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研究成果の概要（和文）：1) 本研究に関連する論文作成に多くの時間を費やした。その結果、英文原著２報、英文総
説１報を採択出版できた（業績参照）。2）正確なコントロール確立のためテロメア配列を導入したプラスミッドに対
しQ-FISH法によりテロメア長定量解析を行った。テロメア光度の出現パターンは確認、正確な検量方法確立のため実験
を継続中。3）共同研究により、メダカのテロメアが発生成長期に短縮したのち伸長する動態を発表した。テロメア長
を検知して恒常性を維持する機構を示唆する現象として重要な知見と考える（業績文献）。4）これまでの研究により
、細胞系列特異的増殖動態を判断する指標としてテロメア短縮が重要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have analyzed the in vivo telomere dynamics in Werner syndrome, trisomy 21, 
and diabetes. Furthermore, our studies of telomere dynamics in patients after living-donor liver 
transplantation, and in patients with alcoholism and actinic keratosis, have revealed possible factors 
impacting on telomere maintenance. We also observed end-to-end chromosome fusion in human fibroblast 
strains at the senescent stage with very short telomeres, and some tumor cells, suggesting that telomere 
loss could play a role in genetic instability associated with tumorigenesis.
Recently, we analyzed details of the telomere dynamics in iPS cells, indicating that telomere has been 
lengthen or well maintained during reprograming process. The telomeres of some iPS cell strains became 
shorter as passages increased without differentiation induction, and those strains showed chromosomal 
abnormalities. The data suggested that telomere shortening could be a novel marker of iPS cell quality.

研究分野： 分子病理学
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１．研究開始当初の背景 
染色体末端のテロメア構造は真核生物に普
遍的に存在し、染色体融合を防いで染色体を
維持する。一方、テロメア短縮による細胞老
化（細胞増殖停止）は、個体老化にも重要な
要因であると考えられているが、未解明の点
が多く残されている。 
 私達はサザンブロット法によりヒト臓器
別のテロメア長（世界的にも過半数を占め
る）を報告してきた（連携研究者：田久保・
仲村）。広範な解析から、個体差の大きいテ
ロメア長が細胞・組織特異的に調節されるこ
と（引用文献 1、Takubo et al., 2002）、また
Post-mitotic 細胞（大脳灰白質）解析から生
来のテロメア長と癌死に反相関を見出し、長
いテロメアが長寿命と相関することを世界
で初めて報告して注目された（引用文献 2、
Nakamura et al., 2007）。最近ヒトでは下垂
体テロメアが最も長いことを証明し、テロメ
ア長解析の普遍的有効性を報告した（引用文
献 3、Ishikawa et al., 2011）。 
 ペプチド核酸（ peptide nucleic acid ） を
プローブに用いた quantitative fluorescence 
in situ hybridization (Q-FISH)法は、カナダ
BC Cancer Center のLansdorp らが開発し
た。定量性に優れた手法として世界水準の論
文で採用されているが、疾患に用いた報告は
少なく、技術習熟したラボも限られている。
私達はその精度において世界レベルに達し
ている日本では唯一のラボである（連携研究
者：田久保・仲村）。最近、私達は本手法に
よりヒト正常線維芽細胞の染色体別テロメ
ア長を解析し、株特異的テロメア短縮と染色
体融合の関連を解明した（引用文献 4、
Takubo et al. 2010）。 
 ウェルナー症候群（WS）は成熟後発症す
る典型的早老症として加齢研究の鍵を握る
と注目され研究されて来た。責任遺伝子
WRN 遺伝子はテロメア維持に重要な働き
をすることが報告されて来たが、WS 患者組
織の in vivo テロメア長解析の報告はなか
った。私達は、最近英文誌に、WS 患者皮膚
のテロメア長はコントロール群に比べ短く、
約 20 年 短 縮 が 亢 進 し て い る こ と 、
post-mitotic 細胞からなる骨格筋において
も、個体差が見られるものの患者群で有意に
短縮していることを報告した（引用文献 5、
Ishikawa et al., 2011）。WS は日本人に特異
的に多く発症することからも、本症の病態の
解明と治療法の確立は日本人研究者の重要
課題である 
 
２．研究の目的 
テロメア短縮とテロメア機能不全（染色体癒
合や欠失頻度亢進）の関連が知られている。
私達は個体間および細胞株間で両者の関係
性の差の大きいことを明らかにしてきたが、
それらが生じる機序の詳細は殆ど不明であ
る。テロメア維持に関与する遺伝子(hTERT, 
WRN)の導入・欠失によるテロメア動態変化

とテロメア機能不全の変動との相関を多種
類の培養細胞を対象とした分子レベル（染色
体長短腕毎）でのテロメア長の詳細解析を通
して、テロメア構造が破綻し機能不全に陥る
原因（細胞老化や癌化に繋がる）を解明し、
不全状態を未然に回避する手掛かりを探る。 
 
３．研究の方法 
1) 正常ヒト線維芽細胞株およびウェルナー
患者由来線維芽細胞株を細胞老化に至るま
で継代培養する。経時的にサンプリングし、
サザンブロット法で terminal restriction 
fragment (TRF) 長、および  metaphase 
spread からQ-FISH 法でテロメア長を求め
る。両者の値から、サブテロメア長と染色体
別テロメア長を求める。また、染色体核型解
析（染色体癒合：Telomere association: TAS）
も合わせて行う。テロメア動態を示す諸因子
と染色体不安定現象（特に TAS）出現頻度や
細胞周期変化との相関について統計学的解
析を行う。 
2) hTERT 遺伝子導入細胞について同様の
解析を行う。（不死化細胞株では元株と導入
初期、安定期を比較） 
3)他の正常細胞株およびウェルナー患者由来
線維芽細胞株への遺伝子導入実験を試みる。 
4)当初の方法に加え、（研究協力者豊田雅士博
士らにより作製された）山中４因子（遺伝子）
導入によりリプログラムされた iPS 細胞（ヒ
ト線維芽細胞株および羊膜細胞由来）のテロ
メア長・染色体特異性等について、測定・検
討した。 
 
４．研究成果 
1) 本研究に関連する（テロメア長調節に関
する）論文作成（自著総説および共同研究者
論文の添削、査読者対する応答等）に多くの
時間を費やした。その結果、国際紙に英文原
著 14 報、英文総説１報が採択された（業績
参照）。Corresponding author として 4報。 
２）これまでの私達の実験系の検討、および
最近のテロメア学における国際共同研究等
から、テロメア長の定量解析には正確なコン
トロール（確定した target sequence）が重
要であると指摘されている。私達はシークエ
ンスの明確であるテロメア配列をプラスミ
ッドに導入し、Q-FISH 法によりテロメア長定
量解析の予備実験を行った。テロメア光度の
出現パターンは確認できたが、正確な検量線
（検量方法）を確立するには至っていない。
（実験継続中である） 
3) WS 患者由来の線維芽細胞株（WRN 欠失細
胞）において、これまでの私達の予備的実験
により推測されている事象；（作業仮説 c）供
与者年齢補正後の正常線維芽細胞との比較
で WS 線維芽細胞の分裂能が低いこと（最大
PDL が正常株より小さい）を解析株数を増や
して（最終 PDL まで培養し）明らかにした。 
4)（研究協力者豊田雅士博士らにより）山中
４因子（遺伝子）導入によりヒト線維芽細胞



から iPS 細胞株の樹立が試みられたが、現在
のところ樹立株は得られていない。細胞老化
に近いパッセイジを用いたためリプログラ
ム効率が悪かった可能性が考えられた。現在、
より継代数の若い細胞を用いた実験を計画
している。また、京都大学 CiRA から TIG 由
来 iPS 細胞株を入手して、親株とのテロメア
長変異を解析中。 
5）共同研究により、メダカのテロメアが発
生成長期に『振動しながら』短縮したのち伸
長する動態を発表した。テロメア長を検知し
て恒常性を維持する機構を示唆する現象と
して重要な知見と考える（業績文献）。 
6）当研究課題期間中に纏められの研究から、
細胞系列特異的増殖動態を判断する指標と
してテロメア短縮が重要であることが示唆
された。 
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