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研究要旨 
本研究では、レット症候群（RTT）の臨床および基礎研究を行い、早期診断と治療法の確立を進める。
レット症候群は小児期に発症する特異な稀少性発達障害であり、診断が難しい疾患である。 
 臨床研究では、2010年に改定された米国の診断基準を基に我国の実情にあった診断基準を作成し、
これまでの臨床経験および文献的レビューから診療ガイドブックを作成した。これらの取り組みと
従来からの遺伝子診断サービスにより、一般臨床医の早期診断を推進する。MECP2遺伝子異常は90%
以上の典型的RTT患者で同定され、早期発症てんかん型RTT患者ではCDKL5異常、先天型RTT患者では
FOXG1異常が同定されている。MECP2とFOXG1の重複例はすでに報告されているが、新たにCDKL5重複
例を報告した。精神遅滞を合併した自閉症スペクトラム障害の男性患者で、無症候の母にもCDKL5
重複を有していた。 
 基礎研究では、生後2週齢のMeCP2欠損マウス（Mecp2-/y）の延髄腹側呼吸核群のGad1プロモーター
領域のCpGメチル化レベルに違いがみられた。Mecp2-/yでは野生型母より生まれた野生型に比べ高メ
チル化状態にあった。また、Mecp2-/yの呼吸異常に延髄腹側呼吸核群のGad1プロモーターのCpGメチ
ル化とヒストンアセチル化が影響していることが示唆された。IGFBP3欠損マウス、IGFBP3過剰発現
マウスとMECP2欠損マウスとの二重改変マウスを作成し、IGFBP3過剰によりMECP2欠損効果が増強さ
れ、IGFBP3欠損によって回復することが分かった。Cdkl5 欠損マウスの解析の結果、CDKL5変異が興
奮性シナプス機能異常をもたらすことが分かった。このことは、グルタミン酸受容体作動薬による
治療の根拠となる。Mecp2-/y やそのES細胞を用いて神経発生・分化過程におけるMeCP2解析の結果、
MeCP2が神経細胞の成熟やグリア細胞の分化に関わることを見出した。また、Mecp2-/yの心臓の生理
学的、分子生物学的な解析の結果、Mecp2-/yにQT延長などの心電図の異常を認めた。RTTのQT延長や
不整脈などの病態メカニズム解明につながるものと期待される。さらに、MeCP2の
Prader-Willi/Angelman症候群(AS)責任遺伝子座における分子動態を解析し、15ｑ11-ｑ13領域のク
ロマチン動態が神経特異的な遺伝子発現に重要であることが分かった。 
 これらの研究成果はRTTの早期診断につなげ、今後の治療法開発へ発展させる基盤が出来たものと
評価できる。 
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Ａ．研究目的                     
レット症候群は幼少児期からの多彩で年齢依存性に
変化する症状のため、診断に苦慮する代表的疾患で
ある。有効な治療法がなく、早期からの療育が求め
られる。そこで、最近の診断基準を本邦に適合する

ように改定し、診療ガイドブックを作成して、疾患
認知度の向上と早期診断の推進をはかる。あわせて、
遺伝子診断を含む診断・診療支援を行う。レット症
候群の原因遺伝子としてMECP2が同定されて以来、類
似した臨床症状を呈する非典型例の存在が知られ、
「早期発症てんかん型」の原因遺伝子としてCDKL5、
「先天型」の原因遺伝子としてFOXG1が同定された。
ここでは3つの原因遺伝子の機能喪失および重複に
よる臨床像の特徴を明らかにする。 
 基礎研究では、MeCP2 欠損マウス（Mecp2-/y）の無
呼 吸 と 延 髄 腹 側 呼 吸 核 群 の glutamic acid 
decarboxylase 1(GAD1) mRNA 発現との関係を分子病
理学的に解析する。また、Mecp2-/yおよび IGFBP3 欠
損マウスとIGFBP3過剰発現マウスの二重改変マウス
による機能解析を行い、RTT の分子標的を明らかにす
る。Cyclin-dependent kinase-like 5 (CDKL5) 欠損
マウスを作成し、てんかん、記憶障害、情動異常等
の発達障害の分子機構の解明と、RTT 発症に関わる
MeCP2 の神経系及び心臓発生・分化過程ならびに RTT
の突然死の病態の解明を行う。さらに、Angelman 症



 

候群(AS)や Prader-Willi 症候群（PWS）の責任遺伝
子座である 15ｑ11-ｑ13 領域の MeCP2 を介したエピ
ゲノム機構を解明する。 
 
Ｂ．研究方法 
2010年に発表された米国の診断基準の基づき、診断
基準作成責任者と意見交換しながら、本邦に適合し
た表現への変換と改正、注釈を加えて、新しい診断
基準を公表した。また、診療ガイドブックを作成す
るために、各分野の専門医、研究者へ執筆依頼を行
い、編集作業等に取りかかった。 
 遺伝子解析は、末梢血白血球より抽出したDNAを用
いて、塩基配列決定法にて行った。変異が同定され
な か っ た 場 合 に は 、 array-based comparative 
genomic hybridization (aCGH) 法 、 multiplex 
ligation-dependent probe amplification (MLPA)法、
定量的PCR法にて解析した。 
 動物実験では、①生後 2週齢の Mecp2-/yと野生型の
脳組織を冷却し延髄腹側呼吸核群の組織から DNA を
抽出した。bisulfite 処理を行ったのち Gad1プロモ
ーター領域の塩基配列を決定し、23 ヶ所の CpG につ
いてメチル化 cytosine を検出した。バルプロ酸ある
いは生理食塩水の腹腔内投与を行い、脳組織を固定
後アセチル化 H3K9、H3K14、H4K5、H4K8 の抗体と抗
NeuN 抗体の二重染色を行った。②IGFBP3欠損マウス
と IGFBP3 過剰発現マウスを作成し、すでにある
Mecp2-/yとの二重改変マウスを作成した。これらマウ
スの行動学的、形態学的解析とIGF-1発現を調べた。
行動学的解析は、オープンフィールド、十字迷路を
行った。形態学的観察は、ゴルジ法による神経細胞
の樹状突起の形態、成熟、免疫組織化学によるシナ
プス成熟を観察した。また、IGF-1 発現は、ウエスタ
ンブロットおよび ELISA による定量を行った。③
Cdkl5 欠損マウスについて、神経細胞樹状突起及び
スパイン、薬物投与による易けいれん性解析、海馬
スライスの電気生理学的解析、海馬・大脳皮質の興
奮性シナプスの機能、微細構造、蛋白質解析、 グル
タミン酸受容体阻害薬による興奮性アミノ酸誘発性
けいれんのレスキューを行った。④Mecp2-/y の ES 細
胞の心筋分化マーカー遺伝子や蛋白質の発現、およ
び電子顕微鏡による心臓の刺激伝道系を比較検討す
ることで、心筋分化能、形態異常を評価した。また、
Mecp2-/y の心エコーによる心機能と心電図の計測を
行った。Mecp2-/y の心臓の遺伝子発現は、30 個の心
臓特異的遺伝子の定量 PCR により解析した。 
 細胞実験では、ヒト染色体工学技術を用いて
PWS-IC を欠失させた改変ヒト 15 番染色体を構築し、
qRT-PCR、 DNA メチル化解析、DNA-FISH 法、ChIP 法
により、15q11-q13 領域のクロマチン動態と遺伝子発
現を調べた。 
（倫理面への配慮等） 
すべての研究は、各研究施設の当該倫理委員会の承
認を得て、臨床研究においては患者あるいは保護者

への十分な説明と同意を得てのちに行った。また、
組み換え DNA 実験安全委員会、実験動物倫理問題等
検討委員会等の承認を得たのちに行った。各研究は、
当該研究施設の利益相反（COI）に関する審査、承認
を得たのちに行った。 
 
Ｃ．研究結果 
改正診断基準（図１）を公表した。今後、これによ
る診断と遺伝子診断の相関を調べる。また、診療ガ
イドブックを刊行した。このガイドブックを利用す
ることによる疾患認知と早期診断の関係を患者デー
タベース登録システムを利用して追跡する。 
 精神遅滞を有する男性患者に、Xp22.13 に約 200kb
の重複を認め、この領域内にCDKL5が含まれていた。 
動物実験では、①延髄腹側呼吸核群における Gad1プ
ロモーター領域の CpG メチル化レベルは、Mecp2-/y

と同腹の野生型では野生型母から生まれた野生型に
比べ高メチル化状態にあった。生後 2週齢の Mecp2-/y

にバルプロ酸の 7日間投与で、H3K9 と H4K5 のアセチ
ル化レベルの上昇が認められた（p<0.01）。一方、
H3K14 と H4K8 ではアセチル化レベルに変化が認めら
れず、野生型ではいずれのアセチル化も変化がなか
った。②IGFBP3欠損マウス、IGFBP3過剰発現マウス、
Mecp2-/yとの二重改変マウスの行動学的、形態学的解
析とIGF-1発現はいずれも IGFBP3欠損によって回復
することが分かった。③Cdkl5欠損マウスの表現型解
析では、海馬 CA1 錐体神経細胞の樹状突起スパイン
の形態、サブクラスと密度に異常があり、易けいれ
ん誘発性がみられた。④Mecp2-/y の ES 細胞の心筋分
化誘導では、自動収縮が観察され、心筋分化特異的
な遺伝子発現は4-6日目以降Nkx2.5遺伝子などの心
筋分化に必須の転写因子の発現が、6-8 日目以降
alphaMHC 遺伝子の発現が認められた。Mecp2-/y の心
臓の生理学的解析では、QT 延長がみられ、左心室壁
が有意に薄かった。Mecp2-/yの心臓の遺伝子発現では、
対象の30遺伝子のうち4遺伝子が高くなる傾向があ
り、6遺伝子が低くなる傾向があった。 
 細胞実験では、父方特異的なMAGEL2遺伝子の発現
低下が認められた。さらに、DNA-FISH法により15ｑ
11-ｑ13領域のクロマチン動態を解析した結果、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にクロ
マチン脱凝集が起こっていた。発現MAGEL2遺伝子座
は15番染色体テリトリーの外側にループアウトし、
未発現MAGEL2遺伝子座は15番染色体テリトリーの内
側にあることが分かった。 
 
Ｄ．考察 
診断基準の見直しと診療ガイドブックの作成を行っ
た。レット症候群の患者は多彩で変化しやすい症状
のため、診断が遅れることが少なくない。今回公表
した診断基準と診療ガイドブックの評価はこれから



 

であるが、遺伝子診断と合わせてレット症候群の早
期診断に寄与するものと考えられる。 
 CDKL5の欠失は乳児期発症の難治性てんかんの原
因であるが、CDKL5の重複はてんかんはなく自閉症ス
ペクトラム障害に知的障害を合併する表現型であっ
た。中枢神経系の正常な機能発現にはCDKL5の発現量
が厳密に調節される必要があることが分かった。 
 動物実験から、①Mecp2-/yでみられる頻回な無呼吸
が延髄腹側呼吸核群のGad1プロモーターの高メチル
化とそれによる Gad1 mRNA の転写抑制、GAD1 発現低
下による GABA 合成の減少が推測された。また、バル
プロ酸による回復はエピゲノム機構を利用した治療
法の開発の基盤となるものと考えられた。②RTT の症
状の一部が IGFBP3 によってもたらされ、回復するこ
とから、IGFBP3 の量的異常が発症病態に影響してい
ることが分かった。このことから、IGFBP3 が治療の
ターゲットになりうると考えられる。さらに、IGFBP3
が脳内 IGF-1 の量的規制に関与していることが明ら
かになり、現在行われている IGF-1 治験の実験的根
拠になりうる。③Cdkl5欠損マウスでは、グルタミン
酸シグナリング障害が明らかとなった。NMDA 型グル
タミン酸受容体阻害薬による興奮性アミノ酸誘発性
けいれんの回復は分子治療法の開発の基盤となると
考えられる。④心筋分化に MeCP2 が寄与している可
能性が示唆され、RTT の不整脈の発症や病態メカニズ
ム解明につながるものと考えられた。 
 細胞実験では、15ｑ11-ｑ13領域の父方アレル特異
的なクロマチン脱凝集の形成・維持に父性発現を呈
する長鎖ノンコーディングRNA、 UBE3A-ATSの転写が
必要ないものと考えられた。一方、PWS-IC欠失母方
染色体では、MeCP2などのメチル化CpGを認識する分
子が正常母方アレルにおけるコンパクトなクロマチ
ン状態の維持に重要であると考えられた。 
 
Ｅ．結論 
本邦の実情に合わせたわかりやすいレット症候群の
診断基準に改正した。また、診療ガイドブックを作
成した。これらを活用することで、レット症候群の
早期診断が可能となることが期待される。また、
CDKL5重複は男性の精神遅滞と自閉症スペクトラム
障害の原因となることが分かった。 
 動物実験では、①Mecp2-/yに特徴的な無呼吸の増加
に延髄腹側呼吸核群の Gad1プロモーターのCpG高メ
チル化と Gad1 mRNA 発現量の低下が関与していた。
②IGFBP3 の発現異常が RTT の発症病態の一部に寄与
していた。③Cdkl5欠損マウスでは、海馬の神経細胞
樹状突起スパインの形態・密度とシナプスグルタミ
ン酸受容体蛋白質の異常、シナプス機能異常があり、
グルタミン酸受容体阻害薬によって興奮性アミノ酸
誘発性けいれんをレスキューした。④Mecp2-/y の ES
細胞は心筋細胞に分化し、心筋分化マーカーの発現
が高くなる傾向が認められた。また、Mecp2-/y に QT
延長などの不整脈がみられ、複数の遺伝子発現の変

化が認められた。 
 細胞実験では、MeCP2 が 15q11-q13 領域のクロマチ
ン脱凝集などの高次クロマチン構造を介して神経細
胞特異的な遺伝子発現を制御していた。 
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