
 

研 究 報 告 書 

「染色体異常症候群における合併症の発症メカニズムの解明」 

研究タイプ：通常型 

研究期間： 平成 22 年 10 月～平成 26 年 3 月 
研 究 者： 北畠 康司 

  

１． 研究のねらい 

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%が一過性骨髄異常増殖症（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の

みが産生されていることが分かる。興味深いことに短縮型 GATA-1 が産生されない欠失型変

異やC末端での変異などの症例は報告されていない。またその一方でGATA-1変異を遺伝的

に有する家系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、GATA-1 短縮型変異の両者が必須と考えられている。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、その発症メカニズムはまだよく

分かっていない。 

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。そこで本研究では、ダウン症患者由来の疾患特異的ヒト iPS 細

胞の作成・分化誘導技術と、人工ヌクレアーゼ、とくに TALE Nuclease を用いた遺伝子／染色

体改変技術を組み合わせることによって、21 番染色体核型と GATA-1 変異を再現した病態モ

デルの確立を行う。さらにそれらの iPS 細胞における造血能を調べることによって、TAM 発症

における GATA-1 と 21 番染色体の役割を明らかにすることを目指す。 

  

２． 研究成果 

（１）概要 

 TAM の発症メカニズムを詳細に解析するため、GATA-1 変異型（full length／short form／

null の 3 種類）と 21 番染色体の核型（ディプロイド/トリソミーの 2 種類）の各組み合わせによ

る 6 種類の iPS 細胞モデルの確立を行った。まず健常児ならびに TAM を発症したダウン症患

児の血液検体をもとに疾患特異的ヒト iPS細胞を樹立し、つづいて TALE Nuclease をもちいた

遺伝子改変技術を組み合わせることで GATA-1 の欠失変異導入を行った。さらに染色体除

去カセットをもちいたアレル特異的染色体除去技術を確立することにより、すべての iPS 細胞

モデルを確立することができた。 

次に、これら 6 種類の iPS 細胞を造血分化誘導することにより、ふたつの因子が造血にど

のような影響をおよぼすのかについて解析を行った。胚様体形成（embryoid body; EB）をもち

いた解析により、21 トリソミーiPS 細胞では赤芽球系・巨核芽球系・骨髄球系いずれの系列に

ついても細胞数の増加が認められ、21 トリソミーそのものに造血亢進作用があることが分か
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った。つづいてマウス骨髄間質細胞をもちいたフィーダー細胞との共培養系をもちいること

で、欠失型変異をもつ GATA-1 では赤芽球・巨核芽球ともに形成されず、GATA-1がこれらの

細胞系列の分化成熟に重要であることが確認された。そして TAM の成立に重要な役割を果

たすと考えられる short form については、巨核芽球の細胞数は GATA-1 full length と同じで

あるにもかかわらず、その多くが CD34 陽性細胞であることが分かった。すなわち GATA-1 

short form が null と異なる作用は、巨核芽球系の分化を途中で停止させ、結果として幼弱な

細胞の増殖を引き起こすことである。 

白血病の発症には細胞の増殖亢進と、分化の停止のふたつが必要とされることから、TAM

は「トリソミーによる造血亢進作用」と「GATA-1 short form による血球分化の途中停止」のふ

たつの作用によって引き起こされることが示唆された。 

 

（２）詳細 

2-１. TAM の病態解析を可能にする実験モデルの確立 

 TAM は 21 番トリソミーと GATA-1 変異の相互作用によって発症するが、GATA-1 欠失変異

では発症しないことから short form の存在が重要であることが分かる。この GATA-1 変異と

21 番染色体異常の両者がどのような相互作用を起こして病態を引き起こすのかについて詳

細に調べるため、細胞を GATA-1 変異型（full length／short form／null）と 21 番染色体の核

型（ディプロイド／トリソミー）により分類し、以下の 6 通りの iPS 細胞クローンの樹立を目指し

た。 

２１番染色体 ＧＡＴＡ－１ 

核型 正常型 (full length) 短縮型（short form） 欠失型（null） 

ディプロイド A 群 B 群 C 群 

トリソミー D 群 E 群 F 群 

 

まず健常児の臍帯血に対し山中 4 因子を載せた持続発現型センダイウイルス（産業技術

総合研究所；中西真人先生からの供与）を感染させ、iPS 細胞 A 群を得た。つぎに TAM を発

症したダウン症患児の末梢血（芽球比率 65％）に対し、同様にセンダイウイルスによる遺伝

子導入を行い、GATA-1 変異なし／ありの 2 種類のヒト iPS 細胞（D 群 / E 群）を得た。同一

血液サンプルから同時に 2 種類の iPS クローンを得ることができたため、別のサンプルから、

あるいは別の機会に作成された iPS 同士を比較する場合と比較して、より二次的な影響を排

除して造血能の機能解析を行うことができると期待される。 

C, F 群の GATA-1 欠失型変異をもつ iPS 細胞を作成するためには遺伝子組み換え技術が

必要であるが、一般的にヒト iPS/ES 細胞はマウス ES 細胞などと比べて組換え頻度が低く、

遺伝子組み換えは容易でない。そこでヒト iPS 細胞への遺伝子組み換えを可能にする技術の

確立を行った。当初は Zinc Finger Nuclease の作成を行ったが、より合成が容易な TALE 

Nuclease （TALEN）の発明にともない、この TALEN のプロモーター部位・FokI nuclease ドメイ

ンなどを改良しヒト iPS 細胞へ応用するための最適化を行った。確立したこの TALEN 技術を

もちいて A, D 群 iPS 細胞に対して GATA-1 ターゲティングを行い、それぞれ C, F 群 iPS 細胞

を作成することに成功した。 
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B 群に関しては、まず健常児 iPS 細胞への GATA-1 変異導入を目指したが、薬剤選択マー

カーの挿入なしに遺伝子改変を行い N 末端のみを欠失したクローンを得るのはヒト iPS 細胞

ではきわめて困難のため、発想を転換し TAM 患者から得た E 群 iPS 細胞に対して、21 番染

色体の 3本のアレルのひとつに欠失誘導を行うことで、B 群の iPS 細胞樹立を行うこととした。

Matsunuma らがマウス ES 細胞で

報告した方法（2006 Nat. Methods）

を応用し、逆向きの loxP 配列にあ

いだに PuroΔTK-pA 配列を挟み

込んだ‘染色体除去カセット’を、

TALEN を用いて 21 番染色体アレ

ルのひとつに挿入し、そこに Cre リ

コンビナーゼを作用させることによ

り目的のアレルを除去することが

可能となった（図 1）。これにより、

上述した6種類のiPS細胞ラインを

確立することができた。 

 

2-2. TAM-iPS 細胞の血球分化誘導による病態解析 

 得られたヒト iPS 細胞の各ラインを、胚様体（Embryoid Body; EB）を介した血球分化誘導を

行うことにより、GATA-1 変異とトリソミーの作用について解析を行った。まず GATA-1 変異を

もたない A 群・D 群を比較することにより、21 トリソミーが造血作用に及ぼす影響について検

討を行った。その結果、ダウン症患者（TAM 発症なし）の iPS 細胞から作成した 12 日目の EB

では、健常児からのものに比較して、KDR+CD31+陽性細胞（hemogenic endothelial cell）、汎

血球マーカーである CD45 陽性細胞の増殖が認められ、さらに CD235（赤芽球系）、CD33（骨

髄球系）、CD41（巨核芽球系）などの各マーカー陽性細胞の数も有意に増殖が認められた。

このことは 21 トリソミーそのものが血球増殖を亢進していることを示しており、ダウン症新生

児で多血症が多く見られるという臨床症状とも合致している。 

 次に D, E, F 群を用いて血球分化誘導を行うことにより、21 トリソミーを有した状態での

GATA-1 変異の作用について解析を行った。その結果、GATA-1 short form および null を有

する E, F 群では、CD235 陽性細胞がほとんど形成されず、GATA-1 が赤芽球系列の分化制

御において重要な転写因子であるというマウスでの知見を支持する結果が得られたととも

に、GATA-1 short form が赤芽球形成には機能を果たさないことが分かった。さらにマウス骨

髄間質細胞／胎児肝細胞などをフィーダー細胞とする共培養系をもちいて巨核芽球系の分

化をしらべたところ、GATA-1 null 変異をもつ F 群では CD41 陽性細胞がほとんど形成されな

い一方で、short form を形成する E 群では正常 GATA-1 をもつ D 群とほぼ変わらない細胞数

が得られた。しかしながら E 群で誘導されるこの CD41 陽性細胞についてさらに解析を進めて

みると、その多くが CD41＋CD34＋の幼弱な細胞であることが判明した。すなわち

GATA-1short form は血球分化誘導をある段階まで進めるが最終分化には到達しないという

特性をもつことが判明した。まだ予備的データの段階であるが、21 トリソミーを持たない B 群

ではこの幼弱細胞の増殖は認められず、TAM は 21 トリソミーによる血球増殖亢進作用と

図 1.トリソミーからのアレル特異的染色体除去。 
逆向きの loxP 配列をもつ染色体除去カセットをアレルの１つに挿入

する。分裂期に Cre が働くと姉妹染色体間で組換えが起こり、セントロ
メアを 2 つもつ染色体ともたない染色体に分かれる。これらの異常染
色体は次世代に受け継がれず染色体消失が起こる。 
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GATA-1 短縮型による分化誘導の途中停止が原因となって発症すると考えられた。 

一般的に白血病の発症には細胞の増殖亢進と、正常な細胞分化の阻害のふたつが必要

とされる。上記のことから TAM は「トリソミーによる造血亢進作用」と「GATA-1 short form によ

る血球分化の途中停止」のふたつの作用によって引き起こされることが示唆された。 

３． 今後の展開 

本研究により得られた結果は、21 トリソミーと単一遺伝子の変異が、（単純な相加作用でな

く）相乗作用によって重大な病態をもたらすことを示している。巨核芽球系以外の系列にも異

常が認められるという予備データも得られており、今後より深く解析を加えていきたい。 

また部分トリソミー患者の遺伝子型－表現型解析により、Runx1-Ets2 にはさまれた約 5Mb

の領域が TAM/AMKL 発症に深く関与するという報告がなされている。私はこの領域を部分的

に 1 アレル分のみ欠失した‘部分ディプロイド化 21 トリソミー特異的ヒト iPS 細胞’の作成に成

功した。つぎはこの細胞を用いて病態責任領域の同定を行いたいと考えている。 

また TAM の重要な臨床的特徴として、多くが 1 ヶ月以内に自然寛解し、その 2 割が数年以

内に急性巨核芽球性白血病（AMKL）として発症することが挙げられる。このメカニズムを明ら

かにするために、本研究で得られた iPS 細胞を用いてテラトーマを介した骨髄造血環境の再

現を行うとともに、コヒーシンや CTCF など AMKL 発症に重要と考えられる遺伝子に変異を導

入し、白血病発症のメカニズムを明らかにしていきたい。 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

さきがけに採択していただいてからの 3 年間あまり、疾患の再現のみで終わらず新たな知

見を得られるよう、常に自分に言い聞かせて研究を続けてきた。理想的な患者検体とiPS樹立

技術を得ることができ、また当初は予想しなかった遺伝子改変技術の発達という幸運に恵ま

れたおかげで、TAM のメカニズムに詳細な解析を加えることができた。さらにトリソミーがゲノ

ム不安定性をもたらすというデータが加わりつつあることから、申請時に提案した事項につい

てはいずれもなんらかの答えを出すことができたのではないかと考えている。またトリソミーの

特異性、細胞に与える影響などについてもデータが集まるにつれ、予想外の発展を見せつつ

あり、今後さまざまな切り口で研究を重ねることができると感じている。研究期間中に論文発

表することができなかったことが重大な反省点であるが、早急に結果をまとめて論文報告する

とともに、さきがけ研究期間の終了後もより活発に研究を続け、臨床現場に根ざした基礎研究

を進めることが、未熟で何も知らなかった自分にこのような切磋琢磨する場と機会を与えてく

ださったみなさまの期待に応えることのできる唯一の方法と考えている。 

 

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での

評価フィードバックを踏まえつつ、以下の通り、事後評価を行った）。 

iPS を扱うのは初めて、また小児科という激務を伴う部門に在籍することから、研究が計画

通り進展するかどうか心配したが、完全に杞憂であった。問題をすぐに克服して、ダウン症、及

び TAM 患者からの iPS 作製を行い、更に最新のタレン法を用いて遺伝子改変を進めた能力
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は高く評価する。また、結果を注意深く検討し新しい問題を発掘するという、研究上の好サイク

ルも回り始めている。ただ、出来れば高いインパクトのある論文として発表したいという強い希

望があり、また研究の進展する中で新たな重要な課題の研究も開始しており、３年の期間内

では論文は発表できないことは仕方が無いと了承している。さきがけ終了後も、着実に研究を

進め、論文発表にこぎ着けて欲しいと考えている。 
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