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研究成果の概要（和文）：家族性の知的障害である脆弱X症候群（FXS）はトリプレットリピート病と呼ばれる神
経変性疾患群に分類されるが、根本的病因であるリピート伸長現象を正確に再現できる系がないため、発症メカ
ニズムには不明な点が多い。本研究ではFXS発症の根本的病因である、FXS責任遺伝子FMR1内の(CGG)nリピートの
伸長とFMR1遺伝子発現抑制に至る現象を再現し解析する系の構築を目指した。このリピート伸長現象は、リピー
トだけの問題ではなく、その周辺の広いゲノム領域で制御されていると言われている。そのため、本研究は染色
体工学を用いることでリピート周辺のゲノム領域全体をまとめて取り扱う方法論を確立した。

研究成果の概要（英文）：Fragile X syndrome (FXS) is most frequent familial form of intellectual 
disability caused by single gene, FMR1 and is categorized to trinucleotide repeat disorders (TRDs). 
In FXS, (CGG)n repeat witin 5'UTR of FMR1 gene becomes unstable and expand exclusively through 
maternal transmission. A son maternally received X chromosome with expanded (CGG)n repeats more than
 200 repeats becomes FXS, as these large expansions shut down FMR1 expression. The mechanism of 
(CGG)n repeat expansion, a fundamental cause of FXS, has not been fully elucidated, due to lack of 
the appropriate experimental system(s) to recapitulate it so far. Our study demonstrated that 
chromosome with unstable repeat such as (CGG)n repeat can be manipulated by means of chromosome 
engineering and established set of rodent cells that harbors human X chromosome with various (CGG)n 
repeat length from FXS related individuals. Our chromosomal engineering strategy established in this
 study may be useful for studying other TRDs.

研究分野：染色体工学

キーワード： 脆弱X症候群　染色体工学　トリプレットリピート病　染色体脆弱部位　神経変性疾患

  ４版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
FXS罹患者は自閉症症状を併発することが多く、難治性疾患であるFXSの解明は、神経変性疾患の機能解明や治療
法の開発のためにも重要である。FXSは、リピート伸長そのものが根本的病因であり、新しい治療法開拓のため
にも、そのメカニズムの解明が急務である。リピートを本体とする染色体領域は、特別に染色体脆弱部位と呼ば
れており、本研究はそれを機能的に独立した染色体領域としてまとめて取り扱うことが重要であるという立場に
立ち、FXSのCGGリピートとその周辺領域だけをクローニングすることを目指している。本研究で活用している染
色体工学技術は、将来、他のトリプレットリピート病の解析系の構築にも応用可能である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
脆弱 X症候群（FXS: Fragile X syndrome）は最も頻度の高い家族性の X連鎖性知的障害であり、
自閉症スペクトラム症(以下、ASD: Autism Spectrum Disorders)の併発率が高いために、ASD の
遺伝的モデルとしても注目されている。FXS は、責任遺伝子 FMR1 の 5’非翻訳（UTR）領域にあ
る CGG リピートの長さによって、正常、保因者、患者に分類できる。FXS では、CGG リピート数
が 50～200 未満である保因者アレルが母性伝播した際に 200 リピート以上に伸長し、FMR1 プロ
モーター領域が高度メチル化を受け、FMR1 遺伝子が不活性化して発症する（本研究ではこれら
一連の反応を「CGG リピート動態」と呼ぶ）。FXS では、FMR1 遺伝子産物の FMRP が欠損すること
が問題とされるものの、その発症の根本病因は CGG リピート動態である。CGG リピート動態がど
のように発動されて、どのように FMR１が発現抑制されるのか、その機序とそこに関わる因子を
同定してリピート不安定性そのものを治療ターゲットとして開拓することは、FXS 病態研究が今
だに到達できていない課題である。 
現在、CGG リピート動態に着目した FXS 関連のモデルマウスとして、100 CGG リピートをノック
インしたマウスが 2系統作製されている。100 CGG リピートはヒトの病態であれば母性伝播を通
してリピート伸長がおき、発症に至るレベルであるが、どちらのマウスでも CGG リピート動態は
再現できていない。これらのノックインモデルマウスの結果は、CGG リピートの不安定化にはリ
ピートだけでなくその前後のシス領域（エレメント）が重要であることを強く示唆している。研
究代表者も参加した 2017 年 10 月の FXS および X 連鎖性知的障害疾患の国際ワークショップ
（Fragile X and X-Linked Intellectual Disease workshop、カナダ、ケベック州）では、現存
する FXS の CGG リピートモデルマウスは不完全であるという認識が研究者間で強いことが印象
的であった。そこで、FXS の CGG リピート動態を再現し、新しい分子メカニズムを解明するため
の新しいモデル系を作成するには、シス領域を含めた広い染色体領域をハンドリングできる染
色体工学技術の適用が最適であるという着想に至り、本研究に着手した。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究は染色体工学技術を用いて、FXS 発症に関わる CGG リピート動態を再現できるモデル系の
構築を目指している。本研究では、染色体工学を用いて、CGG リピート動態に必要なリピートも
含めた長大なゲノム領域を一つの「機能的染色体領域」としてまとめて人工染色体に導入し、in 
vitro（細胞系）および in vivo（動物）の両方で、自由に取り扱うことができるようにする。そ
して、FXS 脆弱部位の CGG リピート動態、特に CGG リピートの伸長とそれに伴う FMR1 のメチル
化を実験室レベルで再現し、FXS 発症に至るまでの分子メカニズムを解明する。 
 
３．研究の方法 
 
本研究では染色体工学を活用して、CGG リピート動態に必要な染色体領域を「FXS 脆弱部位」と
定義し、この FXS 脆弱部位を人工染色体ベクターに搭載する（以下、「脆弱部位人工染色体」と
する）。本研究ではこの脆弱部位人工染色体の構築がすべての出発点となる。脆弱部位人工染色
体には、過去の報告等を踏まえて、CGG リピートを含めた最小限度の FXS 脆弱部位を搭載する。
脆弱部位人工染色体は染色体工学の根幹技術である微小核細胞融合法という染色体移入法によ
って、種々の細胞に導入することができるため、ホスト細胞を選択することで CGG リピート動態
の in vitro 再現系の構築が可能となる。さらに幹細胞へ導入することで脆弱部位人工染色体導
入モデルマウスを作製し、子孫伝播における CGG リピート動態の解析を行うことが可能となる
（in vivo 再現系）。In vitro、in vivo、いずれの系においても、CGG リピート動態、特にリピ
ート伸長と FMR1 遺伝子の不活性化が再現できれば、そこに働く因子を網羅的に解析するよいツ
ールとなり、CGG リピート動態の時期、組織、また分子メカニズムの解明につなげていくことが
できる。染色体工学技術の強みは、in vitro、in vivo の両方で脆弱部位人工染色体といった大
きな機能的染色体領域を授受させることができることである。 
 
４．研究成果 
 
本研究の目的に掲げた脆弱部位人工染色体の構築にまで至ることはできなかった。現在、その構
築を引き続き続けている。本研究はまず FXS 関連の体細胞から正常、保因者、患者、それぞれの
CGG リピートを持つ X染色体をげっ歯類細胞の中にクローニングした。これらの出発資材につい
ては本研究期間内に論文で発表することができた。また、脆弱部位人工染色体構築のために、本
研究の初年度から継続して、近年、標準的手法となったゲノム編集技術である CRISPR/Cas9 系を
用いて、種々のヒト X 染色体の改変を進め、ヒト X 染色体の必要な改変を全て終了した。しか



し、改変の１つとして X染色体に組み込んだ loxP 配列と Cre 組み換え酵素を介した人工染色体
ベクターへの FXS 脆弱部位の搭載を完了することができなかった。転座による人工染色体への
特定染色体領域の搭載については、鳥取大学で発展してきた染色体工学研究技術の１パートと
して確立されているものであるだけに、当該ステップが進めないことは想定していなかった律
速となった。本研究は、染色体工学技術を脆弱部位の取扱いに適用し、トリプレットリピート／
脆弱部位のように本来不安定化ポテンシャルを持つ領域をまず安定にクローニングし、実験室
レベルで取り扱えるようにすることが新しい試みである。本研究期間内は、脆弱部位人工染色体
構築のための初期資材の作成にとどまる結果となったが、少なくとも、染色体移入を始めとする
種々の染色体工学技術を適用することで、染色体脆弱部位という本来不安定な領域を安定に取
り扱うことができることを示すことができた。その点で、本研究は他のトリプレットリピート病
の研究にも応用可能な系であることを示した。今後、脆弱部位人工染色体構築を進め、本研究の
当初目的に掲げた CGG リピート動態再現・解析系の構築を進め、FXS の CGG リピート動態の分子
メカニズムの解明ならびにそれを治療ターゲットとするための新しい系の開拓につなげていき
たい。 
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