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研究成果の概要（和文）：ウェルナー症候群(WS)はWRN遺伝子に変異を持つ常染色体劣性の遺伝性早老症であ
り、テロメア短縮との関連が示唆されている。本研究では、WRNとテロメラーゼ逆転写酵素TERTの2重欠損マウス
を作製し、テロメア短縮による病態形成を解析した。同世代間交配を繰り返し、第4世代のWrn/Tert 2重欠損マ
ウス (TertG4/G4)を作出した。Wrn-/-, TertG4/G4マウスは、ほとんどの臓器で組織学的な変化を示さなかった
が、精巣組織でのみ、TertG4/G4マウスに比べて有意な精細管の不整が認められた。WSの早老病態におけるテロ
メア長短縮の寄与は低い可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Werner syndrome (WS) is progeroid syndrome and is caused by the recessive 
mutation of WRN gene. WS patients exhibit accelerated telomere shortening. However, Wrntm1Lgu, 
TercG4/G4 double-null mice have failed to deteriorate pathologies of Wrntm1Lgu single-null mice. In 
this study, to reconfirm pathological significance of telomere in a WS model, we generated 
Wrntm1Lgu, Terttm1Fish double-null mice and intercrossed those mice until G4 generation (TertG4/G4) 
to induce telomere shortening. Although both TertG4/G4 or Wrn-/-, TertG4/G4 double null mice showed 
significant shortening of telomere length in various organs, Wrn-/-, TertG4/G4 mice were grown 
without apparent abnormality in muscle, liver as well as bone. However, Wrn-/-, TertG4/G4 mice only 
deteriorated fat atrophy in skin and testis degeneration, but not epidermis and dermis atrophies. 
These results suggested that the telomere shortening by Tert deficiency is in part attributable to 
premature aging pathologies in WS models.

研究分野： 老年医学
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１．研究開始当初の背景 

 加齢に伴って生活習慣病・がんなどの疾病

が増加するメカニズムは未だ明らかでない。

遺伝的早老症として知られるWerner 症候群

（以下、ＷＳ）は、思春期以降、白髪・脱

毛、白内障、皮膚萎縮、糖尿病や動脈硬化な

ど全身性に老化徴候を早発し、糖尿病や動脈

硬化、癌を好発、40 歳台で死亡する。“ヒト

の老化モデル”と捉えられる一方、治療法は未

確立である。これまで全世界で1500 症例と希

少だが、うち日本人患者が６割を占め、日本

が研究と診療のリーダーシップを取るべき疾

患である。1996 年に原因遺伝子としてDNA 

ヘリケース（WRN）が同定されたが、個体・

細胞レベルで早老をきたすメカニズムの解明

は国内外を通じて進んでいない。理由の一つ

として、WRN 遺伝子のノックアウトマウス

（KO）が単独では老化様の表現型が生じない

ことである。現在2系統のWrn欠損マウスが作

出され研究が行われている。まず1998年に

Lederらがexon 20のヘリカーゼドメインを欠

失させ、short formタンパク質が発現する

Wrntm1Ledマウスを作製した(Lebel et al. Proc 

Natl Acad Sci 1998)。Wrntm1Ledマウスは正常に

発育し、皮膚萎縮などの目立った老化症状も

呈さなかった。ただ、老齢時に肝臓での脂肪

蓄積、活性酸素過剰産生、および寿命の僅か

な短縮が報告されている。さらに2000年に

Guarenteらがexon 18のヘリカーゼドメインを

欠失させたフレームシフト変異を導入した

Wrntm1Lguマウスを作製した(Lombard et al. Mol 

Cell Biol 2000)。Wrntm1Lguマウスも正常に発育

して皮膚萎縮などの組織学的な老化症状も認

められず、寿命も野生型マウスと差は認めら

れなかった。WRNとテロメア長の関連を明ら

かにするために、GuarenteらはWrntm1LguとTerc

の2重欠損マウスを作製した(Chang et al. Nat 

Genet 2004)。テロメア長伸長酵素テロメラー

ゼはRNA構成要素TERCと逆転写酵素TERTで

構成される複合体である。Wrn/Terc 2重欠損マ

ウスは世代を経るにつれテロメア長が短縮し、

低身長や、骨量減少、寿命短縮などの軽度な

老化症状を呈した。しかしながら、世代を経

ていても老化症状が現れない個体が50%程度

認められ、テロメアの不安定性とWRN機能の

関連は完全に明らかにされていない。 

 

２．研究の目的 

 そこで本研究で申請者は、より完全なウェ

ルナー症候群モデルマウス作出を進める解

決策として 2 つの計画を立案した。 

(１)テロメラーゼ活性に加え、ミトコンドリ

ア機能への関与も報告されている(Sahin et al. 

Nature 2011) TERT に着目し、Wrn/Tert 2 重欠

損マウスを作製する。 

(２)WRN タンパク質との生理的な会合が示

されている(Popuri et al. Nucleic Acids Res 

2013) RECQL5 ヘリカーゼとの 2 重欠損マウ

スの作製する。 

 

３．研究の方法 

 WRN タンパク質はテロメア配列に結合し

テロメア高次構造を維持する働きを有する

(Opresko. Mech Ageing Dev 2008)。申請者はウ

ェルナー症候群でのテロメア長短縮におけ

るWRNヘリカーゼの関与を再度解明するた

めに、Wrn 欠損マウス(Wrntm1Lgu)と Tert 欠損

マウスを交配してWrn/Tert 2重欠損マウスを

作製し、さらに同世代間で交配して第 4 世代 

(TertG4/G4)まで作製し早老症の表現型を解析

した。 

 Wrn または Recql5 遺伝子の開始 ATG exon

をターゲットとする guide RNA を設計し、

CRISPR/Cas9 によるゲノム編集法で新規に

KO マウスを新規に作出する。CRISPR/Cas9 

guide RNA ベクターを受精卵に導入してマ

ウス母体に移植する。誕生したマウスの

WRN および RECQL5 のゲノム配列を調べ、

開始 ATG exon の欠失を確認する。さらに、

WRNとRECQL5タンパク質の欠失を新たに



作製した N 末/C 末抗体を用いたウエスタン

ブロット法により調べ、適切に欠失した個体

を選別する。選別したマウス同士での交配お

よび繁殖により Wrn 欠損マウスおよび

Wrn/Recql5 2 重欠損マウスを作製する。 

（倫理面への配慮） 

 組換え動物実験に関する研究は、千葉大

学の実験動物委員会および遺伝子組換え実

験に関する指針に基づいてこれを実施する。 

 

４．研究成果 

 同世代間交配で作出したWrn-/-, TertG4/G4マ

ウスは正常に生まれ、体重の差もなく正常に

発育した。さらにWrn遺伝子の有無に関わら

ずTertG4/G4マウスはテロメア長も有意に短縮

し、テロメラーゼ活性低下の確証を得た（図1）。 

    

図 1 Wrn/Tert 2 重欠損マウスの mtDNA 量 

 

皮膚の組織学的解析によりWrn+/+, TertG4/G4マ

ウスとWrn-/-, TertG4/G4マウスともに皮膚萎縮

を示したため、Wrn欠損の影響は全く認めら

れなかった(図2)。 

 

図2 Wrn/Tert 2重欠損マウスの皮膚組織像 

 

さらに、ウェルナー症候群で顕著な病態が現

れる筋萎縮や脂肪肝、骨量減少などの臓器変

化も見られなかった。他方、精巣組織でのみ、

有意な精細管の不整が認められた。また、

SahinらはTert欠損マウスはミトコンドリア

DNA減少によりミトコンドリア機能が低下

し、糖新生低下と活性酸素産生の増加を誘発

すると報告した(Sahin et al. Nature 2011)。しか

しながら、Wrn-/-, TertG4/G4マウスに加えて

Wrn+/+, TertG4/G4マウスも皮膚、肝臓、筋肉のミ

トコンドリアDNAコピー数の減少を示した

ことから、Wrn欠損による有意な変化は認め

られず、Tert欠損によるテロメア長短縮の影

響しか確認できなかった。以上の結果から、

WSの早老病態におけるテロメア長短縮の

寄与は低い可能性が示唆された。 

 WrnまたはRecql5遺伝子の開始ATG exonを

ターゲットとするguide RNAを設計した。

guide RNAベクターを受精卵に導入してマウ

ス母体に移植し、CRISPR/Cas9によるKOマウ

スを新規に作出した。新規WRN欠損マウスは

20匹、RECQL5欠損マウスは23匹得られた。

誕生したマウスのWRNおよびRECQL5のゲ

ノム配列を調べ、開始ATG exonの欠失を確認

した。フレームシフトが生じ、極端に短いタ

ンパク質を発現するラインを10系統ずつ選別

した。さらに、WRNとRECQL5タンパク質の

欠失を新たに作製したN末/C末抗体を用いた

ウエスタンブロット法により調べた。適切に

欠失した個体を選別した結果、WRN欠損マウ

スはa1,とa2、RECQL5欠損マウスはb1とb2の

それぞれ２系統が得られた。選別したマウス

同士での交配および繁殖によりWrn欠損マウ

スおよびRecql5 欠損マウスを樹立した。単独

欠損マウスの早老症表現型は、既報と同様に

認められなかった。現在、Wrn欠損マウスお

よびRecql5 欠損マウスを交配し、Wrn/Recql5 

2重欠損マウスを作出している。 

 



 WRN タンパク質はテロメア配列に結合し

テロメア高次構造を維持する働きを有する

と考えられている。また Chang らは WRN と

テロメア長の関連を明らかにするために、

Wrntm1LguとTercの2重欠損マウスを作製した。

2 重欠損マウスは世代を経るにつれテロメ

ア長が短縮し、低身長や、骨量減少、寿命短

縮などの軽度な老化症状を呈したと報告し、

多くの研究者がこの論文を信じていた。しか

し、詳細に論文を読み解くと、世代を経てい

ても老化症状が現れない個体が 50%程度認

められ、テロメアの不安定性と WRN 機能の

関連に疑問が投げかけられた。本研究でも独

立して、Wrn-/-, TertG4/G4 マウスを作出し、表

現型を解析したが、TertG4/G4 マウスの表現型

のみ生じ、つまりテロメア短縮による組織変

化は生じるが、WRN タンパク質欠損の影響

は、非常に軽微、もしくはほとんどないと結

論された。以上の結果から、WS の早老病態

とテロメア長短縮の関わりは、モデルレベ

ルでは再検証する必要があると考えられ

た。 

 本研究では、WSの病態解析を進めるため、

新たなモデルマウスの作出を行った。RecQ

ファミリーは WRN に加え RECQL, BLM, 

RECQL4, RECQL5 の計 5 種類が同定され、

互いの機能的重複が予想された。興味深いこ

とに WRN と RECQL5 タンパク質が生理的

に結合する機能的相互作用が報告された

(Popuri et al. Nucleic Acids Res 2013)。また

BLM遺伝子変異はブルーム症候群、RECQL4

遺伝子変異はロスモンド・トムソン症候群を

呈するが、Blm 欠損マウスおよび Recql4 欠

損マウスはともに胚性致死を示す(Chester et 

al. Genes Dev 1998, Hoki et al. Hum Mol Genet 

12:2293-99 2003)。変異型 Blmを発現する Wrn

欠損マウスにおいてはお互いの表現型を修

飾せず(Du et al. Mol Cell Biol 2004)、これら

RecQ 遺伝子の独立した機能が示唆されてい

る。RECQL5 は変異による遺伝病は報告され

ず機能は不明なままであったが、WRN をノ

ックダウンした線維芽細胞で DNA 二本鎖切

断を誘導すると核内への RECQL5 局在が増

加し、また WRNと RECQL5 の 2 重ノックダ

ウンでのみ増殖停止が認められることを報

告した(Popuri et al. Nucleic Acids Res 2013)。

これらの報告から、ウェルナー症候群におけ

るWRNとRECQL5との相互作用の可能性も

見出された。WRN と RECQL5 タンパク質の

生理的会合の事実から、RECQL5 と WRN が

相補的な役割を果たし、WRN が欠損した場

合 RECQL5 が生理的機能を補填している可

能性が考えられた。そのため本研究では、新

規に CRISPR/Cas9 法を用いて Wrn 欠損マウ

スおよび Recql5 欠損マウスを樹立した。単

独欠損マウスは、老化様の組織変化を示して

いないが、現在、Wrn 欠損マウスおよび

Recql5 欠損マウスを交配し、Wrn/Recql5 2

重欠損マウスを作出している。新規な２重欠

損マウスに早老症変化が認められれば、WS

研究に新しい展開を提示することが期待さ

れる。 
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