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研究成果の概要（和文）： 
本研究では、ダウン症候群における神経障害の原因を明らかにするために、疾患特異的 iPS 細
胞を樹立し、遺伝子発現解析を行った。患者から提供を受けた皮膚線維芽細胞にレトロウイル
スにより 4因子を導入して iPS 細胞を樹立した。これらの iPS 細胞を用いて遺伝子発現解析を
行ったところ、いつくかの遺伝子に関して、優位な発現上昇が認められた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, we generated disease specific iPS cells from the patients with Down syndrome. 
Gene expression analysis identified significant increases of some genes. This may be 
important clue to reveal neuronal impairments in Down syndrome. 
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１．研究開始当初の背景 
ダウン症候群は主に 21 番染色体のトリソ

ミーによって生じる最も頻度の高い先天異
常症候群であり、出生およそ 700 人に一人の
割合で認められる。ダウン症候群児は精神運
動発達遅滞を来たすほか、先天性心疾患や白
血病、視力調節障害、頚椎異常など多彩な合
併症を生じることが知られている。また、母
体の高齢妊娠において発生頻度が高まるこ
とはよく知られており、近年の晩婚化で出生
数が増えているという指摘もある。出生早期

からの療育介入が効果的であるとされてい
るが、先天異常であることから根本的な治療
法はない。近年の外科手術の進歩で、最も予
後を左右する先天性心疾患の治療成績が向
上した結果、平均寿命は以前考えられたより
はるかに長くなっている。その結果、成人期
以降アルツハイマー様の急激な退行を示す
問題がクローズアップされている。実際に早
期にアルツハイマー様の退行を示したダウ
ン症候群患者の剖検所見では、アルツハイマ
ー病患者と似た老人斑が認められるほか、大
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脳皮質では神経細胞の層構造が乱れており、
発生初期にニューロンの遊走障害が起こっ
ていると考えられている。しかし、このよう
な神経症状がなぜ起こるのかは未だにわか
っていない。 
ダウン症候群は 21 番染色体のゲノムコピ

ー数が増えることが原因であるが、中枢神経
障害と関連する遺伝子は21番染色体長腕q21
領域のダウン症候群責任領域(DSCR)に存在
することが非典型的な 21 番部分トリソミー
患者の臨床症状の蓄積や、遺伝子改変動物実
験によって明らかになってきている。しかし、
患者脳を直接解析することは不可能であり、
マウスなどの実験動物では、ヒトの大脳皮質
の層構造とは解剖学的に異なるため、ヒト神
経細胞の遊走障害を直接的に調べることは
困難である。 

2006 年に京都大学の山中教授らが開発し
た iPS 細胞技術は、疾患患者由来細胞を用い
ることで病態解析を行う活路を開いた。つま
りダウン症候群などの疾患患者から採取し
た皮膚線維芽細胞から iPS 細胞を樹立し、神
経細胞に分化誘導することで、神経細胞の病
態を in vitro で解析することを可能とした
のである。現在、この iPS 細胞技術を用いた
疾患解析は猛烈な勢いで行われており、iPS
細胞から各々の中枢神経系細胞への分化誘
導方法も次第に確立しつつある。また、ES細
胞を用いた神経発生の研究も進められてお
り、大脳分化のための 3次元培養法である無
血清浮遊培養法（SFEB法;serum-free culture 
of embryoid body-like aggregates）をさら
に改良した SFEBq 法（quick-aggregation 
SFEB procedure）によって生体に似た立体構
造を持つ胎児型大脳皮質組織の産生に成功
したとの報告が理化学研究所から発表され、
iPS 細胞へ応用することで患者特異的な組織
作成へさらに研究が加速することが予想さ
れる。 
 
２．研究の目的 

iPS 細胞は、ES細胞とは異なり、ヒト胚を
破壊することなく樹立できるため、皮膚線維
芽細胞提供者の承諾があれば、研究に供する
ための倫理的な問題が比較的尐ない。しかも
移植される本人の細胞から樹立したものな
ら拒絶反応がないことから、再生医療研究の
切り札として脚光を浴びている。しかし、iPS
細胞を樹立するためには今のところレトロ
ウイルスなどによる遺伝子導入を要するこ
とや、移植後に癌化する可能性があることか
ら、臨床場面で実際に再生医療に使われるた
めにはまだ克服されなければならない課題
を抱えている。 
一方、患者由来皮膚線維芽細胞から樹立し

た疾患特異的iPS細胞を利用した疾患病態解
析研究においては、外来導入遺伝子やレトロ

ウイルスの問題はほとんど無視できること
から、幅広く利用されることが予測される。
特に、ヒトの表現型を実験動物で再現できな
い疾患や、患者から組織を採取することが困
難な中枢神経系の難治性疾患研究への応用
が非常に期待されている。 
これまでダウン症候群は 21 番染色体の過

剰によって起こるということがはっきりし
ているため、全てが明らかになっていると考
えられがちであるが、実際には、脳内で何が
起こっているのか、思春期以降の急激な退行
がなぜ起こっているのか、ほとんど未だ何も
わかっていないと言っても過言ではない。本
研究の目的は、ダウン症候群の中枢神経異常
を疾患特異的なiPS細胞を利用して病態を分
子細胞学的に、また形態を発生から経時的に
in vitro で解明しようというものである。本
研究による成果が、単にダウン症候群の知見
にとどまらず、ダウン症候群で時に認められ
るアルツハイマー症状など、他の頻度の高い
中枢神経疾患にも応用されれば、大変意義で
あると考えた。 
本研究ではダウン症候群患者から提供さ

れた皮膚線維芽細胞から独自にiPS細胞を樹
し、神経細胞に分化誘導し、また大脳皮質組
織を形成させることによって病態を明らか
にすることを試みた。本研究課題は、学内倫
理委員会の承認済みであり、患者家族から書
面によるインフォームド・コンセントを得て
進められている。 
 
３．研究の方法 
(1)ダウン症候群疾患特異的 iPS 細胞を用い
た遺伝子発現解析 
血液中のリンパ球や皮膚線維芽細胞にお

いては、その臓器特異的な遺伝子や
ubiquitous に発現する遺伝子など限られた
遺伝子しか発現していない。それに対して、
iPS 細胞においては、PLP1 遺伝子など、本来
中枢神経でのみ発現が認められる遺伝子も
発現しており（自験データ、未発表）、中枢
神経において重要な働きをする他の遺伝子
も発現している可能性が高い。まずこの iPS
細胞における遺伝子発現の状況をマイクロ
アレイを用いることで網羅的に解析した。 
具体的には高密度オリゴアレイを搭載し

たマイクロアレイシステムを用いてトラン
スクリプトーム解析を行った。結果は解析ソ
フトを用いて統計的に有意な発現異常を示
す遺伝子を確認した。それら異常な発現を示
す遺伝子に関して、染色体領域との関連を明
らかにするために、in-silico library を用
いて解析した。解析にあたっては、発現異常
を示す遺伝子の多くは 21番染色体上にある
と予測されたので、遺伝子の染色体での位置
を優先的に考慮した。特に、過去の報告では
ダウン症候群責任領域(DSCR)に存在する遺



 

 

伝子が重要とされている。 
一方、発現異常が認められた遺伝子に関し

ては、リアルタイム PCR で確認した。 
 
(2)iPS 細胞の神経系への分化誘導 
神経細胞に分化誘導させたダウン症候群

疾患特異的iPS細胞における発現遺伝子を解
析するために、iPS 細胞を確実に神経細胞へ
分化誘導する効率的な方法を検討した。 
多能性幹細胞の神経分化誘導法には多数

のプロトコールが考案されているが、浮遊培
養により胚様体を形成させ、レチノイン酸を
添加した培地を用いて神経幹細胞を増殖さ
せる方法を用い、さらに神経細胞へ分化させ
た。神経細胞系であるかどうかは、免疫組織
染色により、神経細胞特異的な抗体を用いて
確認した。 
また、SEFBq 法を用いて大脳皮質前駆細胞

から浮遊培養で 3次元培養を続け、立体的な
層構造を形成させることを試みた。それぞれ
の細胞層は免疫染色で確認し、カルシウムイ
メージング法にて神経ネットワークの存在
を確認することとした。 
 
４．研究成果 
本研究において、ダウン症候群患者皮膚線

維芽細胞から iPS 細胞の樹立に成功した。マ
イクロサテライトマーカー解析により、得ら
れたiPS細胞が遺伝的に元の線維芽細胞と同
一であることを確認した。また、多能性因子
に関して発現を確認できた。 
得られた iPS 細胞に関して、アレイ CGH 法

により、染色体の再構成が起こっていないか
どうか検証したところ、いくつかの系統で21
番染色体の trisomy rescue が生じているこ
とが明らかとなった。Trisomy rescue はモザ
イク型ダウン症候群の発生メカニズムとし
て よ く 知 ら れ て い る 。 iPS 細 胞 で は
artificial な染色体再構成のみならず、細胞
を rescue する働きも生じていることが明ら
かとなった。 
得られたiPS 細胞 3系列に関して独立に遺

伝子発現状態をマイクロアレイで解析した
ところ、いくつかの遺伝子の発現が亢進して
いることが明らかとなった。そのうちのひと
つはアルツハイマー病との関連が指摘され
ており、ダウン症候群における何らかの症状
と関連している可能性があると考えられた。 
得られたiPS細胞の神経系への分化誘導を

行ったが、今のところ神経細胞への分化は確
認できていない。疾患 iPS 細胞においては、
元々の細胞の性質上、分化誘導が難しい可能
性があり、今後検討する必要がある。神経系
細胞に分化誘導した状態での遺伝子発現状
況は、今後さらに検討していく必要があると
考える。 
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