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研究成果の概要（和文）：本研究で、ダウン症細胞に染色体不安定性を誘導して過剰２１番染色体を正常化する
計画を立てた。ダウン症細胞にBubR1 siRNA導入したところ、多彩異数性モザイクの病態が再現されたが、今の
ところ過剰２１番染色体のみ正常化した細胞クローンは得られなかった。今後は、単離する細胞クローンの数を
増やすことで、過剰２１番染色体のみ喪失した細胞クローンの樹立する予定である。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to normalize 21 trisomy in Down's syndrome cells 
by induction of chromosome instability. We transfected BubR1 siRNA into Down's syndrome cells and 
analyzed their karyotypes. Cellular phenotype of mosaic variegated aneuploidy was observed, but a 
cell clone in which excessive chromosome 21 was normalized was not yet obtained. We will establish 
such cell clones that lost only excessive chromosome 21 by increasing the number of isolated cell 
clones.
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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 
 ダウン症は、特異顔貌と乳児期の哺乳力低
下、さらに先天性心疾患や白血病など多くの
全身性合併症を特徴とする。早期療養と適切
な健康管理により予後は大きく改善したが、
異常染色体を根本的に治療する方法は未だ
知られていない。そうしたなか、培養細胞レ
ベルで過剰２１番染色体を正常化する手法
が報告されて注目を集めている（Li et al. 
Cell Stem Cell 2012; Jiang et al. Nature 
2013）。これらは、ダウン症の根治療法に繋
がる画期的なアプローチとして評価された。
しかし、いずれも外来遺伝子をゲノムに組み
込む手法であるため、予期しない遺伝情報の
改変を引き起こすリスクが懸念され、より安
全な手法の開発が求められている。 
 申請者らは、染色体数の不安定性を特徴と
する PCS（MVA）症候群について研究を進めて
きた。多彩異数性モザイク（MVA）の病態が
トリソミー治療法に利用できるとの着想を
得て、ダウン症細胞の過剰２１番染色体を正
常化させる本研究計画を立案した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ダウン症の iPS 細胞で BubR1 
siRNA により分裂期チェックポイントを一過
性に阻害して、ダウン症細胞に MVA を誘導す
る。得られた細胞を多数分離して、過剰２１
番染色体のみ喪失した細胞クローンを選別
することを目的としている。 
 
３．研究の方法 
 ダウン症の皮膚線維芽細胞からiPS細胞を
樹立する。同時に健常者 iPS 細胞を入手して
BubR1 siRNA によるノックダウンを行ってト
リソミー治療法のプロトコルを検討する。 
 
４．研究成果 
１）ダウン症の iPS 細胞の樹立 
 ダウン症の皮膚線維芽細胞に OCT3/4、SOX2、
KLF4、L-Myc、LIN28、ｐ53-sｈRNA 発現用エ
ピソーマルベクターを電気穿孔法で細胞に
導入して、MMC で処理した SNL フィーダー細
胞上で培養して、約３週間後に形成する細胞
コロニーを単離した。樹立した iPS 細胞４ク
ローンの核型を調べたところ、興味深いこと
に４クローン中１クローンは２１トリソミ
ーが正常核型に変化していた。 
２）BubR1 siRNA による過剰染色体の喪失 
 健常者 iPS 細胞を入手して、BubR1 siRNA
をリポフェクション法で導入してコロニー
を形成させた。細胞コロニーを単離して９６

穴プレートで培養を継続し、各細胞クローン
について、Gバンド法で染色体核型を調べた。
その結果、得られた細胞クローンは、様々な
種類のモノソミーやトリソミー、ダブルトリ
ソミーを有しており、PCS（MVA）症候群の病
態が再現された。しかしながら、過剰２１番
染色体が正常化した細胞クローンは得られ
たが他の染色体のモノソミーも伴っており、
今のところ、過剰２１番染色体のみが正常化
した細胞クローンは得られていない。 
３）ライブセルイメージングを用いた２１番
染色体の解析 
 ２１番染色体の特定の遺伝子を標的とす
る CRISPR/Cas9 を作成して GFPと連結して細
胞に導入した。２１番染色体認識 dCas9-GFP
と BubR1 siRNA を共導入することにより２１
番染色体がリアルタイムで追跡できること
を確認した。 
４）考察 
 BubR1 siRNA 導入によりダウン症細胞で、
多彩異数性モザイクの病態が再現された。し
かしながら、過剰２１番染色体のみダイソミ
ーに変化した細胞クローンは今のところ樹
立できていない。今後は、単離する細胞クロ
ーンの数を増やすことで、過剰２１番染色体
のみ喪失した細胞クローンの樹立を目指し
たい。 
 一方、ダウン症の皮膚線維芽細胞をリプロ
グラミングするだけで、２１トリソミーが正
常に変化したiPS細胞クローンが樹立された。
最近、ダウン症の線維芽細胞を iPS 細胞にリ
プログラミングするだけで、核型が正常な細
胞が一定の割合で樹立されることが報告さ
れた（Hirota et al, Science 2017）。すな
わち、細胞のリプログラムが染色体異常を正
常核型に誘導するメカニズムの存在が示唆
された。今後は２１トリソミーがダイソミー
に変化するメカニズムを、本研究で作製した
ライブセルイメージング法を活用して明ら
かにしていきたい。 
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