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研究成果の概要（和文）：ダウン症新生児の約10%が一過性骨髄増殖症（TAM）とよばれる前白血病状態を呈す
る。GATA-1の遺伝子突然変異がほぼ全例で認められ、21番染色体のトリソミーと、（short form産生型の）
GATA-1突然変異の両者の存在が必要と考えられている。そこで本研究では、疾患特異的ヒトiPS細胞の作成・分
化誘導技術と遺伝子改変技術を組み合わせ、GATA-1と21番染色体の形態によりGATA-1の遺伝子型の3タイプ
（null / short form / full length）×21番染色体の核型2種類（ディプロイド / トリソミー）に基づいて6種
類のiPS細胞ラインの樹立を行うことができた。

研究成果の概要（英文）：Children with Down syndrome (DS) are predisposed to developing transient 
myeloproliferative disorder (TMD) which are supposed to be caused by constitutive trisomy 21 and 
acquired mutations in X-linked GATA1 gene. These mutations lead to production of a variant GATA1 
protein that is truncated at its N terminus. To clarify each pathogenic role of trisomy 21 and GATA1
 short form in TMD, we aimed to generate precise disease model.
We created human induced pluripotent stem cells (iPSCs) from mononuclear cells of a male TMD neonate
 with somatic hemizygous mutation in GATA1 as well as iPSCs of the same patient without the 
mutation. Using TALE nucleases (TALENs), we obtained various iPSC lines with normal GATA1, GATA1 
short and GATA1-null from Trisomy 21 and normal karyotype male. Our experimental model using human 
disease specific iPSCs and gene targeting system will be a powerful tool in studying the several 
congenital disease pathogenesis in pediatric research field.

研究分野：幹細胞研究
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１．研究開始当初の背景 
 ダウン症候群は 700人に 1人という高い頻
度で発症し、多彩な合併症を呈する。とくに
白血病のリスクが高く、ダウン症新生児の約
10% が 一 過 性 骨 髄 増 殖 症 （ transient 
abnormal myelopoiesis；TAM）とよばれる
前白血病状態を呈する。TAM 患者の血液中
の芽球について調べてみると、X染色体上に
コードされるGATA-1の遺伝子突然変異がほ
ぼ全例で認められるが、ほとんどの変異が
exon2 の開始コドンのすぐ下流に起こり、N
末領域が失われた短縮型（GATA-1 short 
form）のみが産生されていることが分かる。
興味深いことに GATA-1 short form が産生
されない null 変異や C 末端での変異などの
症例は報告されておらず、TAM における
GATA-1 short formの特殊な役割が示唆され
る。その一方で GATA-1変異を遺伝的に有す
る家系（X連鎖性血小板減少症；トリソミー
ではない）では血球の異常増殖はほとんど認
められないことから、TAMの発症には 21番
染色体のトリソミーと、（short form 産生型
の）GATA-1突然変異の両者の存在が必要と
考えられている。単一遺伝子変異と染色体異
常が協調して引き起こすこの特異な病態を
明らかにするためには実験モデル系の構築
が必要であるが、これまでヒトトリソミーと
GATA-1変異を正確に表す細胞・動物モデル
がなかったため、TAM の発症メカニズムは
まだよく分かっていない。 
 
２．研究の目的 
ヒト人工多能性幹細胞（iPS 細胞）の発見
により、ヒト 21 トリソミーを再現できる細
胞モデルを構築することが可能となった。当
研究室ではこれまで、末梢血および臍帯血を
もとに健常児・ダウン症患者（TAM 発症な
し）・ダウン症患者（TAM発症あり）の 3種
類の疾患特異的ヒト iPS細胞を樹立し、それ
らの血球分化誘導能について解析を行って
きた。その結果、 
 ダウン症患者（TAM 発症なし）の iPS
細胞では、健常児からのものに比較して、
血球の増殖と分化誘導の亢進がみられ
る。 

 ダウン症患者（TAM 発症あり）の iPS
細胞では、ダウン症患者（TAM 発症な
し）のものと比較して、赤芽球系への分
化が強く阻害されている 

ということが分かってきた。 
これらの成果により TAM の病態の一端は
明らかにすることができたと思われる。しか
しながら GATA-1 の遺伝子型（null / short 
form / full lengthの 3タイプ）および 21番
染色体の核型（ディプロイド / トリソミーの
2 タイプ）に基づいて考えるならば、上記の
解析では、6種類の組み合わせのうち 3つの
タイプを調べたにすぎず、GATA-1 short 
formと 21トリソミーの作用を明確にしたと
は言えない。したがって TAM の発症機序を

知るためには、GATA-1 遺伝子型と 21 番染
色体核型を明確に区別できるような実験系
の構築が不可欠と思われた。 
そこで本研究では、疾患特異的ヒト iPS細
胞の作成・分化誘導技術と遺伝子改変技術を
組み合わせ、21 番染色体核型と GATA-1 変
異の各組み合わせを再現した病態モデルの
確立を目指した。そのためにまず GATA-1と
21 番染色体の形態により GATA-1 の遺伝子
型の 3タイプ（null / short form / full length）
×21番染色体の核型 2種類（ディプロイド / 
トリソミー）に基づいて 6種類の iPS細胞ラ
インの樹立を目指した。 
 
３．研究の方法 
上述の細胞モデルを樹立するためには iPS
細胞への遺伝子改変操作が必須であるが、ヒ
ト iPS細胞はマウスの細胞と異なり相同組換
えの頻度が極めて低く、従来マウス ES細胞
において用いられてきた遺伝子改変操作で
は作成は期待できない。 
近年、さまざまな生物・細胞種における遺
伝子改変を可能にする技術として TALENな
どのゲノム編集技術が開発され注目を集め
ている。当研究室は以前より Zinc Finger 
Nuclease などの人工ヌクレアーゼの開発に
取り組んできており、TALEN についても早
期からその導入・改変を進めてきた。TALEN
は、植物病原菌が感染時に注入するタンパク
（TALE）由来の‘DNA 結合ドメイン’に、制
限酵素 FokI 由来の‘DNA 切断ドメイン’をつ
なげたキメラタンパクである。標的部位に結
合する TALEN を作成し、ドナーDNA とともに
細胞内に導入することで、ゲノム上の任意の
場所に効率的に遺伝子組換えを誘導するこ
とが可能となる（図 1）。 

 
そこでこの TALENをもちいて、目的の遺伝
子改変を行った。 
 

図 1.  TALEN による遺伝子改変。標的配列に結合した
TALEN が二量体を形成すると DNA二本鎖切断を引き
起こし、塩基の欠失（左）あるいは相同組換えによる
外来遺伝子の挿入（右）が高率に起こる。 



４．研究成果 
まず既に樹立済みの「21番ディプロイド・

GATA-1 full length」「  21 番トリソミー・
GATA-1 full length 」 を も と に 、
homology-directed repair (HDR)による GATA-1
への欠失変異の導入を行うため、【human 
EF1a プロモーター  + 薬剤選択マーカー
（puromycin）+ polyA】からなるドナーDNA
を作成した（図 2）。 
 

 
GATA-1の開始コドン近傍（第 2エクソン）
を標的とする TALEN を合成し、このドナー
DNAとともに遺伝子導入を行った。 

Puromycin によるポジティブセレクション
によりクローン選択を行い、得られたクロー
ンについて、PCRおよびサザンハイブリダイ
ゼーションにより遺伝子改変を確認したと
ころ、目的のクローンを得ることができた
（図 3）。 
 
 
 

 
 
次に「21 番ディプロイド・GATA-1 short 

form」の樹立を目指した。 
GATA-1 short formは、（第 2エクソンにあ
る）本来の 1st ATGの直後に変異が入り、早
期の停止コドンの発生と（第 3エクソンにあ
る）2番目の ATGからの発現開始が起こるこ
とであり、N末端を欠失した短縮型のタンパ
クが作られる状態である。すなわち第 3エク
ソン以降の‘短縮型タンパク’の発現が必要で
あるため、その前の部分に「停止コドン
+polyA」をもつような配列を入れることがで
きない。つまりこれまでのように HDR によ
る薬剤選択マーカーの挿入とポジティブセ
レクションによる方法は採れない。そのため
健常児由来 iPS細胞をもとに non-homologous 
end-joining （NHEJ）によって GATA-1の 1st 
ATG直後への変異導入を目指した（図 4）。 

 
まず通常の TALEN をもちいて試してみた
が、遺伝子組換え効率があまり高くないため
目的のクローンを得ることができなかった。
次 に single-stranded DNA oligonucleotides 
(ssODN)と呼ばれる方法をもちいてみたが、
数百個以上のクローンピックアップにても
やはり目的のクローンは得られなかった 
 その後、Platinum TALENというさらに切断
効率の高いTALENをもちいることによって、
ようやく17bpの欠失を伴ったNHEJの起こっ
たクローンを得ることに成功した（図 5）。 

 

図 2. HDR による GATA1欠失変異の導入のシェーマ 
（上）通常の GATA1遺伝子 
（中）puromycin 耐性遺伝子と 800bp の相同配列を組
み込んだターゲティングベクター 
（下）ターゲティングが行われたGATA1遺伝子 
エクソン（黒四角), 制限酵素 (S, SpeI; H, HincII; and P, 
PvuII), TALEN 標的位置 (白い矢印), Southern blot プ
ローブ (灰色の棒印)  

図 3. 遺伝子改変を行った iPS 細胞の Southern blot 解
析 
改変前；Di21-／Tri21-GATA1wt 
改変後；Di21-／Tri21-GATA1KO 
（上段） probe 1 （下段）probe 2 
想定される PCR フラグメントサイズ； 
Probe 1 (SpeI/HincII 切断) wild-type allele, 4.9 kb; 
targeted allele, 3.3 kb.  
Probe 2 (PvuII digest) wild-type allele, no band; targeted 
allele, 3.59 kb; random integration, 2.6 kb.  

図 4. NHEJ による GATA1変異導入のシェーマ 
エクソン（黒四角), 制限酵素（BamH1）, TALEN 標的
位置 (白い矢印), PCR プライマーの位置 



 
 
 得られた iPS細胞について、実際に目的の
GATA1 が発現しているかどうかを確認する
必要がある。そこで iPS細胞を造血系へと分
化誘導を行った。8 日目の胚様体からフロー
サイトメトリーによってCD34＋CD38＋細胞
を選択し、それらから mRNA を精製した。
RT-PCR によって変異部位の増幅を行ったと
ころ、いずれも想定通りの GATA1 が発現し
ており目的の細胞ラインを得ることができ
た（図 6）。 
 

 このように本研究課題においては、目的と
する細胞ラインをすべて予定通り作成する
ことができ、さらに造血分化による病態メカ
ニズム解析に進むことが可能となった。 
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図 4. GATA!発現の確認 
（上） GATA1 および b-actin (ACTB) mRNA におけ
るGATA1の RT-PCR の電気泳動の図。 
想定される断片サイズ: Di21-／Tri21-GATA1wt, 
359/120 bp; Di21-／Tri21-GATA1KO, バンドなし; 
Di21-GATA1s (17bp 欠失), 342/120 bp; 
Tri21-GATA1s (16bp 重複), 375/120 bp.  
（下）各ｍRNAと PCR プライマーの位置のシェーマ 

図 5. NHEJ によって得られた Di21-GATA1siPS 細胞の
GATA1座位における PCR解析 
（上段）Di21-GATA1siPS 細胞の GATA1座位の塩基
愛列。17塩基の欠失が起っている 
（下案）PCRによる解析。想定される PCR断片長: 
Di21-GATA1wt (BamHI-) 1,231 bp, (BamHI+) 
560/513/158 bp; Di21-GATA1s (+BamHI) 1,073 
(+indel)/158 bp. A 17-bp deletion by NHEJ resulted in 
production of 1,056/158 bp. 
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