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研究要旨 
レット症候群(RTT)は年齢依存的に多彩な症状を呈する特異な発達障害である。RTTの原因遺伝子で
あるメチル化CpG結合タンパク2(MECP2)の基礎研究は進展しているものの、臨床研究は少なく、確
立された治療法や療育法がない。本研究では、患者データーベース（DB）を構築し、基礎研究とあ
わせてトランスレーショナルリサーチを展開し、科学的根拠に基づいた生物マーカーと早期診断法
を確立し、創薬・治療法の開発を目指す。 
 DBの構築は臨床医、臨床遺伝医、基礎研究者、患者代表者などによる研究チームを組織し、患者
登録制によるDBシステムを作った。また、これまでの見直しにより新たに診断基準を作成した。 
 臨床研究では、グレリンの生物学的意義を検証し、有効性が示唆された。また、CDKL5とFOXG1
の臨床遺伝学的意義を評価し、診断基準への適合を検討し、臨床病型と遺伝子異常との異同を明
らかにした。 
 基礎研究では、MECP2のメチル化DNA結合領域（MBD）の点変異の研究より、臨床症状の軽症化に
関与する候補分子の同定を行なった。マウス骨髄移植の技術的確立とMecp2欠損アストロサイトの
生物学的意義を解明した。また、Mecp2欠損マウスの呼吸生理の病態を調べ、治療法開発の足がか
り的研究を行った。IGFBP3の過剰発現が脳にもたらす影響を調べ、シナプスの安定化に関与して
いることを明らかにした。さらに、15q11-13領域のMECP2を介する遺伝子発現制御機構を解明し、
非典型（早期発症てんかん）RTTの原因遺伝子であるCDKL5の発症機序を明らかにした。 
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Ａ．研究目的 
レット症候群(RTT)は乳児期からの姿勢・協調運動異
常、常同運動、自閉性行動障害、てんかんを主徴とし
、呼吸運動異常や心電図異常、側彎症など年齢依存的
に多彩な症状を呈する疾患である。RTTの原因遺伝子
としてメチル化CpG結合タンパク2(MECP2)が解明され
たが、その複雑な分子機構と多彩な症状、診断の困難
さにより臨床研究の進展は少なく、確立された治療法
や療育法がない。本研究では、これまでの疫学研究か
ら患者データーベース（DB）を構築し、基礎研究とあ
わせてトランスレーショナルリサーチを展開し、科学

的根拠に基づいた生物マーカーと早期診断法を確立
し、創薬・治療法の開発を目指す。 
 DBの構築は臨床医、臨床遺伝医、基礎研究者、患者
代表者などによる研究チームを組織し、諸外国を含め
た広範な情報収集と意見交換を行ない、患者登録制に
よるDBシステムを作った。これにより、臨床研究の基
盤を作り上げる。 
 臨床研究では、生物学的マーカーとしてのグレリン
（GRL）の意義を検証した。さらに、2010年の国際的
診断基準改訂をもとに、CDKL5とFOXG1の臨床遺伝学的
意義を評価し、我々の診断基準への適合を検討する。
基礎研究では、MECP2のメチル化DNA結合領域（MBD）
の点変異がもたらす生物学的影響を解明する。骨髄移
植および幹細胞移植療法をめざし、ES細胞とiPS細胞
の樹立と臨床応用を展開する。また、RTTの呼吸生理
に関する病態を調べた。IGFBP3の症状形成の分子病態
的解析を行い、治療法開発のための基盤研究を進める
。さらに、RTTおよびMECP2に関与する病態として、
15q11-13領域のMECP2を介する遺伝子発現制御機構を
解明し、非典型（早期発症てんかん）RTTの原因遺伝
子であるCDKL5の発症機序を明らかにする。 
 
Ｂ．研究方法 
(1) 患者データベース：DB研究チームにより患者DB
のあり方を検討した。これに基づき、これまでの疫学
研究を参考に患者登録票を作成した（資料１）。あわ
せて、患者登録票記入のための手引きを作成した。ま
た、これまでの診断基準を見直し、国際的な基準をも



とに診断基準を作成した。 
(2) 臨床研究：①生物マーカーとしての GRL を検証
した。レット症候群女児（RTT 症例）および年齢・性
別等を一致させた疾患コントロール（てんかん/精神
発育遅滞症例（EP/MR 症例））の空腹時 GRL、GH、IGF-1
の血中濃度を測定し、身体パラメーター（身長、体
重、頭周囲長、BMI）との相関について比較検討した
。②CDKL5と FOXG1の臨床遺伝学的意義を調べるため
に、非典型的レット症候群を疑われ、MECP2遺伝子異
常のない患者を対象とし、CDKL5あるいは FOXG1遺伝
子の塩基配列決定法を行なった。必要に応じて
multiplex ligation-dependent probe amplification 
(MLPA)法あるいは定量的 PCR（qRT-PCR）を行なった
。 
(3) 基礎研究：①MECP2の MBD の変異発現ベクターを
作成し、マウス線維芽細胞に導入し、ヘテロクロマ
チンの集積性とその構造の影響と重症度との関連性
を検討し、網羅的発現解析を行なった。②骨髄移植
の解析では、放射線照射後マウスに GFP 発現骨髄細
胞を移植した。また、Mecp2欠損マウスからアストロ
サイト初代培養を行ない、細胞傷害に対する細胞生
存率を WST-8 assay で評価し、グルタミン酸（Glu）
代謝能を1mM Gluを添加後経時的に培養上清中のGlu
濃度を測定して評価した。③RTT の呼吸病態解析では
、全身型プレチスモグラフを用いて呼吸波形を 1 時
間（2-3 週齢）と 24 時間（7週齢）連続で記録し、1
秒以上の無呼吸の回数を調べ、病理学的解析を行な
った。病理学的解析では、8週齢脳組織の小胞膜モノ
アミントランスポーター2（VMAT2）の免疫組織化学
を行い、自律神経中枢の dorsal motor nucleus of the 
vagus（DMV）と呼吸リズム形成を担っている nucleus 
of the solitary tract （ NST）および ventral 
respiratory group（VRG）の VMAT2 陽性 puncta 数を
明視野画像処理ソフトウエア（ImagePro7.0）を用い
て解析した。また、ミルナシプラン（セロトニン・
ノルアドレナリン再取り込み阻害薬）の内服効果を
調べた。④IGFBP3 の RTT の病態への影響を調べるた
めに、hIGFBP3過剰発現マウスを作成し Mecp2欠損マ
ウスと交配し、二重変異（hIGFBP3+/Mecp2-）マウス
を作成した。このマウスの生後 42 日の体重と脳重量
、体性感覚野の皮質厚、Golgi 染色による体性感覚野
第 V 層の尖端樹状突起の基部から 100µｍの分岐数、
樹状突起上のシナプスボタンの形態（filopodia 
spine、mushroom spine）の数を比較した。⑤15q11-13
領域のインプリンティングセンター（PWS-IC）の機
能を調べるために、特定性由来ヒト 15 番染色体を 1
本保持したマウス F12 細胞（神経様細胞株）の PWS-IC
欠失改変ヒト 15 番染色体を構築し、qRT-PCR、 DNA
メチル化解析、DNA-FISH 法、ChIP 法で 15q11-q13 領
域のクロマチン動態と遺伝子発現を解析した。⑥
Cdkl5 欠損マウスの表現型解析（形態学的解析、電
気生理学的解析、行動解析）を行なった。また、CDKL
リン酸化基質スクリーニングを baculovirus 発現系

を用いて行なった。 
（倫理面への配慮）本研究では、各研究施設の当該委
員会等において承認済み、あるいは承認申請中である
。臨床研究では、事前に書面で承諾・不承諾をはかり
、本人および保護者の承諾下で施行した。また、回収
されたデータは個人照合が出来ないように、データ収
集の時点から匿名化を徹底した。学内外の種々の指針
や法令を尊守し実施した。 
 
Ｃ．研究結果 
(1) 患者データベース：DBシステムを作った。これに
基づき、患者団体および研究班のホームページに登録
票と手引き（資料１）を案内した。また、診断基準を
作成した。 
(2) 臨床研究：①GRLの検証では、RTT症例の体重と血
中GRL濃度で負の相関が認められた。しかし、RTT症例
の身長、BMIとGRL濃度の間には有意な相関は認められ
なかった。RTT症例、EP/MR症例ともに、その頭周囲径
はGRL濃度と正相関を、血中IGF-1濃度とは負相関を示
した。前思春期では、RTT症例の活性型GRLの比率が
EP/MR症例の比率より高かった（p<0.05）。②非典型
的RTTの診断基準に合致したのは、CDKL5遺伝子異常1
例（1/2）、FOXG1遺伝子異常1例（1/3）であった。診
断基準に合致しなかったのは、重度の精神運動発達遅
滞のために “退行”が困難な症例であった。 
(3) 基礎研究：①MECP2のMBD領域の変異によるヘテロ
クロマチンの集積性と症状の重症度との間に関連性
を見出し、発現解析の結果、変異に特異的な異常発現
分子を2つ同定した。②放射線照射後マウスにGFP発現
骨髄細胞を移植し、生着した。また、アストロサイト
の初代培養では野生型に比しGFAPとS100βの発現が
2-3倍していた。Glu代謝能解析では、Mecp2欠損は細
胞増殖や生存率に影響をしなかったが、Gluトランス
ポーター（EAATs）と合成酵素（GS）の発現を調べた
結果、これらの遺伝子発現に異常が認められた。③RTT
の呼吸病態解析では、生後2-3週齢のMecp2欠損マウス
は野生型に比し無呼吸回数が増加し、生後7週では暗
期に比べ明期で無呼吸回数の有意な増加がみられた。
病理学的には、DMVとNST、VRGは野生型に比べVMAT2
陽性puncta数の著しい減少がみられた。また、生母の
遺伝子型の影響を調べた結果、生後2週から7週までは
ヘテロ接合雌由来野生型の無呼吸回数は野生型雌由
来野生型の無呼吸回数に比べ有意に多かった。さらに
、ミルナシプランの長期経口投与で、無呼吸回数の有
意な減少がみられた（Mecp2欠損マウスの寿命は約20
％延長した）。④hIGFBP3+/Mecp2-マウスの体重は
11.95±15.39gでMecp2欠損マウスと差がなかった
(p>0.05)。また、脳重量は0.28 ± 0.00 g (p<0.05)
、大脳皮質厚は940.83 ± 1782.73μm (p>0.05)、分
岐数は6.05 ± 0.66 本 (p>0.05)、filopodia spine
は79.4 ± 301.72本 (p>0.05)、mushroom spineは3.13 
± 0.59本 (p<0.05)であった。⑤ヒト染色体工学技術
を用いてPWS-IC欠失改変母方15番染色体および改変



父方15番染色体の構築に成功した。PWS-IC欠失染色体
で、15q11-13領域の解析で父方特異的なMAGEL2遺伝子
の発現低下が認められた。また、DNA-FISH法により、
父方アレル特異的なクロマチン脱凝集はPWS-ICを欠
失したにも関わらずクロマチン脱凝集状態を維持し
ていた。一方、PWS-IC欠失母方染色体では異所的クロ
マチン脱凝集が起こっていた。 
⑥Cdkl5欠損マウスは海馬神経細胞樹状突起の長さ、
分枝、樹状突起スパイン形態・密度に異常が認められ
た。また、過剰な易けいれん性がみられ、海馬の長期
増強 (LTP)の異常等を同定した。行動解析では、不安
様行動とうつ様行動の亢進等の情動異常、記憶障害、
社会性の異常、日内行動の異常等を同定した。生化学
的手法を用いたKOマウスの興奮性シナプス解析によ
り、グルタミン酸受容体サブユニットの異常を同定し
た。さらに、CDKL5リン酸化基質スクリーニングから
複数の結合蛋白質候補を得た。 
 
Ｄ．考察 
(1) 患者データベース：疾患DBは、その疾患の実態
を解明するだけでなく、患者・医療者・研究者をつ
なぎ、治験への基盤データとして重要である。今回
作成したDBは、患者（およびその家族）主導による
患者登録制はこれまでに数少ない。患者（およびそ
の家族）が積極的に関わることで、研究への理解と
課題の共有化が期待できる。全国的に3つレット症候
群の患者団体が知られているが、その数は患者総数
の半分に満たない。今後の課題として、登録患者数
をいかに増やすかが重要である。 
(2) 臨床研究：①前思春期における活性型GRL比率が
RTTの身体発育（低身長・小頭症）の生物マーカーと
なる可能性が推定された。今後さらに症例数を増やし
た検討が必要である。②非典型RTTはRTTの診断基準の
全てを満たさないが、類似した症状を示すものと理解
される。典型的RTTでは3歳以前にてんかんを発症する
ことはまれであるが、CDKL5遺伝子異常の患者は乳児
期早期から難治性てんかんを発症し、それ以外の症状
は多彩である。その要因として、CDKL5遺伝子発現のX
染色体不活化パターンの影響が考えられる。非典型
RTTの診断基準に合致しなかったのは、運動機能・言
語機能の発達障害が重度であった症例である。FOXG1
遺伝子異常の症例の特徴は乳児期早期からの精神運
動発達遅滞と小頭症である。FOXG1遺伝子は14番染色
体（14q12）上にあり、患者間の臨床症状の重症度は
比較的均一である。乳児期から重度の精神運動発達遅
滞を呈するために、退行があると判断することが難し
い症例が多い。今後、患者DBにより、これらの疾患の
臨床症状の特徴が明らかになり、典型的RTTとの違い
が明確になることが期待される。 
(3) 基礎研究：①MBDの点変異がヘテロクロマチン構
造の違いもたらし、MECP2の標的遺伝子の動態に影響
を及ぼしていることが想定される。さらに解析を進め
、軽症化に特有の遺伝子発現を見つけ出すことが期待

できる。②骨髄の移植細胞のキメラ化が確認された。
今後、生存個体の各種臓器への移植細胞生着状況を調
べる。GRL併用による移植細胞の生着率も解析し、
Mecp2欠損マウスの効率的な骨髄移植手技を確立する
。Mecp2がアストロサイトに発現し、細胞の生存率に
影響しないが、アストロサイトの特異的遺伝子発現に
関与している。また、Glu代謝の関与が示唆された。
③Mecp2欠損マウスの無呼吸回数が明期に多いことは
、明期の光刺激が自律神経系に影響し、呼吸を不安定
化させている可能性が考えられ，今後検討が必要であ
る。延髄呼吸関連中枢のモノアミン作動性シナプスの
減少とミルナシプランの無呼吸回数の改善は、RTTに
みられる無呼吸発作にセロトニンあるいはノルアド
レナリン神経伝達の低下が関与するという仮説を支
持する。今後、他の神経伝達物質の関与についても検
討する必要がある。また、生母マウスの遺伝子型の違
いが無呼吸回数に影響していたことはヘテロ接合母
マウスの何らかの病的因子が仔の呼吸中枢の発達を
遅延させていることを示唆している。今後、分子遺伝
学的解析が必要である。④hIGFBP3+/Mecp2-マウスは
Mecp2欠損マウスに比して、体重は有意差はないが、
脳重量は有意に軽かった。また、尖端樹状突起の分岐
数やfilopodia spine数には差がなかったが、
mushroom spine数は有意に減少していた。安定して存
続する成熟型spineであるmushroom spineは、IGFBP3
過剰発現により神経伝達の障害が示唆される。また、
IGFBP3はIGF-1の機能発現に重要な分子であり、
IGFBP3の動態を詳細に調べることで生物マーカーや
治療法開発へ進展させることが可能性である。⑤
PWS-IC欠失父方染色体で父方アレル特異的なクロマ
チン脱凝集が維持されていたことは、父方アレル特異
的なクロマチン脱凝集の形成・維持に父性発現する
ncRNAやUBE3A-ATSを必要としないことを意味してい
る。また、PWS-IC欠失母方染色体で異所的クロマチン
脱凝集が生じたことはMeCP2などのメチル化CpGを認
識する分子が正常母方アレルのコンパクトなクロマ
チン状態の維持に重要であることが示された。今後、
15q11-13領域のクロマチン状態の形成・維持に関わる
因子を同定すると共に、MeCP2を介した遺伝子発現制
御機構を明らかにする。さらに、RTTの治療ターゲッ
ト分子の同定を試み、治療法の開発へ発展させる。 
⑥CDKL5遺伝子変異による発達障害の病態がシナプス
機能異常であることが初めて明らかとなった。 
 
Ｅ．結論 
(1) 患者データベース：RTTのDBを構築した。あわせ
て、診断基準の見直しを行なった。今後、セミナー
等の広報活動を通して、患者データベースへの登録
数を増やす。 
(2) 臨床研究：①RTTの身体発育マーカーとしてGRL
を含めたGH-IGF-1系のホルモン測定の部分的有効性
が推定できた。②CDKL5あるいはFOXG1の遺伝子異常患
者の中には、重度の精神運動発達遅滞のために退行の



判断が困難であり、非典型RTTの診断基準に合致しな
い症例もある。 
(3) 基礎研究：①MECP2のMBDの点変異によるヘテロ
クロマチンの異常と症状の重症度との相関を明らか
にした。さらに、解析を進め、治療法開発へ発展さ
せる。②骨髄キメラマウスを作出した。今後、骨髄
移植技術の改良とGRL投与による補助療法の研究を
進める。また、Mecp2欠損アストロサイトの発現異常
やグルタミン酸代謝の影響は病態の一部を説明でき
る。今後、マウス由来iPS細胞の効率良い分化誘導系
の開発を進める。 
③Mecp2欠損マウスは明期の無呼吸発生回数が増加し
、ミルナシプランが改善した。このことから、自律神
経系のセロトニンあるいはノルアドレナリン神経伝
達を改善させることで呼吸機能を含めたRTTの症状を
改善できることが示唆された。④hIGFBP3+/Mecp2-マ
ウスの成熟spineの減少は、RTTの神経機能障害との関

連性が考えられる。治療法開発の糸口となる可能性が
示された。⑤MeCP2による15q11-13領域の遺伝子発現
制御機構の解明は、RTTの複雑な病態を明らかにする
上で重要である。15q11-q13領域のクロマチン脱凝集
にPWS-IC結合因子の重要性を明らかにした。この領域
の分子機構の解明はRTTのみならずASやPWS、自閉症な
どの分子病態解明につながる。⑥Cdkl5 欠損マウスで
は、海馬神経細胞樹状突起とスパインの形態とシナプ
ス機能の異常があり、行動解析の結果と一致していた
。 
 
Ｆ．健康危険情報 
なし。 
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