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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)の病因としてDBA患者の約25%においてリボゾーム
蛋白S19の遺伝 子異常が報告されているがいまだ完全には解明されていない。近年新たに他のリボゾーム蛋白(RPL5, R
PL11, RPS24, RPS17)の異常が報告されており、これらの蛋白を抑制するレンチウイルスベクターを作製し、DBAモデル
細胞の作製を行った。DBAモデル動物作製の為に、KRAB(Kruppel-associated box)遺伝子を組み込んだトランスジェニ
ックマウスの作製を行った。

研究成果の概要（英文）：Diamond-Blackfan anemia (DBA) is a congenital red cell aplasia in which 25% of the
 patients have a mutation in the ribosomal protein S19 gene. Recently, it was reported that other ribosoma
l proteins (RPL5, RPL11, RPS24, RPS17) were also mutated in DBA patients. We constructed lentiviral vector
 expressing siRNA against RPL5, RPL11, RPS24, and RPS17 to analyze the molecular mechanism of DBA. We esta
blished cell line model of DBA after transduction with these lentiviral vector. To develop DBA model mouse
, first, we generated KRAB (Kruppel-associated box) gene transgenic mouse. Using this mouse, we have a pla
n to make a tetracycline inducible DBA model mouse. 
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１．研究開始当初の背景 
 Diamond-Blackfan anemia(以下DBA)の病因
に関してはいまだ完全には解明されていな
いが、DBA 患者の約 25％において RPS19 の遺
伝子異常が報告されている。また、近年 RPS19
以外のリボゾーム蛋白(RPL5, RPL11, RPS24, 
RPS17 等)の異常の報告もあるが、DBA の半数
以上は依然として病因不明である。また、現
在までに有効な治療法は開発されていない。 
 今までの DBA 研究の問題点として(1)患者
数が少なく研究に必要なサンプルが手に入
りにくい。(2) DBA の細胞自体が in vitroで
も増殖が困難である。(3) DBA の病態解析、
治療効果検討を行えるモデルが存在しない。
などがあげられ、これらの理由から DBA の病
体解析およびその治療法の研究をするのは
困難であった。我々が開発した DBA モデル
（Blood. 105: 4627-4634, 2005, Mol Ther. 
11: 627-637, 2005）は DBA 患者のサンプル
と同じ表現系 (細胞増殖能低下、コロニー形
成能の低下、赤血球系分化障害、など) をも
ち、これらのモデル細胞の使用により今まで
は不可能であった様々な解析が可能となり
DBA 分子メカニズムの解析を行ってきた
(Stem cells. 26: 323-329, 2008, Blood. 
109: 980-986, 2007)。 
 本研究ではこれらの結果を基に、siRNA を
用いて様々なリボゾーム蛋白(RPL5, RPL11, 
RPS24, RPS17 等)の異常を持つ DBA モデルの
作製を行い、総合的にリボゾーム蛋白異常の
分子病態の解明を行う。さらにはこれらの結
果をふまえると共に、臨床応用を念頭に置い
た新規治療法(遺伝子治療)の開発を行いそ
の有効性と安全性を検討する。 
 
２．研究の目的 
(1) 今までの DBA研究においては RPS19 異常
による研究が主体であったが、他のリボゾー
ム蛋白(RPL5, RPL11, RPS24, RPS17 等)の異
常も存在し、これらの異常持つ in vitro, in 
vivo モデルを作製し、総合的に DBA の詳細な
病態を行っていく。 
(2) 新規治療法(遺伝子治療)においては現
在の造血幹細胞を標的とした遺伝子治療の
問題点として、遺伝子導入細胞の生着率が低
く garoth advantage を持たない細胞では治
療効果が得にくいことがあげられる。本研究
ではこの問題点を解決すべく、造血幹細胞の
自己複製を促進させ増幅させる因子である
Homeobox transcriptional factor B4 
(HoxB4) (Cell. 109: 39-45,2002, Stem Cells. 
24: 653-661, 2006)を発現させ、遺伝子導入
された造血幹細胞が増幅するような独創的
なシステムの開発を試みる。 
 
３．研究の方法 
(1)リボゾーム蛋白(RPL5, RPL11, RPS24, 
RPS17)の異常を持つ DBA モデルの作製 
1)薬剤(テトラサイクリン)誘導性レンチウ
イルスベクターの作製 

RPS24, RPS17 に対する siRNAを組み込んだテ
トラサイクリン誘導性レンチウイルスベク
ターは作製済みであり、さらに RPL5, RPL11,
に対するsiRNAを組み込み新しいレンチウイ
ルスベクターを作製する。 
2)DBA モデル細胞の作製 
KRAB 遺伝子（Mol Ther. 11: 627-637, 2005）
をすでに組み込んだ赤芽球系に分化可能な
細胞(TF1, K562)に作製したレンチウイルス
ベクターを用い遺伝子導入し、テトラサイク
リンにて siRNA を発現し、ボゾーム蛋白の発
現を抑制する事によりDBAモデルを作製する。 
3) DBA モデルマウスの作製 
マウス ES 細胞にラサイクリン誘導性が可能
となる KRAB(Kruppel-associated box) 遺伝
子(Mol. Ther. 11: 627-637, 2005) を組み
込みトランスジェニックマウスを作製する。
作製したマウスの骨髄細胞に各リボゾーム
に対するsiRNAを発現させるレンチウイルス
ベクターにて遺伝子導入後、移植しテトラサ
イクリンにて誘導し動物モデルを作製する。 
(2)新規治療法(遺伝子治療)の開発  
造血幹細胞の自己複製を促進させ増幅させ
る因子である Homeobox transcriptional 
factor B4 (HoxB4)発現アデノウイルスベク
ターを作製し造血幹細胞遺伝子導入時に 
HoxB4 を発現させ in vivo で増幅を行い治療
効果の増強を試みる。 
 
４．研究成果 
(1)DBA モデル細胞の作製 
リボゾーム蛋白(RPL5, RPL11, RPS24, RPS17)
に対するsiRNAを組み込んだレンチウイルス
ベクターを TF1、K562 細胞に遺伝子導入した
結果細胞増殖能低下、コロニー形成能の低下、
を認めた。今後これらの細胞にてマイクロア
レイ、もしくは蛋白アレイにて検討し、さら
に詳細な分子病態を解明していく。 
(2) DBA モデルマウスの作製 
KRAB 遺伝子を組み込んだトランスジェニッ
クマウスの作製に成功した。今後このマウス
の骨髄細胞にリボゾーム蛋白(RPL5, RPL11, 
RPS24, RPS17)に対する siRNA を組み込んだ
レンチウイルスベクターにて遺伝子導入し、
テトラサイクリンによる誘導性を検討する
とともに、移植する事により動物モデルの作
製を行っていく。 
(3) 新規治療法(遺伝子治療)の開発  
HoxB4 発現アデノウイルスベクターの作製を
行った。今後上記モデルが出来次第治療時に
使用し有効性を検討していく。 
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