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研究成果の概要（和文）：遺伝性早老症Werner症候群（以下、WS）は、思春期以降 全身性に老化徴候を示し、糖尿病
や動脈硬化、がんを好発し、40 歳代で死亡する。WSの早老発症メカニズムを解明するために、WS患者由来iPS細胞を樹
立を目指す。WS患者の皮膚由来線維芽細胞にOct-4, Sox2, Klf4, c-Mycの山中４因子を導入し、無限分裂能と三胚葉系
細胞への分化能（奇形腫形成）を獲得した細胞の樹立に成功した。リプログラミングによりWS患者由来iPS細胞を得る
ことができた。さらに、ナンセンス変異を持つWS由来線維芽細胞に対し、読み飛ばし活性を持つリードスルー薬の保護
効果を調べ、治療薬としての可能性を考察した。

研究成果の概要（英文）：Werner syndrome (WS) is a progeroid disorder caused by mutations in the WRN gene, 
which encodes a RecQ type DNA helicase. In order to clarify molecular mechanism of pathogenesis of WS, we 
gene-transferred Yamanaka's four factors, such as Oct-4, Sox2, Klf4, c-Myc, into skin fibroblasts of WS pa
tients. We isolated iPS clone cells and confirmed them with highly proliferative ability as well as plurip
otency, indicating establishment of WS iPS cells by reprogramming. Furthermore, we investigated the protec
tive effect of read-thorough drugs on WS fibroblasts with a nonsense mutation and discussed the therapeuti
c potentiality of the drugs to WS.
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１．研究開始当初の背景 

 代表的な遺伝的早老症ＷＳは、思春期以降 

全身性に老化徴候を示し、糖尿病や動脈硬化、

がんを好発、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 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no phenotype であり、テロメレース

を同時に欠損させた場合のみ早老症候をきた

すなど、扱いやすく有用な動物モデルが無い

点にある。一方、近年、老化を標的とする研

究が動物レベルで進んでいるが、加齢が糖尿

病や動脈硬化を増やすメカニズムは「ヒト」

では解明されていない。そのような状況の中、

iPS 技術とトランスクリプトーム解析、次世

代シークエンス技術を組み合わせることで、

ヒト（ＷＳ患者）の細胞を材料に、この領域

にブレイクスルーをもたらしうる。申請者ら

は平成21 年度からＷＳの全国調査を実施、

400 名の新規ＷＳ症例を見出し、詳細な病態

解析と臨床検体収集を開始している。また申

請者の教室では、既に健常者からのiPS 細胞

樹立と分化、マイクロアレイ解析やエピゲノ

ム解析をルーチンに実施しており、直ちに本

研究課題に取り組むことができる。 

 

２．研究の目的 

1996 年に WS の原因遺伝子として 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）が早老の表現型を示さず、健常に

生育するため、有用な動物モデルが無い点に

ある。また WSの皮膚由来線維芽細胞は、通

常、数代の継代培養により老化関連βガラクト

シダーゼ活性上昇などの細胞老化形質を示し、

分裂を停止する。そのため、患者由来細胞を用

いた発症メカニズムの解明も容易ではない。

本研究では、WS の早老発症メカニズムを解

明するために、無限分裂能を有する iPS 細胞

の技術を用いて、WS 患者由来 iPS 細胞を樹

立することを目的とする。 

 また、WS 患者の遺伝子変異の中に、ナ

ンセンス変異が知られている。ナンセンス変

異 を 有 す る 異 常 mRNA は 、 NMD 

(nonsense-mediated mRNA decay) と呼ばれる

mRNA 分解機構により通常の mRNA 分解と

異なる経路で即座に分解される。本研究は、

異常な終止コドンを読み飛ばす（リードスル

ー）薬を WS 患者細胞に投与し、機能性 WRN

タンパク質の産生が認められ、細胞表現型が

可逆的に改善するかどうか調べ、治療薬とし

ての有効性を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

WS の皮膚由来線維芽細胞（WSCU01）に

Oct-4, Sox2, Klf4, c-Mycの山中４因子をレトロ

ウイルスベクターで導入し、無限分裂能を有す

る細胞株を単離する。また多分化能を示す ES

細胞で高発現が認められる未分化マーカー遺

伝子（Oct-3/4, Sox2, hTert, Nanog）の発現量を

調べる。さらに免疫不全マウス（SCID マウス）精

巣に、候補細胞を接種し、2 ヶ月後に精巣を解

剖し、組織レベルで、奇形種形成を確認するこ

とで、三胚葉系細胞への分化能を調べた。また、

樹立したWS iPS細胞の可逆的性質を調べるた

めに、WS iPS細胞を ES培地で 3日間浮遊培

養し胚様体を形成させた後、HEF 培地とゼラチ

ンコートシャーレ上で培養させた。継代培養を

4-5回重ねることで、線維芽細胞に分化させた。

元のWS患者由来繊維芽細胞の細胞形質を比

較した。 

 次に、ナンセンス変異を持つWS患者（889
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的に線維芽細胞に酷似した細胞が得られた

（図１-3）。詳細な細胞表現型の解析が待たれる

が、本WS iPS細胞は多分化能を有する iPS細

胞で有ることが強く示唆された。今後、複数の

WS 患者由来の  iPS 細胞の樹立や、clonal 

variation の差異の検討が必要ではあるが、皮

膚線維芽細胞に加えて、血管内皮細胞や脂肪

細胞等への分化実験時に、遺伝子発現やプロ

テオミクス解析を行い、健常者由来 iPS 細胞と

の比較により、早発性老化に関わる新規候補

遺伝子の同定が期待される。 

 遺伝性疾患の中で、ナンセンス変異による

遺伝子欠失（タンパク質欠損）は、遺伝子治

療による遺伝子補充や組換えタンパク質の

補充による治療法の開発が進められている。

しかし、個々の遺伝子やタンパク質の特性の

問題、遺伝子導入の臨床的課題等が開発の障

害となっている。一方で、ナンセンス変異を

リードスルーする活性で、翻訳時に終止コド

ンを読み飛ばし、機能性タンパク質を回復さ

せる薬剤は、有望は治療薬として期待される。

PTC124（Ataluren）は、TGA 終止コドン選

択的リードスルー薬ではあるが、基礎研究レ

ベルで多くの改善例が報告され、臨床試験に

供されている。本研究では、TGA 変異とな

る6型変異ホモ接合体WS患者線維芽細胞に

対し、PTC124 添加試験を行ったが、タンパ

ク質の検出には至らなかった（図 5）。WS 患

者細胞では NMD 亢進による WRN mRNA の

減少が想定され、実際に 16%まで減少してい

る例を明らかにした。リードスルー薬は十分

な mRNA が細胞内に存在しなければ、タン

パク質として翻訳できないため、WRN 

mRNA 量を高めることが同時に必要かもし

れない。そのため、WRN mRNA が有意に増

加した WS iPS 細胞に対する添加実験を行っ

たが、WRN タンパク質は検出できなかった

（図 6-7）。この結果は、WRN mRNA の 2 次

構造や WRN 遺伝子特有な問題、本研究に用

いた WS 患者細胞の特有な問題などが影響

した可能性がある。今後、TGA ナンセンス

変異を有する別の WS 患者細胞を複数系統

調べることや、WRN 遺伝子の遺伝子発現を

高める薬剤との併用などの検討が必要と考

えられる。 
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