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研究成果の概要（和文）：リボソームタンパク質 S19 などが先天性赤芽球癆の原因遺伝子とし

て明らかにされたが、発症メカニズムの詳細はまだ不明である。本研究では先天性赤芽球癆の

原因遺伝子と細胞内物質の代謝機構の１つであるオートファジーとの関わりについて解析した。

その結果、原因遺伝子の発現抑制によってオーファジーによる細胞内物質の分解が促進してい

る可能性を in vitro 培養細胞の実験系等を用いて見いだした。 
 
研究成果の概要（英文）：Responsible genes for Diamond Blackfan anemia are found in 
50-70% of the patients, but the precise mechanism of the specific defect on erythroid 
differentiation is largely unknown. This study focused on the relationship between the 
responsible genes and cellular metabolism especially the activity of autophagy which is one 
of the balk degradation processes of cellular materials. The one of the responsible genes 
was found to be associated with the activation of autophagy in in vitro culture model 
system. 
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１．研究開始当初の背景 
 先天性赤芽球癆は、近年その原因として
リボソームタンパク質遺伝子の変異が発見
され、リボソームストレスが貧血の根幹に
あることが明らかになった。しかしながら
原因遺伝子がどのようなメカニズムで赤芽
球特異的な分化抑制を誘導するのか明らか
になっておらず、細胞内の様々な機能との
関わりについて詳細に解析する必要があっ

た。 
 
２．研究の目的  
これまでに原因遺伝子の1つのRPS19を

発現抑制するin vitro培養モデルを構築し、
培養細胞や赤芽球前駆細胞で細胞周期が停
止することを発見した(2008)。本研究では
これまでに構築した培養モデルを用いて、
先天性赤芽球癆におけるリボソームストレ
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スに伴うオートファジーの活性化およびオ
ートファジー誘導と赤芽球分化の関係につ
いて詳細に解析することを目的とした。 
これらの解析を介して貧血とオートファジ
ーがどのように関連しているか検討する。 
 
３．研究の方法 
1．培養細胞における S19 によるオートフ
ァジー活性化の解析 
 オートファジーの活性化について、培養
細胞を用いてS19の発現を抑制した系で観
察する。方法としてオートファジーマーカ
ーを用いて免疫染色しマーカー陽性小胞等
を蛍光顕微鏡で観察する。またマーカー分
子の代謝をリソソーム阻害剤を用いて WB
法で検出する。さらにオートファジー小胞
の形成についてS19を抑制した細胞での電
子顕微鏡解析で観察する。 
 
２．S19 発現抑制モデル系をもちいた血液
細胞おけるオートファジー活性化の解析。 
造血前駆細胞でS19の発現を抑制すると

まず赤芽球前駆細胞で細胞周期が停止する。
そこで、赤芽球系前駆細胞でオートファジ
ーが誘導されるかオートファジーマーカー
を指標に測定する。しかしながら、赤芽球
系前駆細胞は造血幹前駆細胞の分画のなか
でも比較的少数であるため、一般的な手法
での解析は困難であると予想される。そこ
で、shRNA 発現レンチウイルスを造血幹
細胞に導入し、細胞増殖が停止する 4 日目
以降の細胞について細胞表面マーカーでフ
ローサイトメーター用いて分取し、分取後
にサイトスピンでスライドグラスへ張り付
けたる。それぞれの分画した細胞で細胞あ
たりのオートファジー小胞数をコントロー
ルと比較することとする。造血前駆細胞の
S19 発現抑制によるオートファジー誘導を
検討できると考える。 
 
４．研究成果 

 DBAのin vitro培養細胞モデルで原因遺伝
子RPS19の発現抑制によりオートファジー
の活性化を引き起こすことを蛍光顕微鏡観
察で発見できた。また電子顕微鏡解析では、
脂質2重膜構造を持ったオートファゴソー
ムの過剰な形成が多数確認できオートファ
ジーの活性化を確認した。初代培養細胞で
も同様の現象が認められるか確かめるため
に骨髄CD34+細胞（市販品）にshRNAを導入
し、フローサイトメーターで赤芽球前駆細
胞を分収、Primary赤芽球前駆細胞における
オートファジーマーカーの発現を免疫染色
にて確認した。その結果赤芽球前駆細胞で

のオートファジーが活性化を見いだした。 
 今後は患者検体を用いてDBA疾患細胞内
で解析の解析が必須であることからこれま
でDBAの遺伝子解析研究等で構築したDBAの
担当医師や研究者とのネットワークを活用
し、DBA由来疾患多能性幹細胞を研究に利用
できるように樹立の準備に取りかかった。 
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