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緒緒  言言  

 
超高齢社会を迎え健康長寿の実現が喫緊の課題とされる我が国で、老化メカニズムの解明とその制御はブレイク   
スルーをもたらしうる。近年、基礎老化研究は、細胞や線虫・マウスなどの動物モデルを対象に国内外で盛んに行われ

てきた。しかし、ヒトとは生理学的・解剖学的な差異が大きく、寿命も異なるため、老化研究の生物学的知見を既存の

モデル動物から「人間へと応用」できた事例はほとんどない。 
ヒトには、遺伝的早老症と呼ばれる疾患群があり、白髪・脱毛や白内障、皮膚の萎縮など、各種の老化症候が暦年齢

に比べて早発し促進されることが知られている。中でも常染色体劣性遺伝の Werner 症候群（以下、WS と略）は、    
成人期に老化が促進される accelerated aging syndromeの代表であり、糖尿病や動脈硬化、骨髄異形成症候群など、
一般集団でも加齢とともに好発する疾病を早期から高頻度に合併する［1］。したがって、WSの病態解明は、この難病
に革新的治療法をもたらすのみならず、ヒト老化機序全般の理解や介入手法開発に大きな手掛かりを与えると       
期待されている。本疾患は、RecQ型 DNAヘリケースWRNの遺伝子変異を原因とすることが示されているものの、
そのノックアウトマウスは何ら早老形質を示さない（no phenotype）ため、齧歯類をはじめ病態解明研究に用いること
のできる動物モデルが存在しない。ちなみに、ノックアウトマウスが phenotype を示す早老症としては Hutchinson-
Gilford Progeria 症候群が知られているが、小児期に発症するいわば発育障害（premature aging）であり、また、       
細胞障害性タンパク産物progerinの発現による細胞障害を原因とするため、一般の “老化” への応用が困難である。 

WS は常染色体劣性遺伝による希少難病であり、世界の症例の 6 割以上を日本人が占めるという特徴を持つ。     
我々は、日本国内に多いWS患者を苦しみから解放し、その研究から得られる新たな知見を世界へ発信すべくこれまで
取り組んできた。2009 年から厚生労働省難治性疾患克服研究事業（現政策研究事業）により WS の全国疫学調査を   
実施、25 年ぶりの診断基準改訂と世界初の診療ガイドライン策定を行なった［2］。この過程で WS 患者家族会を       
組織し、 2014 年に同疾患の難病指定を実現した。2015 年からは AMED 難治性疾患実用化研究事業により WS の   
疾患レジストリーを構築、自然歴の調査や新規薬剤候補を用いた臨床試験にも着手している。 
一方、前述のように原因遺伝子WRNのノックアウトマウスが早老を示さないため、WSには未だ好適なモデル動物
がなく、病態解明の大きな妨げとなっている。原因機序解明の一助として、AMED 再生医療実現拠点ネットワーク    
プログラムの支援により、WS から採取した末梢血幹細胞へセンダイウイルスを用いた疾患 iPS 細胞を樹立、細胞     
レベルでのメカニズム解明研究が開始されたが、“個体” レベルでの病態解明の手掛かりにはならない［3，4］。        
すなわち、早老症研究には、好適な動物（個体）モデルの存在しないことが最大の弱点として残されている。           
そのような中、近年のゲノム編集技術を用い、非ヒト霊長類コモンマーモセット（以下、マーモセットと略）の遺伝子

を改変してノックアウトモデルを作製することが日本国内で可能となった［5］。 
そこで我々は、WRN遺伝子を欠損した老化促進マーモセットモデルを世界に先駆けて開発し、その形質と分子病態
を解明、究極的には我が国が世界をリードする早老症の臨床研究の知見と融合、ヒトの老化や加齢関連疾患の機序解明

と新規治療法開発につながる知見を得ることを目的に本研究を計画した。 
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方方  法法  

 
11．． ヒヒトト／／ママーーモモセセッットト共共通通配配列列をを標標的的ととししたたWWRRNN  TTAALLEENNのの設設計計  
ヒトと 88.6％の相同性を有するマーモセットWRN遺伝子をノックアウトするため、Exon 1～3の間でTALENの
設計を試みた。実験上、ヒト細胞での評価を可能にするため、ヒトとマーモセットに共通する配列上で検討し、これら

の基準を満たすTALENとして、Exon 2に2セット（Ex2A、Ex2B）とExon 3に2セット（Ex3A、Ex3B）を設計
した。  
22．． WWRRNN  TTAALLEENNのの活活性性のの検検証証  
構築したWRN TALENsを（Ex2A、Ex2B、Ex3A、Ex3Bの計4種）HEK293T細胞にトランスフェクションし、

48時間後に回収ののち、GeneArt Genomic Cleavage Detection Kitを用いてWRN遺伝子の変異解析を行った。 
33．．ママーーモモセセッットト受受精精卵卵へへののTTAALLEENN  mmRRNNAA注注入入とと割割球球ににおおけけるるゲゲノノムム解解析析  

In vitroで活性を認めた TALEN mRNAを選択してマーモセットの受精卵へ注入、培養ののち、8細胞期に割球を 
分離した。これらの各割球を対象に、Surveyorアッセイおよび sequence解析を用いてゲノム解析を実施した。 
44．．移移植植へへ向向けけたたゲゲノノムム編編集集受受精精卵卵のの作作製製とと仮仮親親ママーーモモセセッットトのの準準備備  
活性を確認したTALEN mRNAを用いて移植用の受精卵にゲノム編集とともに移植対象となる仮親マーモセットの
準備を行う。 
 

結結  果果  

  

11．． ヒヒトト／／ママーーモモセセッットト共共通通配配列列をを標標的的ととししたたWWRRNN  TTAALLEENNのの設設計計  
マーモセット WRN 遺伝子のノックアウトを目的として、Exon 1～3 の範囲に対象を定め、また、in vitro での       
実験上、ヒト細胞を用いたでの評価を可能にするため、ヒトとマーモセットに共通する配列上で検討を行なった。     
これらの条件を満たすTALENとして、Exon 2に 2セット（Ex2A、Ex2B）とExon 3に 2セット（Ex3A、Ex3B）
を設計した。図1にヒトとマーモセットのWRN遺伝子のalignmentとTALENの標的配列を示す。 

 
図1．ヒトおよびマーモセットのWRN遺伝子のalignmentと設計したTALENの標的配列 

 
22．． WWRRNN  TTAALLEENNのの活活性性のの検検証証  
構築した WRN TALENs を HEK293T 細胞にトランスフェクションし、48 時間後に回収して WRN 遺伝子に      
おける変異解析を行ったところ、Ex2A、Ex3A TALENを用いた細胞で明確な切断バンドが確認され、これら 2種類
のTALENが高活性を示すと考えられた（図2）。 
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図2．ヒト培養細胞を用いたWRN TALENの活性検証 

  
33．．ママーーモモセセッットト受受精精卵卵へへののTTAALLEENN  mmRRNNAA注注入入とと割割球球ににおおけけるるゲゲノノムム解解析析  

In vitro で活性を認めた Ex2A ならびに Ex3A TALEN mRNA をマーモセットの受精卵へ注入し、培養ののち、     
8細胞期において割球を分離した。これら各割球に対して、Surveyorアッセイおよび sequence解析によりゲノム解析
を実施した結果、Ex2A を用いた場合に、いずれの割球でも、前述の in vitro 解析と同様 WRN 遺伝子の編集が         
確認された。すなわち、WRN Exon2に対するTALENを用いることで、高効率・低毒性のゲノム編集ツールの開発を
完了できたと考えられる（図3）。 

 

図3．Exon2に対するTALENを用いたマーモセット受精卵の割球におけるゲノムに編集の確認 
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33．．移移植植へへ向向けけたたゲゲノノムム編編集集受受精精卵卵のの作作製製とと仮仮親親ママーーモモセセッットトのの準準備備  
実験動物中央研究所との連携により、移植用ゲノム編集受精卵の作製と移植対象となる仮親マーモセットの準備を 
進めている。新型コロナウイルス感染症に伴う研究活動の縮小が解除され次第、仮親子宮への胚移植を実施する      
計画である。 
 

考考  察察  

 
今回、我々は、マーモセットのWRN遺伝子を標的としたTALENを設計し、その活性を in vitroおよび in vivoで
検証、マーモセット受精卵へのTALEN mRNA注入と割球におけるゲノム解析を行うとともに、移植へ向けたゲノム
編集受精卵の作製と仮親マーモセットの準備を行った。 
マーモセット WRN 遺伝子のノックアウトを目的として、Exon 2、3 を標的とした TALEN をそれぞれ 2 セット    
ずつ設計し、HEK293T細胞を用いた in vitroの活性スクリーニングを経て、マーモセット受精卵への注入を行った。
その結果、Exon 2 を対象とした TALEN により、8 細胞期の割球すべてで WRN 遺伝子の編集が確認された。          
すなわち、高効率・低毒性のゲノム編集ツールの開発を完了できたと考えられる。新型コロナウイルス感染症の影響に

よる研究遂行の制約が解除され次第、仮親マーモセット子宮への受精卵移植を開始し、個体を得て、その表現型解析を

実施する計画である。 
ヒトの代表的な遺伝的早老症として知られるWSは、RecQ型 DNAヘリケースWRN の遺伝子変異を原因とする 
ことが明らかにされているものの［6］、そのノックアウトがマウスが何ら早老形質を示さないため、齧歯類をはじめ  
病態解明研究に用いることのできる動物モデルが存在しない。WRN 遺伝子変異がマウスで早老を示さない理由     
としては、1．霊長類に比べてマウスのテロメア長が長いこと（テロメア短縮下においてのみ WRN 欠損による異常    
形質が表出する）や 2．マウス組織では他の RecQ ファミリーのヘリケースが WRN の機能を代償する可能性、         
3．ヒトに比べてマウスは短命であるため、早老症候を示す前に死を迎えてしまう可能性などが指摘されている。      
ヒトに近い霊長類モデルでは、これらマウスの不完全性を補うことができ、ヒトの老化促進病態を模した世界初の動物

モデルを創出できる可能性が高い。 
非ヒト霊長類を用いた遺伝子改変モデルとしては、カニクイザルなどの研究が世界的にも進んでいるが、未だWSの
モデルは報告されておらず、また、仮に病態を再現できたとしても、比較的長寿命であるが故に年余の観察を必要と   
することが予想される。一方、マーモセットは性成熟が早く寿命もより短いため、早老症候をより早期に検出すること

ができる。また、遺伝子改変マーモセットモデルは実験動物中央研究所の佐々木らにより世界に先駆けて開発された  
ため［5］、我が国にアドバンテージがあり、共同研究により高い国際競争力をもって研究を推進することが可能である。 

WS は、糖尿病や動脈硬化、骨髄異形成症候群など、一般の集団においても加齢に伴って好発する疾病を早期から   
高頻度に合併する。したがって、WS の病態解明は、この難病に革新的治療法をもたらすのみならず、ヒト老化機序    
全般の理解や介入手法開発に大きな手掛かりを与えると期待される。さらに、早老症に見られる老化徴候は segmental 
agingとも呼ばれ、全身に万遍なく発現するというより、より症状の出やすい臓器がある。WSの場合には、間葉系の
組織に特異的に老化やがん化を呈しやすい。また、WSは患者のほとんどが日本人であるという特徴を有し、臨床診断
や治療に精通した医師・研究者がほぼ日本国内にしか存在しない。したがって、マーモセットモデルが期待通りに     
早老症候を呈した場合、それを鋭敏かつ正確に検出し、ヒト患者の症状と照合して研究を深化させる得るバック      
グラウンドが海外には乏しく、日本が圧倒的なオリジナリティを発揮できる研究課題といえる。 
今後、仮親子宮への受精卵移植を経て、WRNノックアウト個体が得られた暁には、白内障や体毛変化（白化や脱毛）、
皮膚の硬化と萎縮、創傷治癒能低下、サルコペニア、内臓脂肪蓄積、骨塩量低下、インスリン抵抗性と耐糖能障害、      
悪性腫瘍の出現、軟部組織の異所性石灰化、原発性性腺機能低下症などヒトWSに見られる各種早老徴候の発現を検討
する計画である。また、NAD（ニコチナミド・アデニン・ジヌクレオチド）前駆物質や mTOR 阻害薬、senolytics       
（老化抗原除去薬）として知られるBcl-2阻害薬など、抗加齢作用が期待されるものの、ヒトでは直接老化遅延効果の
検証が難しい化合物の寿命延長や早老症候発現遅延効果をマーモセットモデルを用いて解析したい。 
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このように、遺伝子改変霊長類モデルの確立を通じて早老症における老化促進病態を解明し、ひいてはヒトの一般的

老化や加齢に伴い増加する疾患の病態解明と新規治療法開発への応用に結び付けたいと考えている。 
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