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研究成果の概要（和文）：家族性の知的障害である脆弱X症候群（以下、FXS）はトリプレットリピート病と呼ば
れる神経変性疾患群に分類される。発症メカニズムには不明な点が多いが、その一因は根本的病因であるリピー
ト伸長現象を正確に再現できる系がないことである。本研究は染色体工学を用いてFXS発症に至るFXS責任遺伝子
FMR1内の(CGG)nリピートの伸長とFMR1遺伝子発現抑制にまで至る病態を再現し解析するモデル動物系の構築を目
指し、リピート周辺のゲノム領域全体をFXSに関わる脆弱部位として人工染色体上に搭載した。

研究成果の概要（英文）：Fragile X syndrome (FXS), a familial intellectual disability, is one of the 
neurodegenerative disorders known as triplet repeat diseases. Many aspects of the onset mechanism 
remain unknown, may be due to the lack of a system that can accurately reproduce the repeat 
expansion phenomenon, which is the underlying cause of the disease. In this study, we aim to use 
chromosome engineering to construct an animal model system that reproduces and analyzes the initial 
sequential events of the expansion of (CGG)n repeats in the FXS responsible gene FMR1 and the 
suppression of FMR1 gene expression, which lead to the onset of FXS. During this study, we cloned 
the "fragile site related to FXS", which includes entire  (CGG)n repeats surrounding genomic region,
 onto an artificial chromosome vector. 

研究分野：染色体工学

キーワード： 脆弱X症候群　染色体医工学　トリプレットリピート病　染色体脆弱部位

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
FXSに限らずトリプレットリピート病は、リピート伸長（不安定化）そのものが根本的病因であり、新しい治療
法開拓のためにも、そのメカニズムの解明が急務である。リピートを本体とする染色体領域は、染色体脆弱部位
と呼ばれており、近年の研究からリピートの不安定化は脆弱部位全体の制御が関わるとされている。本研究で活
用している染色体工学技術は、FXSのCGGリピートとその周辺領域だけを機能的に独立した染色体脆弱部位として
クローニングし、動物個体に導入して解析することができる唯一の技術である。将来、他のトリプレットリピー
ト病の解析系の構築にも染色体工学技術は応用可能である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
脆弱 X症候群（FXS: Fragile X syndrome、以下 FXS）は最も頻度の高い家族性の X連鎖性知
的障害であり、トリプレットリピート病に分類されている難治性疾患である。近年、40 を超え
る神経変性疾患群であるトリプレットリピート病は、その病態や発症にいたるメカニズムが明
らかにされつつあるが、いずれの研究もリピート伸長が起きた後のイベントに対する研究であ
る。単純リピート配列がどうして不安定化に至り、伸長するのか、トリプレットリピート病の根
本的な病因については、研究が停滞しており不明な点が多い。その要因はリピート伸長を正確に
再現する系がないことである。 
FXSは、責任遺伝子 FMR1の 5’非翻訳（UTR）領域にある CGGリピートの数が 50～200未
満である保因者アレルが母性伝播した際に 200 リピート以上に伸長し、FMR1 プロモーター領
域が高度メチル化を受け、FMR1 遺伝子が不活性化して発症する。本研究ではこれら一連の反
応を「CGGリピート動態」と呼び、FXSの発症の根本病因と捉えている。 
現在、CGGリピート動態の再現を目的とした FXS関連のモデルマウスとして、100 CGGリピ
ートをノックインしたマウスが 2系統が作製されている。100 CGGリピートはヒトの病態であ
れば母性伝播を通してリピート伸長が起きて発症に至る保因者相当レベルのリピート長である
が、どちらのマウスでも CGGリピート動態が再現できていない。これらのノックインモデルマ
ウスの結果は、CGGリピート動態の惹起にはリピートだけでなくその前後のシス染色体領域（エ
レメント）が必須であることを強く示唆している。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、FXS における CGG リピート動態を正確に再現するモデルを構築することで
ある。FXSの発症に至る過程で、CGGリピート動態がどのように発動されて、どのように FMR
１が発現抑制されるのか、その機序とそこに関わる因子を同定してリピート不安定性そのもの
を治療ターゲットとして開拓することは、FXS の研究、そしてリピート病全体の研究が未だに
到達できていない課題である。そのために本研究では、染色体工学技術を活用し、CGGリピー
ト前後のシスエレメント全部を「FXS に関わる染色体脆弱部位」として人工染色体に搭載し、
種々の細胞、そして動物に安定に導入できるようにする。 
 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、FXS 発症に関わる CGG リピート動態に必要な染色体領域（シスエレメント）を「FXS
脆弱部位」と定義し、この FXS 脆弱部位をマウス人工染色体ベクター（MAC）に搭載する（以下、
搭載が完了したものを「FXS-MAC」とする）。FXS-MAC の構築のために、本研究では①FXS 保因者
X染色体の CHO 細胞へのクローニング、②ゲノム編集を用いた CHO 細胞内での FXS 保因者 X染色
体の改変、③FXS 脆弱部位のマウス人工染色体への搭載、の 3 工程を進めた。工程①では、FXS
保因者由来リンパ芽球をソースとして、染色体工学の根幹技術である微小核細胞融合法という
染色体移入法によって CHO 細胞にクローニングした。本研究では CGG リピート数が 115 リピー
トの保因者アレルを使用した。工程②は、人工染色体上に特定の染色体領域を搭載するために必
須の改変過程であり、全てゲノム編集技術である CRISPR/Cas9 系を利用したゲノム編集によっ
て、工程①で樹立した CHO 細胞内で実施した。 
ゲノム編集による染色体改変の工程は３つであり、FXS 脆弱部位としてマウス人工染色体に搭載
する領域以外の下流領域を削除するテロメアトランケーション、Cre/loxP 部位特異的組換えを
起こすための loxP 配列の挿入、ならびに薬剤選択のための内在性 HPRT 遺伝子の破壊である。工
程③は改変した保因者 X 染色体上の loxP 配列とマウス人工染色体上の loxP 配列間での部位特
異的組換えによる転座の誘導により、FXS 脆弱部位をマウス人工染色体の搭載する工程である。
本研究では、こうして完成した FXS-MAC をマウス個体に導入し、CGG リピート動態に着目して世
代間解析を行う。そのために、マウス ES 細胞に FXS-MAC を微小核細胞融合法によって導入する。
得られた ES 細胞からキメラマウス、そして生殖系列キメラを作製する。生殖系列伝播（germline 
transmission）を経て得られた FXS-MAC を保持する仔マウスにおいて、CGG リピート動態が起き
たかどうかを検証する。本研究で得られる in vivo 再現系は、CGG リピート動態、特にリピート
伸長とヒト FMR1 遺伝子の不活性化について世代間解析が可能な再現系であり、CGG リピート動
態が再現できれば、そこに働く因子の解析、CGG リピート動態の時期、組織、また分子メカニズ
ムの解明につなげるための貴重なツールとなる。 
 
４．研究成果 



 
本研究実施期間において、人工染色体に搭載する「FXS 脆弱部位」を長短２種類選定した。短い
ものは、FMR1 遺伝子座全体と上流領域を含む約 70kb の領域であり、長いものは、CGG リピート
領域から上流、下流に約１Mb ずつを含む広い染色体領域である。本研究では、短いものについ
てマウス人工染色体への搭載を完了し、マウス ES 細胞への導入を進めている。また、長いもの
については、現在も染色体改変工程を進めている（いずれも 2025 年６月現在）。 
CGG リピート動態は、CGG リピートが存在するだけでは惹起されないことが強く示唆されている
一方で、その惹起に必要なシスエレメントはかなり広い領域であることを示唆する報告が多く
なされている。CGG リピート動態に必要なシスエレメントを同定していくためには、長短両方の
FXS 脆弱部位搭載人工染色体をマウスあるいは in vitro であれば、同じバックグランドの細胞
に導入して比較解析することが必要であり、その上ではじめてリピート伸長、エピゲノム変化、
遺伝子発現抑制と、それぞれの CGG リピート動態の各ステップに関わる因子を詳細に追跡でき
ることが期待できる。それを可能とするのが本研究で活用した染色体工学である。 
本研究は、本来不安定性を示す FXS 脆弱部位を人工染色体に搭載することで安定に取り扱える
ようにできる点で世界初の試みであり、マウスに導入してから世代間解析できる点でも他に類
を見ない資材・アプローチである。本研究で樹立した FXS-MAC に搭載された短い FXS 脆弱部位
（70 kb）が、CGG リピート動態の惹起に十分かどうかは今後の解析が待たれるが、これだけの
疾患保因者由来のシスエレメントを異種動物内に独立した染色体として導入できるのは染色体
工学技術をおいて他にはない。 
その一方で、本研究では、長い方の FXS-MAC の構築を完了することができなかった。使用した方
法論は原則的に短い方の FXS-MAC と同じであるため、ゲノム編集による染色体改変工程のさら
なる改良が課題として残った。本研究ストラテジーにとって、ゲノム編集は必須のツールであり、
染色体工学技術の活用において、任意のゲノム領域を改変、あるいは取り出すことができるのは
大きな強みである。今後、FXS-MAC の構築を進め、本研究の目的である CGG リピート動態の再現
とその解析を行うモデル系を構築することで、FXS の CGG リピート動態の統合的なシスエレメン
トとそこに働く分子メカニズムの解明を目指す。さらに本研究の成果は将来、CGG リピート動態
そのものを治療ターゲットとするための新しい系の開拓につながると期待する。加えて、本研究
を通して、染色体工学技術の持つ特長がリピート病モデル作製に非常に有用であることが示さ
れた。今後、他のトリプレットリピート病の研究にも染色体工学技術が広く応用されることを期
待する。 
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