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研究成果の概要（和文）：　本研究では、ヒト線維芽細胞およびそれ由来のiPSCを染色体Q-FISH法により解析
し、iPSCのテロメア長には細胞間(inter-cell)および染色体間(intra-cell)でも大きな幅があるものの、iPS化
に伴い由来細胞と比し平均値（中央値）は有意に増大し、リプログラムによってテロメア長伸長が起こることが
確認出来た。また、① iPSCテロメア値は新生児値に相当すること、②細胞老化期に高度の短縮を示すテロメア
がリプログラム時に平均以上に伸長すること（テロメア長補正機構を示唆）、テロメア長はTERT活性亢進のみな
らずトリミング活性により染色体毎に巧妙に調節されることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To elucidate “lifelong” telomere dynamics at chromosomal level must 
contribute to clarify not only telomere biology but human aging process. We have analyzed sets of 
parental strains and derived iPSCs. Telomere lengths have been reported to be elongated in induced 
pluripotent stem cells (iPSC) during their reprograming process. However, the precise profiles of 
the telomere lengthen at chromosomal level have largely remain to be solved.
We analyzed telomere lengths by metaphase quantitative fluorescence in situ hybridization (Q-FISH) 
method, and found that the telomere lengths in iPSCs seem to be  reflected neonatal state, and the 
telomere dynamics (lengthen or shorten) during the sequential subculture of human diploid fibroblast
 strains (TIG series) were different among each chromosome end. Frequencies of chromosomal 
instability (TAS) occurring  differ among strains. The donor age of the cell strains was suggested 
to contribute the difference.

研究分野： 分子細胞生物学、基礎老化学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒト正常２倍体細胞（線維芽細胞）の最初期から老化期に渡るテロメア長の “lifelong” プロファイルを明ら
かにすることはテロメア生物学に留まらず加齢科学の根幹の解明に資すると考えられる。
本研究では、ヒト線維芽細胞およびそれ由来のiPSCを染色体Q-FISH法により解析し、iPSCのテロメア長には細胞
間および同一細胞内の染色体間でも大きな幅があるものの、iPS化に伴い由来細胞と比し平均値（中央値）は有
意に増大し、リプログラムによってテロメア長伸長が起こることが確認出来た。以上の結果から、テロメア長は
TERT活性亢進のみならずトリミング活性により染色体毎に巧妙に調節されることが示唆された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
数少ない老化マーカーとしてテロメア長（短縮）が有用であるとされる。私達は全身臓器のテ

ロメア長が個体特異的であること、細胞株間でテロメア長や短縮率に差異のあること、特異的
染色体の癒合が起こること等を解明してきたが、それらが生じる機序の詳細は未解明である。 
世界的な先進ラボにおいて、テロメア維持に関与する遺伝子(伸長因子のテロメラーゼ複合体

やその関連分子、トリミング因子である種々のエンドヌクレアーゼとその関連分子、調節因子
として作用する Shelterin 複合体構成分子)の解析も進められているが、いずれも限られた細胞
（株）を対象とした研究で、ヒトテロメア長や短縮率の個体差／細胞（株）間相違の生ずる原
因またそれらとテロメア機能不全（細胞老化や癌化に繋がる）の因果関係の全体像は未解明で
あった（現在も基本的には同様の状況である）。 
私達は、これまでに、正常ヒト線維芽細胞を細胞老化に至るまで培養し、初代培養細胞（メタ

フェーズ）の染色体別テロメア長短縮と染色体融合との相関を解析し、株特異的テロメア短縮
と染色体融合の関連を解明した（Takubo et al. 2010）。このデータが今回の計画を立案する上
で重要な契機となった。また、私たちはこれ迄に、MRC-5 細胞株とそれ由来の iPSC（国立成
育医療研究センター樹立）の比較を行い、染色体ごとでテロメア長の伸長が異なることを明ら
かにした。 
 
２．研究の目的 
本研究では、多種類のヒト培養細胞（iPS 細胞株を含む）を対象とした分子レベル（染色体毎）

でのテロメア長とテロメア維持に関与する複雑な遺伝子群発現との比較解析を通して、テロメ
ア構造維持の恒常性が破綻し機能不全に陥る原因解明を目指した。 
正常ヒト線維芽細胞株（TIG series 7 株）において、テロメア短縮による染色体癒合の発現頻

度とテロメア動態との相関について①最短テロメア長とサブテロメア長との総体がテロメア機
能に重要であること、②株間差のある PDL あたりのテロメア短縮率とテロメア不全（染色体
癒合：Telomere association）発現率に正相関のあることが強く示唆された。 
 幹細胞の維持は生体の維持あるいは若さを保つことと通ずる。テロメア長は幹細胞で保持さ

れることが推測されているが、その本態は未解明な点が多い。山中 4 因子の導入により樹立さ
れる induced pluripotent stem cell (iPSC)は幹細胞としての性格を持つ。その遺伝子情報のリ
プログラミング過程において、テロメアが伸長することがよく知られている。しかし、その動
態ついては不明の点が多く残され、特に染色体別の解析は殆ど報告されていない。私共はこれ
まで iPSC のテロメア定量を行い、テロメア長が維持されることは iPSC の品質評価に有用で
あること等を報告してきた（Terai et al., 2013）。 
 
３．研究の方法 
習熟している Southern blot 法、ペプチド核酸プローブに用いた Q-FISH 法に用いた解析を

援用しテロメア動態（伸長と短縮）を染色体ごとに解析し、株観の相違および共通性を明らか
にする。 
京都大学 iPS 研究所で樹立された iPS 細胞株中にすでに私達がテロメア長を解析している株

が国立研究開発法人 医薬基盤・健康・栄養研究所の細胞バンクに寄託されていたことから、
3 種：TIG-120 株（6 歳女性皮膚由来線維芽細胞株）TIG-114 株（36 歳男性皮膚由来線維芽細
胞株）, TIG-107 株（81 歳女性皮膚由来線維芽細胞株）を入手した。これらのテロメア長と以
前私達が解析した親株のテロメア長の比較検討を行った。 
 
４．研究成果 
 テロメア光度には細胞（核板）間(inter-cell)および同一細胞内染色体間(intra-cell)で大
きな幅があるものの、iPS 化に伴い増大し、リプログラムによってすべての染色体末端でテロ
メア長延長が起こることが示された。iPSC テロメア値は新生児値に相当することが示された。
一方、すべての染色体末端でテロメア長延長が起こることが示されたが、細胞老化期に著明な
短縮を示す（特定の染色体末端）テロメアがリプログラム時により高度に伸長する傾向を示す
現象見いだした（リプログラミングはテロメア短縮を補正する）（論文作成中）。 
株間で絶対普遍的な染色体特異性ルールは確定できなかったものの、テロメア長の動態を基準

として複数の細胞株で；１）細胞老化期に著明なテロメア短縮を示し、リプログラムにより平
均値以上の伸長を示す染色体グループ（還元すると、テロメア短縮率の高い染色体、eg. #9p, 16p, 
22q, Yq）、２）テロメア長順位の大きな変動のないグループ（平均的テロメア短縮を示す、 
eg.14p, 21, Yq）３）iPSC と老化期でテロメア長の変化の極めて小さいグループ（あるいは、
リプログラムによって伸長しないテロメアを有する染色体が、少数ながら存在する。）（e.g. 2p, 
3p, 8q, 10q, Yp）が認められた。テロメア動態（特に早期）解明のため iPSC が有用であるこ
とが示された。これらの結果は、今回の研究期間ではその分子基盤の解明までは至らなかった
ものの、テロメア長は TERT 活性亢進のみならずトリミング活性により染色体毎に巧妙に調節さ
れることが示唆する、ユニークで貴重な基礎データを示している。 
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