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研究成果の概要（和文）：　Down症候群は、21番染色体の数的過剰により多彩な合併症を発症する。本研究は、
体細胞から、過剰染色体を後天的に消去する基盤技術の確立を目指した。核型修正作用が報告されているZSCAN4
蛋白質の強制発現は、有意な染色体消去率を示さなかった。他方、単一の21番染色体のみを認識する
CRISPR/Cas9システムを構築し、トリソミー21-iPS細胞を対象に染色体の複数箇所切断を行い、標的染色体の消
去を試みた。結果、5%以上10%以下の頻度で過剰染色体が消去され、核型を正常化させることに成功した。本技
術は、過剰染色体を後天的に消去する基盤技術として将来的な発展が見込めるものと判断される。

研究成果の概要（英文）：Down syndrome is a chromosomal condition caused by an excess of chromosome 
21, leading to an array of lifelong complications. The elimination of extra chromosome 21 could be 
directly linked to a primary intervention in this context for a person with Down syndrome. The 
overexpression of ZSCAN4 protein, a transcription factor previously reported as an aneuploidy 
correction effector, showed no significant extra chromosome elimination rate compared with 
no-treatment control trisomy 21 iPS cells in our in vitro setting. In an effort to delete extra 
chromosome, we next employ CRSPR/Cas9 system for DNA double-strand breaks on a single targeted 
chromosome 21, and found that 7% of entire chromosome loss rate on average by FISH analysis. The 
strategy to induce single chromosome cleavages at a multiple site using CRISPR/Cas9 thus may 
contribute to both basic and clinical science for aneuploidy-associated pathological condition, 
including Down syndrome and other autosomal trisomies.

研究分野：遺伝学

キーワード： ダウン症候群　トリソミー　染色体工学　iPS細胞　CRISPR/Cas
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　細胞内にある複数の相同染色体のうち、単一の染色体をCRISPR/Cas9システムを用いてアレル特異的に切断す
ることにより、標的染色体を細胞内から消去可能であることを示した点は、学術的意義があると判断される。オ
フターゲット、Cas9蛋白の抗原性、DNAの変異誘導と蓄積、デリバリー法等、臨床応用には複数の解決すべき課
題が複数あるも、これまで染色体の消去が困難ないし不可能であった背景に照らし合わせれば、本原理は過剰染
色体を後天的に消去する基盤技術として臨床的展開が見込める技術と判断され、人口の0.1%弱の人がDown症候群
を有する事実に鑑みれば、十分に社会的意義のある成果といえる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 Down症候群は、21番染色体の数的過剰により、精神発達遅滞をはじめ多彩な合併症を招来す
る症候群で、地域・時代・人種・性別を問わず人口の 0.1%弱の人が有する症候群である。日本
国内で 5 万、全世界に 800 万の人が DS と推定され、決して稀な症候群ではない。一方で、DS
に対する研究報告全体では、より感度・特異度の高い出生前診断法開発に関するものが最も多く、
実際の産科臨床においてもその主眼は、妊娠早期の正確な確診と妊娠継続の諦めに著しく傾注
しているというより他に適切な表現はない。 
 Down 症候群の表現型の原因が過剰 21 番染色体（トリソミー21）であることが判明してから
60 年以上経過した現在においてもなお、臨床応用可能性のある過剰染色体消去方法は報告され
ていない。安全な過剰染色体消去法がありさえすれば、たとえその効率が低くても、筋ジストロ
フィーに対するエクソンスキップ療法におけるデュシェンヌ型からベッカー型への表現型改善
戦略のように、フルトリソミーからモザイク型トリソミーへの表現型改善戦略が成り立ち得る。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、Down 症候群由来細胞を用いて、トリソミックレスキュー、すなわち過剰な 21 番
染色体を消去する方法の科学的探索および確立、ならびに知見を統合して最適な新規治療用ベ
クターの構築を志向するものである。 
 
３．研究の方法 
(1)ダウン症候群（トリソミー21）の人由来 iPS細胞株の樹立 
 ダウン症候群の人から、医療行為としての手術時に副次的に皮膚真皮層を採取し、線維芽細胞
を得た（機関内承認番号：1578）。同時に、両親の口腔粘膜擦過材料を用いて、PentaD等の 21番
染色体上の縦列型反復配列（STR）解析を行い、由来染色体の識別を可能とした。トリソミー21
線維芽細胞から、pCXLE-hOCT3/4-shp53-F、pCXLE-hSK、pCXLE-hULのエピゾーマルベクター
をエレクトロポレーションすることにより、iPS 細胞を得た。iPS 細胞株が、rBC2LCN および
TRA-1-60を発現していることを免疫染色にて確認し、次いで、免疫不全マウス（NOD-Scidマウ
ス）の後肢筋間に細胞注入することによるテラトーマアッセイを行い、iPS細胞の細胞特性とし
て矛盾しないことを確認した。一方、培養 iPS細胞を用い、G-bandingによる核型解析、デジタ
ル PCRを用いた 21番染色体上遺伝子の 1細胞あたりのコピー数計測、MPLA法、および iPS培
養細胞において間期および M期の各々を対象とした FISHを行い、当該細胞がトリソミー21の
ホモ集団であることを多角的に確認した。加えて、本株は、長期間の培養（>100PDL）にても、
トリソミー21の核型が維持されることを確認した。 
 
(2)ZSCAN4遺伝子の強制発現試験 
 多能性幹細胞の誘導ならびに増殖維持において、核型を正常に保つゲノム安定性作用がある
とされる ZSCAN4 遺伝子の強制発現が、トリソミーからダイソミーへの後天的トリソミックレ
スキューに資するかを検証するため、上記で樹立したトリソミーiPS細胞を用い、ZSCAN4遺伝
子の強制発現試験を行った。当初は ZSCAN4をコードする mRNAを人工的に作製し、培養細胞
に導入したが、発現効率が不良であったため、細胞質型ウイルスであるヒトパラインフルエンザ
2型ウイルスベクター（PIV2ΔF,増殖因子欠損型）を用いた発現系に変更した。EGFPを搭載した
PIV2において、MOI 10-100では概ねすべての培養 iPS細胞（6-well-pateの 1 well）で EGFPの発
現を認め、ZSCAN4-Flagタグ搭載 PIV2においても同等の結果であることを確認した。 
 
(3)トリソミー21-iPS細胞からのダイソミー21-iPS細胞株の樹立 
 STR配列近傍で 21 番染色体特異的な配列であり、かつ 21 番染色体の中でユニークな配列を
検索した。5 座位を選定し、puroΔTK 遺伝子を内向き loxp 配列で挟んだ配列を含むターゲッテ
ィングベクターとその配列を標的とする CRISPER/SpCas9のプラスミドを同時に、エレクトロポ
レーション法にて遺伝子導入した。ピューロマイシンにて選択培養し、クローニングの後、ラン
ダムインテグレーション株を排除した。結果、遺伝子導入が確認された細胞 36株を取得した。
これら細胞株に対し、Creを発現させて染色体除去を試み、染色体未消去細胞を FIAUによるネ
ガティブセレクションにて排除した。 
 
(4)トリソミー/ダイソミー-iPS細胞を用いた haplotype phasing 
 上記トリソミー21細胞および誘導型ダイソミー21細胞 3種、計 4細胞株に対し、ゲノム解析
を行った。NEBNext Ultra II DNA Library Prep Kitにて各々ライブラリーを作製し（PCR-free）、150 
bpペアエンドにて Illumina NovaSeqを用いてシークエンスを行った。リード配列は、BWA Version 
0.7.8-r455 アルゴリズムにてヒトゲノム hg19 参照配列上にマップされ、Samtools (version 1.0)お
よび Picard (version 1.111)を用いて SNP/indelのコールを行った。実際には、indel情報は単塩基な
いし数塩基単位の繰り返しの相違であることが多く、ベースコールエラーやアライメント不全
の可能性が高く、したがって SNP情報のみを解析の対象とした。トリソミーの 3本の 21番染色
体のうち、単一の染色体のみが特異的な塩基を有する SNP座位を特定した。さらに SpCas9が必
要とする PAM配列（NGGないし CCN）を周囲±23塩基に含む、SpCas9が認識可能な座位を絞
り込んだ。 



  
(5) 21番染色体切断による染色体消去の誘導 
 まず、21番特異的であるが相同染色体非特異的に DNA切断を行うプラスミド発現ベクターに
て、染色体消去の誘導効率を評価した。一方、後天性トリソミックレスキューを意図する場合、
インプリンティング病や片親性ダイソミーを回避する観点から、P, M1, M2染色体のうち、M1な
いしはM2のいずれかの消去が望ましい。短腕に染色体特異的 SNPが多いため、M2を標的とし
染色体切断を行う CRISPR/Cas9 システムを構築した。M2 特異的な 2,853 の SNP 座位から、in 
silico で off-target を持たない座位を抽出し、さらに、PCR 法と Sanger 法によるダイレクトシー
クエンスが NGSによるシークエンスと矛盾しないことを確認した。Px330（Addgene #71814）を
各々の座位にて構築し、pCAG-EGxxFPプラスミド（Addgene #50716）と HEK293細胞を用いた
評価系を使用して、DNA切断活性の有無を確認した。U6プロモーターと gRNA配列の単位モジ
ュールをタンデムに挿入した、複数座位を同時に切断する px330 オールインワンベクターをト
リソミーiPSに導入し、核型を評価した。 
 
４．研究成果 
(1)ヒトトリソミー21-iPS細胞株の樹立 
 ト リオ
STR 解析
を通じて
各 21 番染
色体の由
来が把握
されてい
る、トリソ
ミー21 の
ヒト由来
iPS 細胞株
を樹立し
た。幹細胞
マーカー
の発現や、
テラトーマアッセイにて多能性幹細胞としての細胞特性を確認した（上図）。 
 
(2)ZSCAN4遺伝子の強制発現試験 
 ZSCAN4 に Flagタグを融合した遺伝子を発現する PIV2ベクターおよび ZSCAN4 のみを発現
する PIV2ベクターを用い、各々0〜100 MOIにて、トリソミー21-iPSに強制発現させた。MOI 10
で感染 48 時間後の Western ブロット解析結果を下に示す。感染 1〜2 週間後に、21 番染色体特

異的プローブにて核型を評価
した。一条件あたり複数回の
検証を行ったが、我々の実験
系では有意なダイソミー細胞
の出現は確認できず、核型正
常化現象は確認されなかった。 

 
(3) トリソミー21-iPS細胞からのダイソミー21-iPS細胞株の樹立 
 Cre-loxp システムおよび
ポジティブ・ネガティブ選
択マーカーを組み合わせ
た loxp-puroΔTK カセット
の 21 番染色体への挿入に
より、トリソミー細胞が有
する 3 種類の 21 番染色体
（父親由来の 1本および母
親由来の 2本で、P, M1, お
よび M2）の 1本が消去さ
れた誘導型ダイソミー細
胞 3株を得た（右図）。 
 もともとのトリソミー
細胞株をMieT21、誘導型ダ
イソミー細胞株を各々
MieD21ΔP、MieD21ΔM1、
および MieD21ΔM2と名付け、理研 BRCに細胞寄託手続きを開始した。これら全ての細胞株に
ついて、G-bandによる核型解析、MPLA法による遺伝子コピー数計測、デジタル PCRによる遺



伝子コピー数計測、21番染色体特異的プローブを用いた FISH法にてダイソミーであることを確
認した。 
 
(4)トリソミー/ダイソミー-iPS細胞を用いた haplotype phasing 
 トリソミー細胞および 3種の誘導型ダイソミー細胞のゲノム解析の比較から、P染色体特異的
な SNP座位 26,162、M1染色体 3,488、M2染色体 3,268座位が検出された。これらのうち、周囲
に PAM 配列を有する座位は各々、20,459, 2,949, および 2,853 であり、我々が使用した細胞株
（MieT21）では、P と比し M1 と M2 間で遺伝学的に多様性が少なく、また、検出 SNP 座位の
78〜87%は SpCas9が認識可能な座位であった（下図）。 

 
 M1とM2染色体では、染色体特異的座位の偏在がみられ、q11.2および q22.3で高密度であっ
た。SNP 座位の機能的部位としては、M2 アレルを例にとると、遺伝子間（intergenic）が 1,193 
(41.8%)、非翻訳転写領域（non-coding transcript）が 1,048 (36.7%)、翻訳領域（coding transcript）
が 612 (21.5%)座位であった（下図）。 
 

 
(5)21番染色体切断による染色体消去の誘導 
 相同染色体非特異的に 21番染色体を複数箇所（101座位）切断する CRISPR/Cas9システムで
は、トリソミーiPS細胞および線維芽細胞ともに比較的高いトリソミックレスキューが誘導され
た（3.2-40.0%、FISHにて評価。下図 a.遺伝子導入前のトリソミー21細胞、b.誘導された 2 signal
細胞）。しかしながら、看過できない確率で、モノソミー21を示唆する FISHでの 2 signal細胞が
検出された（下図 c）。特定の 21番染色体（M2染色体）のみを標的・切断する CRISPR/Cas9シ
ステム（2-6座位）では、7.1% (7/98)で 2 signal細胞を認め、FISH法での我々のエラー率が約 2%
であることを考慮すると、約 5%の頻度でトリソミックレスキューが惹起されたと推計された（下
図 d）。相同染色体非特異的切断と比し、アレル特異的染色体切断による核型正常化効率は低い
が、切断箇所数の相違を考慮に入れるとむしろ効率が良いとも解される。今後は、①切断座位数
の増加、②シングルセルクローニングを経た詳細な核型判定と消去されなかった場合の標的染
色体の構造解析、③オートファジーシグナル関連分子の付加等による染色体消去の効率化、④
DNA切断を用いない方法での染色体消去法の開拓、と研究を展開する予定である。 
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