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研究成果の概要（和文）：リボソームの異常に起因する疾患「リボソーム病」は、リボソームによる選択的な
mRNAの翻訳調節機構が破綻した結果であると考え、これを検証するためにゼブラフィッシュで疾患モデルを作製
し、系統的な解析を実施した。その結果、リボソームタンパク質RPS19に変異があるダイアモンド・ブラックフ
ァン貧血のモデルでは、造血に関与する遺伝子や糖鎖の合成に関わる遺伝子の翻訳効率が低下した。また、rRNA
の修飾を阻害したモデルでは、RNA修飾が初期発生に必須であり、多くの遺伝子の翻訳が変動した。本研究によ
り、リボソームの選択的な翻訳調節機構がリボソーム病の発症に大きく関わることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Ribosomopathies are the diseases caused by ribosomal abnormalities. We 
hypothesized that the selected mRNA translation by ribosomes should play an important role in the 
disease onset. To investigate the molecular pathogenesis of ribosomopathies, we developed a 
zebrafish model of Diamond-Blackfun anemia by knocking down a ribosomal protein gene RPS19 and found
 that the genes involved in erythropoiesis and glycan biosynthesis were translationally 
down-regulated. We also investigated the role of rRNA modifications in zebrafish and found that the 
modifications are essential for the early development of zebrafish and a loss of the modification 
leads to translational dysregulation of mRNAs. These results indicate that regulation of the 
selected mRNA translation is associated with the pathogenic mechanism of ribosomopathies.

研究分野：分子遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
 リボソームはすべての生物に不可欠な遺
伝情報の翻訳装置であり、多数のタンパク質
と RNAからなる巨大な複合体である。通
常、このような細胞内装置の障害は生体に
とって致命的であるため、疾患の原因にはな
らないと考えられていた。しかし、1999 年に
ダイアモンド・ブラックファン貧血（DBA）
の患者でリボソームタンパク質 S19遺伝子
（RPS19）に変異が見つかったことを契機
に、リボソームの機能障害が必ずしも致死
とはならず、疾患原因になり得ると考えられ
るようになった。また、リボソームの異常
と発がんとの関連も報告され、疾患発症の分
子機構について強い関心が寄せられていた。
しかし、ユビキタスに存在するリボソームの
異常がなぜ特定の組織や細胞にのみ影響を
与えるのか大きな疑問であった。 
 
２．研究の目的 
 この疑問を解決するために、私達は、リ
ボソームが細胞の種類により mRNA に対す
る親和性（選択性）が異なるのではないか
と考えた。すなわち、リボソームによる選
択的な翻訳調節機構が存在し、この選択性は
多数のリボソームタンパク質（RP）や RNA修
飾の組み合わせ「リボソーム CODE」により
制御されていると推測した。RPや rRNAに生
じたわずかな変異がリボソーム CODE の破
綻を招き、これが一連の mRNA の翻訳活性
に影響を与えた結果、特定の組織に障害を
もたらし、貧血などの病態を引き起こした
と考えることができる。本研究は、リボソ
ーム CODE に制御された選択的 mRNA 翻訳
機構を明らかにし、リボソームの異常に起
因する疾患（リボソーム病）発症の分子機構
を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）DBAモデルの解析 
① 翻訳効率の解析 
 DBAのゼブラフィッシュモデル（RPS19
遺伝子のノックダウン胚）からショ糖密度勾
配遠心法によりポリソーム画分を調製し、こ
こから抽出したmRNAをDNAチップおよび
次世代シーケンサーを用いて解析すること
で、各 mRNAの翻訳量の変動を調べた。また、
DBAモデルのトランスクリプトーム解析も
同時に行い、このデータと比較することで正
味の翻訳効率を推測した。これにより、DBA
モデルで翻訳が変動した遺伝子を同定した。
次世代シーケンサーによる解析は、連携研究
者の鈴木穣（東京大学）が担当した。 
 
② オントロジー解析 
 翻訳効率が変動した遺伝子についてオン
トロジー解析を行った。効率が 50%以下に低
下した遺伝子 75個と効率が 2倍以上に増加
した遺伝子 181個をフリープログラムの
DAVID（Database for Annotation, Visualization, 

and Integrated Discovery）を用いて解析した。
翻訳効率が低下した遺伝子については、DBA
患者のエクソームデータを解析して遺伝子
変異の有無も同定した。 
 
（２）新規 DBA候補遺伝子の解析 
① 候補遺伝子の機能解析 
 DBA患者のエクソーム解析により同定さ
れた変異遺伝子が真の原因遺伝子であるこ
とを確認するために、ゼブラフィッシュを用
いて当該変異の機能解析を行った。患者で同
定された変異は RP遺伝子（RPL27, RPS15A, 
RPS27）のスプライシング異常またはフレー
ムシフトを引き起こすと推測されたため、ゼ
ブラフィッシュのオルソログの相同部位に
モルフォリノアンチセンスオリゴ（MO）を
設計し、これを受精卵に注入することでスプ
ライシングを阻害した。得られたゼブラフィ
ッシュ胚の形態および造血能を解析するこ
とで、当該遺伝子が新規の DBA遺伝子であ
るかどうかを評価した。 
 
② シノニマス変異の解析 
 DBA患者のスクリーニングが欧米・日本を
中心として大規模に進められている。しかし、
半数近くの患者でいまだに原因遺伝子は同
定されていない。そこで、通常のエクソーム
解析では発見できない変異が DBAの原因に
なっているものと考え、シノニマス変異の解
析を行った。厚労省と AMEDの難治性疾患克
服事業で蓄積された約 50例の患者および家
族のエクソームデータを解析し、疾患発症に
リンクする変異を検索した。 
 
（３）発がんモデルの作製 
 RP遺伝子のノックダウン胚は、1週間程度
で致死となることより発がんモデルとして
はあまり適さない。この問題を解決するため
に、Tol2のシステムを用いて組織特異的に 
RP遺伝子をノックダウンする方法の開発を
試みた。Tol2 は魚のトランスポゼースで、こ
れを使って組織特異的なプロモーターを持
つmiRNA遺伝子（RPS8aを標的とする）をゼ
ブラフィッシュのゲノムに組み込んだ。得ら
れたトランスジェニックゼブラフィッシュ
を長期間飼育し、腫瘍形成の有無を観察する
とともに、組織化学的な手法で特異性や
RPS8aの発現レベル（miRNAの効果）などの
解析を行った。 
 
（４）RNA修飾と翻訳活性の解析 
 rRNA修飾の機能を明らかにするために、
修飾が欠損したゼブラフィッシュを作製し
た。まず、修飾酵素（ディスケリン）に変異
が同定された先天性角化不全症（DC）のモデ
ルを作製し、ポリソーム mRNA-seqにより翻
訳効率が変動した遺伝子を同定した。これら
の遺伝子は DC発症に重要な役割を果たして
いると考えられる。次に、修飾をガイドする
snoRNAの発現を阻害して、DCモデルと同様



な手法により特定部位の修飾の機能を解析
した。これにより RNA修飾の機能を個体レ
ベルで解析した。 
 
４．研究成果 
（１）翻訳効率が変動した遺伝子の解析 
 DBAのゼブラフィッシュモデル（RPS19
遺伝子のノックダウン胚）のトランスクリプ
トーム解析およびポリソーム mRNA解析に
より、DBAモデルにおいて翻訳効率が変化し
た mRNAを同定した。効率が 2倍以上に上昇
した遺伝子 181個、効率が 50%以下に低下し
た遺伝子 75個について、造血との関連を調
べたところ、翻訳効率が低下した遺伝子の上
位に多くの造血関連因子が含まれていた。最
も翻訳効率が落ちた遺伝子は GATA1であり、
赤血球産生に重要な転写因子であった。
GATA1の翻訳が DBA発症に関与する可能性
がすでに報告されており、これを指示する結
果となった。また、2番目に翻訳効率が低下
した遺伝子は、赤血球産生および GPIアンカ
ーの生合成に働く遺伝子であった。興味深い
ことに、ジーンオントロジー（GO）解析によ
り、他にも多くの糖鎖合成に関与する遺伝子
の翻訳が落ちていることが明らかとなった。
DBAの発症に糖鎖の生合成が何らかの役割
を果たしている可能性が示された。 
 次に、翻訳効率が変動した遺伝子と原因遺
伝子が同定されていない DBA患者のエクソ
ームデータを比較したところ、翻訳効率が低
下した上位 20遺伝子のうち 6遺伝子で患者
に変異を発見した。RP遺伝子以外では唯一
GATA1にしか変異が報告されていないこと
から、これらの遺伝子は前述の糖鎖関連遺伝
子とともに DBA発症機構の解明に重要な手
がかりを与えると考えられる。 
 
（２）新規 DBA遺伝子の同定 
 DBA患者のエクソーム解析により同定さ
れた 3種類の RP遺伝子（RPL27, RPS15A, 
RPS27）について、ゼブラフィッシュで機能
解析を行った。RPL27および RPS15Aはスプ
ライス部位の変異により、患者ではそれぞれ
エキソン 2とエキソン 3が欠失していた。そ
こで、該当するスプライス部位を標的とした
MOを受精卵に注入し、転写産物および表現
系を解析した。RT-PCRで転写産物を解析し
たところ、MOを注入したゼブラフィッシュ
胚では、患者と同様なエキソンスキップが起
こった（図 1）。 

 これらの胚は尾部の屈曲や体調の短縮な
どの形態異常が認められ、また、ヘモグロビ

ン染色により血球を染色したところ、血球数
が減少していることも明らかになった。さら
に、これらの表現型は RPL27, RPS15Aの
mRNAを注入することで回復した（図 2）。以
上の結果より、RPL27および RPS15Aを新規
の DBA遺伝子として同定した（Br. J. 
Haematol. 2015; Haematologica, 2017）。 
 

 RPS27の変異をゼブラフィッシュで再現す
るために、イントロン 2のスプライス部位を
標的にしたMOを受精卵に注入した。RT-PCR
で転写産物を解析したところ、MO注入胚で
はエキソン 2がスキップし、その結果、患者
と同様にフレームシフトが生じた。これらの
胚は、尾部の屈曲や卵黄伸長部の低形成など
を示すとともに、造血も低下していた。これ
らの結果より、RPS27も新たな DBA遺伝子
であることが示唆された（Br. J. Haematol. 
2015）。 
 シノニマス変異が疾患の原因になる可能
性を検討するために、厚労省と AMEDの難治
性疾患克服事業で蓄積された約 50例の患者
および家族のエクソームデータを解析し、疾
患発症にリンクする変異を検索した。その結
果、複数の遺伝子で疾患発症との関連が明ら
かになった。現在、これらの遺伝子について
機能解析を進めている。 
 
（３）発がんモデルの作製・解析 
 RP遺伝子の異常に起因した腫瘍形成の分
子機構を明らかにするために、Tol2のシステ
ムを用いて、肝臓、神経、体節に特異的な
プロモーターを有する miRNA遺伝子（RPS8a
を標的とする）をゼブラフィッシュのゲノ
ムに組み込んだ。これらのゼブラフィッシ
ュを長期に飼育・観察を行った結果、神経
特異的なプロモーターを持つゼブラフィッ
シュで腫瘍の形成を確認した（図 3）。 

 この個体から組織切片を作製し、腫瘍組織
の解析を行った結果、ゼブラフィッシュに特
有な抹消神経鞘腫瘍様の特徴を示した。また、
組織の免疫染色により RPS8aの発現レベル
が低下していることも確認した。このゼブラ
フィッシュは RP遺伝子の異常に起因した発

図 3 miRNAによる腫瘍形成   

図 1 RT-PCRよる転写産物の解析  

図 2 ヘモグロビン染色による血球の解析 



がんの優れたモデルになると考えられる。 
 
（４）RNA修飾の異常と mRNAの翻訳活性 
 リボソームにおける RNA修飾の役割を明
らかにするために、RNA修飾が欠損したゼブ
ラフィッシュモデルを作製した。修飾酵素
（ディスケリン）を欠損したゼブラフィッシ
ュは先天性角化不全症（DC）のモデルになる
と考えられる。また、U26 snoRNAの発現を
阻害したゼブラフィッシュは特定の rRNA修
飾の機能を解析するモデルとなる。これらの
モデルはいずれも発生初期に異常を示し、頭
部や顎の形成異常、色素異常、心膜の浮腫、
内蔵の形成不全などが観察された。また、7
日以内にすべて致死となった。 
 次に、ポリソーム mRNA解析および DNA
チップを用いたトランスクリプトーム解析
を行った。その結果、欠損モデルにおいて
翻訳効率が大きく変動（2倍または 1/2））し
た遺伝子を、ディスケリンの発現阻害で 176
個、U26 snoRNAの発現阻害で 252個同定し
た。また、翻訳効率の変動が大きい遺伝子
のオントロジー解析したところ、特に、U26 
snoRNAの発現阻害で脳および神経系、眼の
形成に関わる遺伝子が多数同定された。これ
らの結果は、RNA修飾の役割および疾患との
関連を明らかにするための重要な情報にな
ると考えられる。 
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