制機構と RP遺伝子変異による同抑制機構を

比較することにより、共通のカスケードの検索を進め、そこから DBA の新たな原因と病態を明ら

かにすることを目的としている。 

DBA の治療は、副腎皮質ステロイドの投与が第一選択であるが、効果がみられるのは約 20%に

かぎられ、有効な治療法はない。DBA の発症メカニズムを明らかにし、そのカギとなる分子を明

らかにすることは治療法の開発にも重要であると考えている。 

 

３．研究の方法 

本研究では、赤芽球系細胞株に CRISPR/Cas9 システムを用いた相同組み換え修復によって症

例にみられた数種類の RP遺伝子の変異の導入を試みた。 

方法の詳細としては、細胞株:赤芽球系細胞株(K562, HUDEP)に、ゲノム編集:CRISPR/Cas9 発

現ベクター、gRNA 発現ベクターおよび一本鎖 DNA オリゴ(ssODN)を細胞株にトランスフェクショ

ンし、相同組み換え修復により目的の変異を導入する。しかし、このような DBA モデルにおいて

は、著しく細胞増殖が抑制されることを観察しており、単純に変異クローンを単離できない場合

があることも経験した。また今回、患者で認められた変異の中でアミノ酸置換変異についても注

目した。これまで、DBA で報告されている RP 遺伝子のアミノ酸置換変異については、機能解析

がなされていない、機能欠損型の変異か、稀な多型であるのか不明なまま報告されているものが

多くある。我々は、CRIPSR/Cas9 のゲノム編集と次世代シーケンサーを用いて、目的の変異アレ

ルの細胞増殖に対する影響を見る簡易機能解析法を開発し、本研究でさらに検証を進めた。 

 



 

 

４．研究成果 

我々は、DBA 患者の原因遺伝子を調べるスクリーニングにおいて、赤芽球癆と著しい低身長

を呈する 2例を経験した。全エクソーム解析をしたところ、予期せぬことに両症例とも生殖系列

に TP53 遺伝子の変異を有し、その変異は約 3万種類に及ぶ Li-Fraumeni 症候群やがんにみられ

る変異とは異なる C末端領域を欠く新規のものであった。 

これまで、生殖系列に TP53 の C 末端領域に変異を持った症例の報告はなく、新規の先天性赤

芽球癆であることが示唆された。TP53 の C 末端の機能については、これまで数は多くないもの

のいくつかの報告があったが、その機能は不明なままであった。ところが最近、この領域を欠失

したマウスは成長が著しく抑制されること(文献 2,3)、さらにこの領域が転写効率を負に制御す

る SET 因子と相互作用することが報告された(文献 4)。 

本研究の検索でも、この変異 TP53 は野生型 TP53 と比較して、CDKN1A のプロモーター活性を

1.5 倍ほど高いことが示された（図 1）。既に、

同変異を持つ iPS 細胞を樹立し、赤血球系への

分化誘導で障害が生ずることも確認した。in 

vivoでのこの変異の赤血球造血における影響を

見る目的で、C 末端部分を欠いた p53 を発現す

るゼブラフィッシュを開発した。その方法を以

下に示す。ゼブラフィッシュの一細胞期胚に、

イントロン 10 のスプライス部位を標的とした

モルフォリノ・アンチセンスオリゴ（MO）を注入

した。その結果、スプライシングの異常が引き

起こされ、エクソン 10 の直後に早熟な停止コド

ンを導入され、Tp53 の C 末端部位の除去を引き起こし

た。MO を注入した胚は、形態学的異常を伴う発生障害

を呈し、受精後 96 時間までに死亡した。受精後 48時

間でのヘモグロビン染色は、胚の赤血球産生の減少を

反映していた（図 2）。これらの結果は、C末端を欠い

たp53がゼブラフィッシュの初期発生と赤血球産生に

影響を与えていることを示唆していた。TP53 変異を有

する iPS細胞と野生型との遺伝子発現を RNA-Seq 解析

で比較したところ、予期せず RP 遺伝子の発現に差が

認められた（未発表）。この知見はこれまで推論された

TP53 の活性化と RP 遺伝子変異の因果関係とは全く逆

の関係を示唆するものであり、現在検索を続けている。 

TP53 の新規変異の機能解析の一方で、RP 遺伝子変異の機能解析についても検索を進めた。本

研究では、赤芽球系細胞株に CRISPR/Cas9 システムを用いた相同組み換え修復によって、症例に

みられた数種類の RP遺伝子の変異の導入を試みた。ゲノム編集を加えた細胞から継時的に gDNA

を抽出し、目的の変異アレルとそれ以外の変異アレルを、次世代シーケンサーを用いて解析した。

その結果、患者に認められた変異アレルは他の変異に比較してアレル頻度の継時的な低下が認

められた。このアッセイ方法で有害なアレルであると判断された、ものについては、限界希釈法

で単一クローンにすることにより、より詳細に変異の機能解析を進めた。RP 遺伝子の異常は rRNA

の成熟にも影響を与えることが知られており、単離した rRNA の成熟をノーザンブロット法で調

べた。しかしながら、変異の一部では rRNA の成熟障害か示されなかった。rRNA の成熟障害は RP

遺伝子変異によるリボソームの生合成の障害を反映していると考えられていたが、それと DBA の

病態を直接結びつける研究は報告されていない。今回得られた結果が、限られた実験系で起こっ

ていることなのか、それとも rRNA の成熟障害を示さない、DBA に至る経路が RP遺伝子変異の下

流にあるのか詳細を検索中である。 

当初、活性型 TP53 変異と機能不全型 RP 変異の下流を比較して、共通のカスケードから DBA



の発症機序に迫ることを目的にしていたが、検索を進めたところ、これまで推論されていたもの

とは全く異なるメカニズムが存在する可能性が示されつつある。現在、我々は DBA の中には RP

遺伝子に変異が認められないものの中に、RP 遺伝子の発現を制御する新たな仕組みがあり、そ

れがこれまで責任遺伝子の不明な DBA の原因になっている可能性を考え解析を進めている。 
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