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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、高組み替え効率を有するトリ細胞を利用してヒト21番染色体(HC21)に相同なマウス

16番染色体(MC16)の部分トリソミーを有するモデルマウスを高効率に作成し、HC21相同MC16上の

主要責任遺伝子を同定し、それらを通してダウン症精神遅滞の発症機序を明らかにすることを目

的とした。本研究の結果、１）HC21相同MC16部分染色体（Ts1Cjeセグメント相当）を持つトリ細

胞内の作成に成功した。２）HC21相同MC16部分染色体トリ細胞内のHC21相同MC16部分染色体を、

CHO細胞を介してマウスES細胞に導入することに成功した。３）当該ES細胞を用いてマウスを作

製した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
To understand the molecular pathology of Down syndrome, we established a high efficient 
system in that mouse models with partial trisomy 16 which is syntenic to human chromosome 
21. We successfully established 1) Avian cells harboring partial mouse chromosome 16 
segments, 2) Mouse ES cells harboring extra partial mouse chromosome 16 derived from the 
avian cells, and 3) Mice from those ES cells. These resources should greatly contribute 
to Down syndrome studies. 
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１．研究開始当初の背景 

ダウン症(DS)はヒト 21番染色体（HC21）
３倍体により発症する疾患であり、 も頻

度の高い精神遅滞の原因の一つである。発
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症には、HC21 上の遺伝子の過剰発現が関

わっていると考えられるが、実際にどの遺

伝子の過剰発現が関与しているのかは未

だに明らかではない。その発症機序も殆ど

分かっておらず、有効な治療法は未だに開

発されていない。一方で、近年の高齢出産

の増加に伴いその頻度は急激に高まって

おり（DS のリスク因子は高齢出産であり、

20-24歳で1/1587[1587人の新生児に一人]、

35-39歳で 1/248、40-45歳で 1/24である）、

その発症メカニズムの理解と有効な治療

法の開発は社会的急務である。 

HC21 は約 50Mb の大きさを持ち約 360

の遺伝子を含む。その大部分がマウス 16

番染色体（MC16）上の一部領域と相同で

あり、MC16 部分３倍体（トリソミー）を

有するいくつかのマウスが DS モデルとし

て知られる。相同領域の内 Mrpl39 から

Znf295 までの 136 個の遺伝子を含む領域

（16Mb）がトリソミーである Ts65Dn マ

ウス、および更にその一部の Sod1（機能

は失われている）から Znf295 までの 97

個の遺伝子を含む領域（10Mb）をトリソ

ミーで持つTs1Cjeマウスなどが知られる。

Ts65Dn と Ts1Cje は共に DSCR 領域 (主

な DS 症状の発症に責任があるとされる染

色体領域)をトリソミー部分に含み、共に

DS 患者類似の顔貌骨格を呈し、空間的作

動記憶に障害が見られる。 近では、

Ts65Dn と遺伝的に同等で、部分染色体が

転座により安定化しより繁殖させやすい

Ts2Cje が知られる。 

DS の発症には、HC21 上遺伝子の過剰

発現が関わっているとする説がある一方、

染色体の異数体（DS の場合 HC21 トリソ

ミー）が、全染色体上の遺伝子発現を異常

にしているとの説もある。これに対して

我々は、出生直後の Ts1Cje マウスの脳を

用いて大規模な DNA チップ解析を行い、

トリソミー領域内の遺伝子発現量が約 1.5

倍に増加し、他の領域の遺伝子発現量はほ

とんど変化しないという結果、すなわち

DS の発症には HC21 上遺伝子のコピー数

依存的過剰発現が直接的に関与するとい

う前者の仮説を支持する結果を得て報告

し た（ Amano et al., Hum Mol Genet 

13:1333-1340, 2004）。この結果は、トリソ

ミー領域内の主責任遺伝子を同定し、その

亢進した遺伝子発現量を元に戻すこと、も

しくはそれら遺伝子の発現亢進により生

じた生理学的／生化学的異常に特異的に

介入することにより、DS の症状を改善し

うる事を示すものである。 

DS 主要責任遺伝子を同定する為に、現在

までに多くのグループがマウスを利用し

た研究を報告しているが、それらは、当該

候補遺伝子を含む人工染色体や cDNA に

高発現用プロモーターをつなぎ導入した

ものなどで、異所性、異常な時期、1.5 倍

を遥かに上回る高発現など、異常な発現を

示し、各候補遺伝子の DS への寄与を公平

に判定し、相互に比較するのは極めて困難

であった。一方我々は候補遺伝子のノック

アウトマウスと MC16 部分トリソミーDS

モデルマウスを掛け合わせることにより

当該候補遺伝子のみを３コピーから２コ

ピーに戻しパラメーターの改善の有無を

検討する方法を採用し、共通のプラットフ

ォームにおいて各候補遺伝子のダウン症

への寄与を公平に評価する事を試みてき

た。MC16 部分トリソミーDS モデルマウ

スにおける異常パラメーターの探索のな

かで、我々は Ts1Cje マウスの脳において

ミトコンドリアの機能障害、活性酸素種の

増加、タウ蛋白の過剰リン酸化等の異常を

見いだし報告している（Shukkur et al., 



 

 

Hum Mol Genet 15:2752-2762, 2006）。更に

我々は、Ts1Cje および Ts2Cje における同

等レベルの脂質過酸化の亢進と蛋白代謝

シ ス テ ム の 異 常 （ Ishihara et al., J 

Neurochem 110:1965-1976, 2009）、Ts1Cje

および Ts2Cje における脳室拡大と発生期

および成体における神経新生の同等な異

常 （ Ishihara et al, Cerebral Cortex 

20:1131-1143, 2010）などを報告し、これら

異常が両モデルマウスに共通する Ts1Cje

部分３倍体セグメント上の遺伝子の過剰

発現に起因することを示した。また更にこ

れら得られた異常パラメーターを利用し

て、Ts1Cje の MC16 部分トリソミー上に

ある Dscam、Cbr1、Ets2 などの複数の遺

伝子のノックアウトマウスの作成 /解析

（Amano et al., J Neurosci 29:2984-2996, 

2009）や、部分トリソミーマウスにおいて

当該遺伝子を２コピーに戻した時に於け

るそれらパラメーターの改善の有無の評

価などを進めてきた。しかしながら、HC21

は約３６０の遺伝子を含み、ダウン症発症

に特に重要と思われる領域だけでも１０

０〜１５０の遺伝子を含み、到底これら全

てのノックアウトマウスを標準的な方法

で用意することは不可能である。このこと

から、更に大規模で効率の良い責任遺伝子

スクリーニングシステムの開発が必要と

考え、本課題の提案となった。 
 
２．研究の目的 

本研究では、高組み替え効率を有するト

リ B 細胞 DT40 を利用して HC21 に相同

なマウス 16番染色体(MC16)の部分トリソ

ミーを有する DS モデルマウス、およびト

リソミー上の遺伝子をノックアウトした

マウスを高効率に作成し、トリソミーマウ

スに於いて DS 精神遅滞の背景をなすと思

われる生化学的/生理学的/行動学的/組織学

的異常を見いだし、更にノックアウトによ

り当該候補遺伝子のみが２コピーになっ

たトリソミーマウスおけるそれらパラメ

ーターの改善の有無を検証することによ

り、HC21 相同 MC16 上の主要責任遺伝子

を同定し、それらを通して発症機序を明ら

かにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

方法としてまず、マウス繊維芽細胞に

G418 ネオマイシン耐性遺伝子を形質転換

し、当該遺伝子が HC21 相同 MC16 上に

導入されたクローンを同定・単離する。そ

のクローンとマウス A9 細胞を融合させた

ハイブリッド細胞を作製し、同細胞をマイ

クロセル（微小核）化する。これらを DT40

細胞に導入したものを G418 添加培地で培

養することにより、ネオマイシン耐性クロ

ーン（すなわち HC21 相同 MC16 を有す

る DT40 クローン）を選択する。得られた

クローンにおいて、不要な領域を挟んで

loxP サイトを２カ所に導入したうえで

cre-recombinase を働かせることにより欠

失を導入し、HC21 相同 MC16 部分セグメ

ントのみを有する染色体をDT40細胞内に

て作出する。これを再びマイクロセル化し、

CHO 細胞に導入して G418 でスクリーニ

ングする。得られた HC21 相同 MC16 部

分セグメントを有する CHO 細胞を再びマ

イクロセル化し、マウス ES 細胞に導入す

る。再び、G418 でスクリーニングするこ

とにより、当該セグメントを部分トリソミ

ーで有する ES 細胞が得られる。これを用

いてマウスを作製する。DT40 細胞内の

MMU16 に２カ所 lox-P サイトを導入し、

更にdre-recombinaseを働かせることによ

り、HC21 との非相同領域を含めた不要領

域を除く。Ts1Cje トリソミーセグメント、



 

 

および Ts2Cje トリソミーセグメントに相

同な領域を持つ MMU16 を確立する。更に、

これらセグメントを有する DT40 と CHO

細胞との融合、微小核作成とその ES 細胞

への導入を経てマウスを作成する。Ts1Cje

トリソミーセグメントおよび Ts2Cje トリ

ソミーセグメントに相同な領域を持つマ

ウスについて、今までに我々自身で見いだ

したTs1CjeおよびTs2Cjeにおけるミトコ

ンドリアの機能障害、活性酸素種の増加、

タウ蛋白の過剰リン酸化、脂質過酸化の亢

進、脳室拡大、神経新生の異常などが同様

に見いだされるかを確認する。また、オー

プンフィールドテスト、新規物体に対する

反応性のテスト、恐怖条件付け試験、受動

的回避学習試験、Y 迷路試験などを用いた

行動学的異常の検出と、海馬 CA1 錐体細

胞および DG（歯状回）顆粒細胞での長期

増強（LTP：long term potentiation)につ

いても検討を加える。また、モノアミンな

どの神経伝達物質の異常などの検討を、組

織抽出物-電気化学検出器付き HPLC 解析

にてセロトニン,ドーパミン,ノルエピネフ

リン,アセチルコリンなどの生体アミンや

複数種の遊離アミノ酸を包括的に解析し、

さらに in vivo マイクロダイアリシス

-HPLC 法を用いて Ts1Cje の線条体での

個々の神経伝達物質の放出量を検討する

ことにより行う。更に、並行して作製した

２〜３の候補遺伝子についてノックアウ

トしたセグメントをトリソミーで持つマ

ウスについて、これら異常の改善の有無を

検証する。また、DT40 システムによる

Ts1Cje トリソミーセグメントを持つマウ

スの作成に際して得られた ES 細胞におい

て、酸化ストレスの亢進や脂質過酸化の亢

進、それらのカスケードにかかわる蛋白の

発現量、細胞内分布、活性（リン酸化状態）

などの生化学的マーカーについて異常の

探索/検討を行い、更にそれらの異常の改善

の有無を Ts1Cje トリソミー上に存在する

約１００の遺伝子に対する RNAi(RNA 干

渉)などにより検討することにより、ダウン

症異常に寄与しうる遺伝子の大規模スク

リーニングを試みる。加えて、培養細胞を

用いた大規模スクリーニングにおいて

も異常パラメーターの改善の見られた２

〜３の遺伝子について実際に遺伝子ノッ

クアウトをを導入した ES 細胞およびマウ

スを作成し、それらにおいて異常の改善を

更に確認するとともに、行動学的異常、

LTP などの生理学的異常、神経伝達物質の

異常等、他のパラメーターに検証の範囲を

広げる。これらにより、当該候補遺伝子の

ダウン症における役割を更に詳細に明ら

かにする。 
 
４．研究成果 

本研究の結果、HC21相同MC16部分染色体

（Ts1Cjeセグメント相当）を持つトリ細胞

内の作成に成功した。また、HC21相同MC16

部分染色体トリ細胞内のHC21相同MC16部分

染色体を、CHO細胞を介してマウスES細胞に

導入することに成功した。更に、当該ES細

胞を用いてマウスを作製した。またTs2Cje

トリソミーセグメントに相同な領域や、更

にその領域を分断したMMU16領域を持つ

DT40なども並行して作成した。これらは、

候補領域の更なる絞り込みに強力なツール

となる。更には複数種の候補遺伝子につい

てノックアウトしたセグメントを持つDT40

細胞およびマウスの作成も並行して行った。

加えて、DT40システムによるTs1Cjeトリソ

ミーセグメントを持つマウスの作成に際し

て得られたES細胞において、酸化ストレス

の亢進や脂質過酸化の亢進、それらのカス

ケードにかかわる蛋白の発現量、細胞内分



 

 

布、活性（リン酸化状態）などの生化学的

マーカーについて異常の探索/検討を行った

が大きな異常は確認できなかった。今後、

神経細胞に分化させて再検討する必要があ

る。また、Ts1Cjeトリソミーセグメントお

よびTs2Cjeトリソミーセグメントに相同な

領域、更にはよりい小さな領域を持つ

Rs1Rhrマウスについて、脂質過酸化の亢進、

脳室拡大、神経新生の異常などの異常の有

無を確認し、それぞれの責任染色体領域を

更に絞り込む事に成功し、加えてその一部

に責任を有する遺伝子を実際に同定した

（論文準備中）。また、種々の行動試験を用

いて過活動や記憶学習能力の異常を検出し

た。また、海馬CA1錐体細胞の長期増強

（LTP：long term potentiation)における一

部異常をマウスモデルにおいて見いだし、

それに関わる遺伝子候補を同定した（検証、

再確認後に論文作成予定）。また、セロトニ

ン,ドーパミン,ノルエピネフリン,アセチル

コリンなどの生体アミンや複数種の遊離ア

ミノ酸の異常をマウスモデルにて見いだし

た（論文準備中）。 
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