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研究成果の概要（和文）：我々が同定した女性のXLA、WAS患者でみられたX染色体の不活化（XCI）異常のメカニ
ズムをiPS細胞を用いて解明し、XCI異常を修正する薬剤開発を行う研究を行った。iPS細胞に2種類の蛍光を発す
る遺伝子を組み込む事によって、フローサイトメーターでXCIを評価する方法を開発し、薬剤スクリーニングに
応用可能である事がわかった。HD-Ad.AAVベクターを用いて、片方のX染色体に致死的な遺伝子変異を
site-specificに導入する事ができ、薬剤スクリーニングに利用できた。X染色体不活化偏倚の原因を解明するた
めに、全エキソン解析、XCI領域の解析を行い、現在全ゲノム解析を行っている。

研究成果の概要（英文）：This study was to identify the mechanism of skewed X chromosome inactivation
 (XCI) which was observed in female XLA and WAS, and to search the drug to treat abnormal XIC. We 
established a gene transduction method to induce 2 genes which emit 2 different types of 
fluorescence into iPS cells. By using this system, we could identify the type of XCI by 
flowcytometer and we found that this system was useful in drug screening. We established the HD.
AdAAV gene editing system in which we could induce fatal gene mutation at specific sites, which we 
found useful in drug-screening. To analyze the mechanism of XCI skewing, we performed whole exon 
sequencing and genetic analysis of XCI region. We are now working on whole-genome sequencing.
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１．研究開始当初の背景 
 我々は世界で初めて女性のX連鎖無ガンマ
グロブリン血症（XLA）患者を同定した。こ
の患者では、X 染色体の不活化（XCI）が母
由来のX染色体のみに起こっていることが分
か っ た 。 同 様 の 現 象 を 女 性 の
Wiskott-Aldrich 症候群患者で明らかにした。 
 
２．研究の目的 
XCI異常の起こるメカニズムを iPS細胞を用
いて解明し、XCI 異常の治療のための薬剤ス
クリーニングを行うことを研究の目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
 末梢血から iPS 細胞を樹立した。X 染色体
不活化の状態を簡単に評価することが可能
とする方法として、2 種類の傾向を発する遺
伝子をベクターに搭載し iPS細胞に導入する
方法を用いた。薬剤スクリーニングのための
コントロールとして、X 染色体の特定の部位
に致死的な遺伝子変異を導入し、その具体的
遺伝子導入法として、HD-Ad.AAV ベクター
を用いた。X 染色体不活化偏倚の原因を解明
するために、患者の染色体解析および全エキ
ソン解析、X 染色体不活化に関連する領域で
ある XCI 領域の遺伝子解析を行った。これを
踏まえてX染色体を含めた全遺伝子の全ゲノ
ム解析を行っている。 
 
４．研究成果 
 iPS 細胞に 2 種類の蛍光を発する遺伝子を
組み込むことによって、簡単にフローサイト
メーターでX染色体不活化を評価するシステ
ムを開発した。これを X染色体不活化異常を
修正する薬剤のスクリーニング法に応用す
る研究を行った。また、新たな治療法として、
片方の X 染色体に致死的な遺伝子変異を
site-specific に導入する方法を試みた。
HD-Ad.AAV ベクターを用いて、目的の部位に
遺伝子変異を誘導することができた。その遺
伝 子 導入効 率 を向上 さ せるた め に 、
CRISPR-Cas9 システムを導入し、組み換え
Cas9 タンパクを使用したり、オフターゲット
効果をなくすような薬剤を使用して、正確か
つ高率に遺伝子導入を達成することができ
た。女性 XLA 患者および女性 WAS 患者の X染
色体不活化偏倚の原因を解明するために、患
者さんの染色体解析および全エキソンを解
析を行ったが、細胞の生存に必須な遺伝子異
常などは見られなかった。さらに、X 染色体
不活化に関連する領域であるXCI領域にも異
常を認めなかった。これを踏まえて X染色体
を含めた全遺伝子の全ゲノム解析を行った。 
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