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研究成果の概要（和文）：ウェルナー症候群(WS)は，皮膚潰瘍，糖尿病，動脈硬化、がんなどを早期に発症する早老症
である。本研究では，患者iPS細胞の変異遺伝子を人工ヌクレアーゼにより修正し，正常で拒絶のない患者iPS細胞を樹
立することを目的とする。
正常WRN遺伝子を含むターゲティングベクターをWRN遺伝子標的TALEヌクレアーゼとともに患者iPS細胞に導入し、ター
ゲティングベクターが変異WRN遺伝子の標的部位と置き換わったクローンを選択し、さらにシーケンシングによりMut-4
が正常に修正されているクローンを同定した。
今後はQOL低下の原因である皮膚潰瘍の治療への応用に向け、遺伝子修正iPS細胞の性状解析を進める。

研究成果の概要（英文）：Werner syndrome (WS) is a rare human autosomal recessive premature aging disorder 
characterized by early onset of aging-associated diseases, chromosomal instability, and cancer 
predisposition. Severe symptoms of the disease, such as leg ulcers, cause a significant decline in the 
quality of life in patients with WS. This study was aimed to establish rejection-free iPS cells whose 
mutation in WRN gene is corrected by genome editing, and to develop a new therapeutic strategy for WS.
Patient-specific iPS cells were generated and transfected with TALE nuclease vector targeted to the 
mutated WRN gene and a donor vector designed to replace with the mutated allele, and clones whose WRN 
mutation was successfully corrected were identified.
These clones will be evaluated that show characteristics equivalent to iPS cells from healthy individuals 
when differentiated into affected cells in the patient.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
ウェルナー症候群 (WS)は DNA 修復ヘリカ 
ーゼ遺伝子(WRN)の突然変異による劣性遺 
伝病で，加齢にともなう疾患を 20 代から加
速的に発症し，50 歳前後で死亡する早老症
である。治療はいずれも対症療法で根治され
ることはなく、現在のところ根本的に治療す
る方法は開発されていない。臨床症状の中で
とくに問題となるのは、白内障、糖尿病、皮
膚潰瘍、高脂血症、動脈硬化、癌であり、白
内障以外は症状の改善が困難であることが
知られている。 
人工多能性幹細胞（iPS 細胞）は線維芽細胞 
などの体細胞に 4 つの遺伝子 Oct3/4, Sox2, 
Klf4, c-myc（所謂山中 4 因子）を導入して
樹立された細胞で、胚性幹細胞（ES 細胞）
の特徴である分化全能性と無限増殖能を併
せもつ。WS の臨床症状の根本的な治療法と
して、細胞の移植によって失われた組織の機
能を補う再生医療は有効な手段であると考
えられる。WS では下肢の傷は細胞老化によ
る皮膚の治癒能力の低下により極めて治り
にくく、皮膚潰瘍を引き起こす。このために
多くの患者は下肢の切断手術を受け、このこ
とがとくに患者の QOL 低下の原因となって
いる。WS 患者由来の細胞から iPS 細胞 
(WS-iPS 細胞)を樹立し、様々な組織細胞に
分化させることができれば、皮膚潰瘍や糖尿
病などに対するオーダーメイド細胞移植治
療法の開発に道が開ける。 
 
２．研究の目的 
本研究は，患者 iPS細胞の変異遺伝子を人工
ヌクレアーゼにより修正し，正常で拒絶のな
い患者 iPS細胞を樹立し，修正された iPS 細
胞の安全性と性状，主な病変部として分化誘
導した表皮，脾臓β細胞，血管内皮細胞の病
態改善の検証を進め，安全で効果の期待でき
るウェルナー症候群のためのテーラーメイ
ド細胞移植治療の開発を行う。 
 
３．研究の方法 
ウェルナー症候群原因遺伝子WRNを標的とし
た人工ヌクレアーゼと、変異遺伝子を修正す
るためのターゲティングベクターをウェル
ナー症候群患者 iPS 細胞に導入し、相同組換
えを介して変異 WRN 遺伝子が修正された iPS
細胞クローンを選択し樹立した。WRN 遺伝子
の変異領域の配列と遺伝子修正ストラテジ
ーは以下の図の通りである。 

 

 

 
 
 

 
 

日本人患者に高頻度で認められる WRN 変異 
(Mut4)は第 26 エクソンの直前のイントロン
配列における 1 塩基置換 (C→G)であり、本
研究で用いた TALE ヌクレアーゼは第 26エク
ソンの直後のイントロン中の配列を標的と
して切断する。一方、ターゲティングベクタ
ーはマーカー遺伝子としてpuromycin耐性遺
伝子の上流と下流に、WRN 遺伝子の第 25, 26
エクソンを含む領域と、第 27 エクソンを含
む領域がそれぞれ位置する構造である。TALE
ヌクレアーゼが標的配列を切断した後に、タ
ーゲティングベクターが相同組換えによっ
て Mut4 領域を含む WRN 遺伝子領域と置き換
わり、変異部位が正常配列に修正されること
が期待される。 
また、ターゲティングベクターの詳細な構造
を以下の図に示す。 

 

４．研究成果 
日本人のウェルナー症候群患者で高頻度に
認 め ら れ る WRN 遺 伝 子 変 異 Mut-4 
(c.3139-1G>C)を相同組換えにより修復する
ために、エクソン 26 とエクソン 27 の間のイ
ントロンの塩基配列を認識するWRN遺伝子標
的TALEヌクレアーゼ(WRN_TALEN)を構築した。
Single strand annealing assay により、高
い標的切断活性を有する WRN_TALEN を同定
した。患者 iPS 細胞が有する WRN 遺伝子変異
Mut-4の領域を含むエクソン25〜27をカバー
する正常 WRN 遺伝子を、健常者ゲノム DNA を
鋳型として増幅し、この領域を組み込んだタ
ーゲティングベクターを構築した。そして、
WRN_TALEN とターゲティングベクターを iPS
細胞に導入し、ターゲティングベクターのイ
ントロン部分に組み込まれたpuromycin耐性
遺伝子をマーカーとして、puromycin 耐性の
iPS 細胞クローンを選択培養により多数樹立
した。ターゲティングベクターでカバーされ
たWRN遺伝子領域のより上流及びより下流の
プライマーと、puromycin 耐性遺伝子にデザ
インされたプライマーを組み合わせて、PCR
によりターゲティングベクターがiPS細胞の
染色体におけるWRN遺伝子標的部位と置き換
わっているクローンを選択し、さらにシーケ
ンシングによりMut-4が正常に修正されてい
るクローンを同定した。 
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