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研究成果の概要（和文）：代表的な遺伝的早老症であるWerner症候群は思春期以降に白髪、脱毛、両側白内障、
糖尿病、動脈硬化性疾患、悪性腫瘍などを早発する。本研究では患者由来iPS細胞を樹立、CRISPR-Cas9によるゲ
ノム編集を行って遺伝子修復を行った後、間葉系幹細胞に分化させ、網羅的解析によりエピゲノムの早期変化を
来すことを見出した。更に、Werner症候群でこれまで存在しなかった霊長類モデルを創出するべく、コモンマー
モセットにおけるWRN KOを行い、世界初のWRN KOマーモセットの作成に成功した。今後これらのモデルを用いて
研究を進めることで、一般老化と共通する新たな老化機序の解明に繋がることが期待される。

研究成果の概要（英文）：Werner syndrome, a notable genetic premature aging disorder, triggers the 
early onset of symptoms such as graying hair, hair loss, bilateral cataracts, diabetes, 
atherosclerotic diseases, and malignant tumors after puberty. In this study, we generated 
patient-derived induced pluripotent stem cells (iPS cells), performed genome editing using 
CRISPR-Cas9 to repair the WRN gene, and then differentiated these cells into mesenchymal stem cells.
 Our analysis revealed that these cells undergo early epigenomic changes as demonstrated by 
multi-omics analysis. In addition, we developed a novel primate model for Werner syndrome by 
performing WRN knockout (KO) in common marmosets and successfully generated the world's first WRN KO
 marmoset. Future research using these models is expected to provide important insights into novel 
aging mechanisms common to general aging.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Werner症候群はWRN遺伝子の変異に伴い発症し、現時点では根本的な治療法が存在しない。患者は早発する種々
の老化関連疾患や、本疾患特異的な症状である有痛性の難治性皮膚潰瘍に苦しんでいる。本研究を推進すること
で、Werner症候群に対する新たな治療開発へと繋がる可能性がある。また、本疾患は老化のモデル疾患とも考え
られ、一般老化と共通するメカニズムの解明により、人類一般に資する発見へと繋がることが期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 ⽣活習慣病やがんなどの疾患が、加齢とともに増加する機序はいまだ明らかでない。代表
的な遺伝的早⽼症である Werner 症候群（以下、WS）では、思春期以降、⽩髪、脱⽑、⽩
内障、糖尿病、⾻粗鬆症などの⽼化関連疾患を早発し、⼼筋梗塞や悪性腫瘍が死因となって
平均年齢 50 歳代で死亡する。ヒトの⽼化における諸症状を早期に発症する事実から、WS
は“ヒト⽼化のモデル疾患”と考えられるが、治療法は未確⽴である。WS では上記のような
⼀般⽼化と共通する症候を呈する⼀⽅、⽪膚の細胞⽼化に伴う難治性⽪膚潰瘍を好発し、患
者の予後悪化や QOL 低下に⼤きく関与している。原因遺伝⼦である WRN 遺伝⼦は RecQ
型 DNA ヘリカーゼファミリーに属し、DNA の修復や維持に関わることが明らかとなって
いるが、本遺伝⼦の変異が、細胞・個体レベルでの早期⽼化をもたらすメカニズムは多くの
点で未解明である。その要因として、WS 患者由来の体細胞は、早期に細胞⽼化に⾄ること
から、⻑期培養が困難であり、実験に供することが難しい点が挙げられる。更に、Wrn 遺伝
⼦のノックアウトマウスはフェノタイプを⽰さず、好適な哺乳類モデルが未確⽴であるこ
とも、本疾患の研究の発展を妨げている。申請者らは、これまで、厚⽣労働省科学研究や
AMED 研究により、⽇本国内における WS診断基準の改訂や、疾患レジストリーの構築、
世界初の WS 診療ガイドラインの策定などを⾏ってきた。これらの活動を通じて、本疾患
の詳細な病態解析や、臨床検体の収集を⾏っており、本疾患の研究が、ヒトの⼀般⽼化の機
序解明や予防法開発へとつながるものと考えている。 
 
２．研究の⽬的 
 本研究では、ヒト⽼化を最もよく反映する早⽼症である WS に着⽬し、本疾患に特異的
な iPS 細胞を⽤いて、WS における早⽼症候発症メカニズムの解明を⾏うとともに、健常者
における⽼化と共通する分⼦機構を明らかにする。また、WS 患者に特異的な症候である、
難治性⽪膚潰瘍に対する間葉系幹細胞を⽤いた病態解明を⾏う。さらに、好適な哺乳類モデ
ルを有さない本疾患における世界初の霊⻑類モデルの作成を試みる。本研究により、WS の
治療開発のみならず、⼀般のヒトにおける⽼化制御法の発⾒につながることが期待される。 
 
３．研究の⽅法 
(1) WS 患者 iPS 細胞由来間葉系幹細胞の解析 
 WS 患者 7 名および健常者 6 名の末梢⾎ CD34 陽性細胞にセンダイウイルスを⽤いて⼭
中 4因⼦（OCT4, SOX2, KLF4, MYC）を強制発現させ、WS-iPS 細胞を作成した。また、
⽇本⼈WS 患者に最も多い変異である変異 4（c.3139-1G>C）を対象として、CRISPR-Cas9
を⽤いた WRN 遺伝⼦編集技術を開発し、変異 4 を両アレルに有する WS-iPS 細胞を対象
に、ゲノム編集を⾏った。これらの細胞を間葉系幹細胞（MSC）に分化させ、⻑期培養、⽼
化フェノタイプ解析、トランスクリプトーム解析、メチローム解析を⾏い、WRN 変異がも
たらす早期⽼化機序を網羅的に解析した。 
(2) 早⽼症⽪膚潰瘍・褥瘡モデルを⽤いたMSCの効果 
 上記の⽅法で得た MSC を⽤いて、難治性⽪膚潰瘍の治癒過程における効能を検証した。
具体的には難治性⽪膚潰瘍のモデルマウス（DM-SCID マウス）にMSCを注射し、創傷治
癒の改善効果を検討した。 



(3) マーモセットを⽤いた早期⽼化モデル動物の作成 
 代表的な霊⻑類モデル⽣物であるコモンマーモセットの受精卵に対して、ゲノム編集法
TALEN を⽤いた WRN 遺伝⼦のノックアウトを⾏い、世界初の WRN KO マーモセットの
作成を⾏った。経時的な外観・体重のモニタリング、採⾎・採尿、CT 検査等を⾏い、WS
と共通する早⽼症フェノタイプが発現するか否かを検討した。更に、WRN KO マーモセッ
トから⽪膚線維芽細胞を樹⽴し、⻑期培養、各種細胞⽼化フェノタイプ解析、トランスクリ
プトーム解析を⾏い、ヒト WS検体との⽐較を⾏った。 
 
４．研究成果 
(1) WS 患者 iPS 細胞由来間葉系幹細胞の解析 
 WS では内臓脂肪蓄積、⽪下脂肪の萎縮、サルコペニア、⾻粗鬆症を⾼率に合併する。さ
らに、悪性腫瘍の中でも上⽪性腫瘍（いわゆる癌）と⽐較して、⾁腫や⾎液腫瘍などの⾮上
⽪性腫瘍の頻度が⾼いことが特徴である。これらの症状は主に間葉系組織に⽣じることか
ら我々は、患者末梢⾎から疾患特異的 iPS 細胞を樹⽴し、間葉系幹細胞へと分化させ、その
早期細胞⽼化フェノタイプの詳細な解析を⾏った。その結果、WS-iPS 細胞由来間葉系幹細
胞は健常者 iPS 細胞由来間葉系幹細胞に⽐較して早期の細胞増殖停⽌、p16, p21 等の細胞
⽼化マーカーの早期⾼発現、テロメア⻑の早期短縮、⽼化関連炎症因⼦（IL6 等の SASP）
の⾼発現を認めた。更に WRN 変異 4を有する WS-iPS 細胞を CRISPR-Cas9を⽤いたゲノ
ム編集法で修復して得た間葉系幹細胞においては、これらの早期細胞⽼化フェノタイプが
消失していた。この WS-MSCと WRN 修復 WS-MSCを⽤いて各継代においてトランスク
リプトーム解析を⾏った結果、細胞⽼化に伴う RNA 発現プロファイルは、WS-MSC では
早期に変化する⼀⽅、修復 WS-MSCではそれが遅延することが明らかとなった。次にこれ
らの検体を⽤いてエピゲノム解析を⾏った結果、WS-MSC においては、⽼化に関連するエ
ピゲノムがコントロール細胞と⽐較して顕著に変動していることが明らかとなった。この
結果は、WS におけるエピゲノムの⽼化が加速していることを⽰唆しており、WS の早期⽼
化抑制にエピゲノムをターゲットにした検証が必要であることが考えられる。 
(2) 早⽼症⽪膚潰瘍・褥瘡モデルを⽤いたMSCの効果と機序解明 
 WS では体幹における内臓脂肪が蓄積する⼀⽅、四肢の⽪下脂肪が萎縮する。肘や踵の⽪
下に疼痛を伴う⽯灰化を好発し、約 7割の患者で難治性⽪膚潰瘍となり、2 割程度の患者で
下肢切断を余儀なくされる。近年、MSCの局所投与が⽪膚潰瘍の治療に有効であったとす
る報告が散⾒されることから、我々は、マウスを⽤いた難治性⽪膚潰瘍モデルを作成し、
WS-MSCを局所注射することで、WS-MSCの創傷治癒能を検討した。その結果、WS-MSC
では健常 MSC に⽐較して有意に創傷治癒能が低下していた。また、WS-MSC の培養上清
におけるプロテオーム解析では、⾎管新⽣に関わる因⼦が WS-MSCで有意に変化していた。
更に検討を進めると、この⾎管新⽣に際して、その阻害作⽤を有する物質の異常が、フェノ
タイプの変化に関与していることが⽰唆された。更には若年から⾼齢の健常者における体
液中でも同異常に関連した⽼化に伴う変化が⽰唆され、WS-MSC の解析を通じて、⼀般⽼
化に共通する⽼化機序を新たに⾒出した。 
(3) マーモセットを⽤いた早期⽼化モデル動物の作成 
 上述の通り、WS では好適な哺乳類モデルが存在しない。Wrn ノックアウトマウスは WS
で⾒られる早⽼フェノタイプを呈さず、テロメアを伸⻑させる作⽤を持つテロメラーゼを
構成する遺伝⼦である Terc と Wrn とのダブルノックアウトマウスでは、数世代を経た後に



⼀部のマウスでは早⽼症候を呈することが報告されているものの、再現性に乏しく、扱いが
難しいという難点がある。汎⽤できる哺乳類モデルが存在しないことが WS の研究を妨げ
る要因となっていたが、近年本邦を中⼼として霊⻑類モデル動物であるコモンマーモセッ
トの遺伝⼦操作を⾏った報告が複数なされていることから、コモンマーモセットの WRN ノ
ックアウトによる世界初の WS 霊⻑類モデルの作成を試みた。まずマーモセット WRN 遺
伝⼦に対してゲノム編集法 TALEN を⽤いたノックアウト系を確⽴した。これをマーモセ
ット受精卵にインジェクションすることにより、WRN ノックアウトマーモセットの作成を
⾏った。作成効率は低かったものの、WRN 遺伝⼦がノックアウトされた産仔を得ることが
可能となった。WS では思春期以降に種々の早⽼症状を発現するため、WRN KO マーモセ
ットにおいても⽣殖可能年齢以降に早⽼症状が出現するものと期待されるが、現在のとこ
ろ早期の代謝異常を⽰唆する所⾒が得られており、今後のフェノタイプを注意深く観察す
る予定である。また、WRN KO マーモセットから樹⽴した⽪膚線維芽細胞では野⽣型と⽐
較して早期細胞⽼化や細胞⽼化マーカーの⾼発現、テロメアの早期短縮など、ヒト WS 線
維芽細胞と同様のフェノタイプを⽰すことが明らかとなった。更にはトランスクリプトー
ム解析において、ヒトと同様のパスウェイに変化を⽰すことが判明している。Wrn KO マウ
ス由来の線維芽細胞は細胞⽼化フェノタイプを⽰さないため、今後 WRN KO マーモセット
においてマウスで⾒られなかった早⽼フェノタイプが⽰されるものと期待される。 
 本研究では WS-iPS 細胞の樹⽴、間葉系幹細胞への分化とそのフェノタイプ解析を⾏い、
⼀般⽼化と共通する新たな分⼦機序を⾒出した。更には世界初の WRN KO マーモセットの
創出に成功した。今後はこれらのモデルを活⽤し、WS の治療開発のみならず、⼀般⽼化に
応⽤可能な⽼化制御法の確⽴へと繋げていきたい。 
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