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研究成果の概要（和文）：ダウン症候群（２１トリソミー）に代表されるような染色体異常症で

は神経系の発達障害が観察される。その機構を解明するために、２１番染色体トリソミーをも

つ未分化細胞を、ダウン症患者由来の線維芽細胞株及び正常ヒト ES 細胞株から作製した。作製

した未分化細胞を神経系細胞に分化誘導させたところ、神経突起の伸張は観察されたものの一

部の神経系タンパク質の発現誘導が正常未分化細胞と異なっていた。これらタンパク質の調節

異常が起こることにより神経系発達が障害される可能性が考えられる。 
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研究成果の概要（英文）：Although particular chromosomal syndromes are phenotypically and 
clinically distinct, the majority of individuals with autosomal imbalance, such as Down syndrome, 
manifest mental retardation.  To study the developmental stages of complex neuronal diseases, 
several independent disomic and trisomic human ES (T21-hES) and iPS (DS-iPS) cell lines 
were generated and subsequently differentiated into neuronal progenitor cells.  Whereas 
T21-ES and DS-iPS cells generated neurons similarly to disomic control cells, expression 
pattern of neural differentiation markers in these cells was different from that of controls. 
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１．研究開始当初の背景 
ダウン症候群（２１トリソミー）、１３トリ
ソミー症候群、１８トリソミー症候群などで
代表される染色体異常症候群においては、ほ
ぼ全ての染色体異常症（トリソミー症候群）

に共通して精神発達遅滞が観察されるが、上
記以外のトリソミーは障害が重篤で出生に
まで至らない例が多いため、また出生例につ
いても症状が複雑で解析が難しいことから、
これまでトリソミー症候群として共通のメ



カニズムを探索されることはなかった。一方
で、トリソミー症候群の中で最も症状の軽い
ダウン症候群については、症例数も多く、モ
デルマウスも作製されていることもあり、数
多くの知見が報告されている。臨床症状とし
ては精神発達遅滞、アルツハイマー病の早期
発症、心奇形などを初めとして多様な症状を
呈するが、精神発達遅滞は全てのダウン症患
者に共通に観察されている。流産胎児患者の
脳組織や成人患者の脳組織、あるいはモデル
マウス脳組織を材料としてマイクロアレイ
等により遺伝子発現解析が複数の研究グル
ープによりなされているが、患者間の遺伝的
背景の違いや症状の重篤度の違いなどが障
壁となり、明確な遺伝子発現変化はとらえら
れていない。神経系発達障害の原因がこの中
の特定の遺伝子の発現増加によるものなの
か、２１番染色体上の遺伝子量の増加によっ
て他染色体上の遺伝子の発現制御が撹乱さ
れた結果なのかは未だ結論が得られていな
い。 
２．研究の目的 
染色体異常症で観察される精神発達遅滞の
発症メカニズムの解明を目指す。ダウン症患
者由来線維芽細胞に加えて、正常ヒト細胞に
微小核細胞融合法により 1本だけ特定の染色
体を移入した人工トリソミー細胞それぞれ
から iPS細胞を作製し、神経分化誘導を行い、
神経分化過程に及ぼすトリソミーの作用を
明らかにする。同一の遺伝的背景を持った細
胞を用いることができる利点があり、遺伝的
背景が異なる患者由来組織・細胞を用いた場
合の解析の困難さを克服し、より正確な解析
を可能とするものである。 
３．研究の方法 
(1) 人工トリソミーヒト ES 細胞株の樹立 
特定のヒト染色体を保持するマウス A9 細胞
を用いて、微小核細胞融合法によりヒト ES
細胞に特定のヒト染色体を１本だけ導入し、
薬剤耐性株の中からトリソミー以外の染色
体異常のない細胞株を人工トリソミー細胞
株として樹立する。 
(2) ダウン症患者由来線維芽細胞からの iPS
細胞株（ダウン iPS 細胞）の樹立 
細胞バンク(Coriell Institute)より購入し
たダウン症患者由来線維芽細胞４株につい
て、山中４因子または３因子を用いたレトロ
ウィルス法により iPS 細胞株を樹立する。同
時に正常線維芽細胞からも iPS細胞を樹立し、
対照細胞株（正常 iPS 細胞）とする。 
(3) 未分化性の評価 
樹立した人工トリソミーヒト ES 細胞株、ダ
ウン iPS 細胞株、正常 iPS 細胞株について、
未分化性マーカーの発現レベル、 
in vivo 及び in vitro における３胚葉分化能
を評価し、未分化性を検証する。 
(4) 神経系分化誘導 

ES/iPS 細胞から神経系への分化誘導を SDIA
法マウス・ストローマ細胞 PA6 との共培養法
(マウス・ストローマ細胞 PA6 との共培養法)
或いは SFEBq 法（シングルセルからのスフェ
アー作製法）により実施する。神経分化の評
価は定量的 PCR および免疫染色により行い、
細胞死誘導についても Tunel染色により評価
する。 
４．研究成果 
(1) ヒト２１番染色体を１本だけ保持する
マウス A9 細胞 A9(Hygro21) (JCRB2221)を用
いてヒト ES 細胞株に２１番染色体を導入し
た。薬剤耐性株の中から核型解析により２１
トリソミーが確認された株をヒト２１人工
トリソミーES 細胞として樹立した。 
(2) ダウン症患者由来線維芽細胞４株（男性
２株、女性２株、GM02767、AG05397、AG06872、
AG08942）及び正常ヒト線維芽細胞株（HDF）
より山中法により iPS細胞を樹立した（図１）。 

胞株、ダウン iPS 及び正常 iPS 細胞株につい
て未分化性を検証した。未分化性マーカー
NANOG、TERT、REX1、DNMT3B、DPP4 の発現は
ヒト ES細胞株 KhES-2 とほぼ同レベルであっ
た。免疫染色においても NANOG、OCT4、SSEA-3
の発現が確認された（図２）。３胚葉分化能
も in vitro 及び in vivo で確認された（図
３）。以上のことから、樹立した細胞株の未
分化性は ES 細胞とほぼ同レベルであると判
断された。 

リソミーES細胞、正常 ES 細胞を用いて SDIA
法による神経分化誘導を行った。PA6 細胞と
の共培養開始後 30 日で神経細胞特異的チュ
ーブリン陽性の神経突起が全ての細胞株に

図１ 　 線維芽細胞 AG08942 から 作製し たダウン iPS 細胞の核型

 
(3) 作製したヒト２１人工トリソミーES 細
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図２ 　 ダウン iPS 細胞における未分化マーカ ーの発現

 
(4) ダウン iPS 細胞、正常 iPS 細胞、人工ト



おいて観察された（図４）。一方、神経細胞
特異的マーカーの発現誘導については、一部
のマーカーについて、クローナルバリエーシ
ョンが認められるものの、ダウン iPS 細胞及
び人工トリソミーES 細胞で低下していた。神
経分化誘導時における細胞死の頻度を Tunel
染色により検出したところ、ダウン iPS 細胞
株で高い傾向が見られた（図５）。 
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図５ 神経分化誘導時の細胞死の頻度
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