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厚生労働科学研究費補助金（障害者対策総合研究事業（神経・筋疾患分野）） 
総括研究報告書 
 

レット症候群の早期診断と治療をめざした統合的研究 
 

研究代表者 伊藤 雅之 国立精神・神経医療研究センター 室長 
 
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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資料１ レット症候群患者データベースのための登録票 

 



 

 

 

 

 

II．分担研究報告 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



厚生労働科学研究費補助金（障害者対策総合研究事業（神経・筋疾患分野）） 
分担研究報告書 
 

レット症候群患者データベース構築と運用に関する研究 
 

研究代表者 伊藤 雅之 国立精神・神経医療研究センター 室長 
分担研究者 松石豊次郎 久留米大学医学部 教授 
分担研究者 白川 哲夫 日本大学歯学部 教授 
分担研究者 高橋  悟 旭川医科大学医学部 講師 
分担研究者 青天目 信 大阪大学医学部 特任助教 
分担研究者 谷岡 哲次 NPO レット症候群支援機構 理事長 
研究協力者 立森 久照 国立精神・神経医療研究センター 室長 
研究協力者 森崎市治郎 大阪大学歯学部 教授 
研究協力者 梶浦 一郎 大阪発達総合療育センター 理事長 

 
研究要旨 
レット症候群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。本疾患の原因遺伝子で
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、患者データベースを構築し、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。 
 患者データベースは、臨床医、臨床遺伝医、患者代表者などによるデータベース小委員会を組
織し、患者登録制による患者データベースシステムを作り、運用している。今後、疫学解析と臨
床研究に向けた体制の整備と登録患者の収集を進める。 

 
Ａ．研究目的                     
昨年度、患者データベースの体制作りを行い、これ
に基づいて、患者データベースを構築し、運用して
いる。この目的は、これまで本邦にはなかった治験
を含む臨床研究と広く国内外の疫学研究等のための
基盤として活用するためである。あわせて、遺伝子
診断を含む診断・診療支援を行う。 
 
Ｂ．研究方法 
患者データベース登録票（（総括）表１）を作成し、
それに準拠した手引きを作成した（（総括）資料１）。
NPO法人レット症候群支援機構ホームページ（www. 
npo-rett.jp/）で、遺伝子診断の案内とともに紹介し
ている。患者およびその家族が登録票と手引きを入手
し、医師（主治医）と登録票を作成し、患者データベ
ース管理者へ郵送し、登録する。その際に必要な遺伝
子解析の案内も行なっている。国立精神・神経医療研
究センターで登録、管理を行っている。 
（倫理面への配慮）本研究では、当該研究施設の倫
理問題検討委員会において承認をえた。 
 
Ｃ．研究結果 
本年度の患者データベースへの登録は15名である。
遺伝子診断は10名であり、1例にFOXG1遺伝子変異を
認めた以外、すべてMECP2遺伝子変異であった。 
 
Ｄ．考察 
本年度より始まった疾患患者データベース登録は認

知度が低く、今後シンポジウムなどの機会や社会啓
蒙活動を通して広める努力が必要である。このデー
タベースは臨床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
て重要であり、疫学解析や臨床研究のためには多く
の登録数が必要である。 
 また、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。
いかに啓蒙し、参加数を増やすかが今後の課題であ
る。 
 
Ｅ．結論 
レット症候群の患者データベースを構築し、運用が
始まった。あわせて、遺伝子診断などの診療支援を
行った。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参加者を増やしていく必要があ
る。 
 
Ｇ．研究発表         
１.論文発表 
1. 伊藤雅之. レット症候群：自閉性障害をもつ特異
な発達障害. SRL 宝函 2013;34 (2):28-39. 
 
２.学会発表 
 なし。 
 
Ｈ．知的財産権の出願・登録状況  
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2. 実用新案登録 なし。 

 
3. その他 なし。 
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MECP2 遺伝子変異の生物学的解析 
 

研究代表者 伊藤 雅之 国立精神・神経医療研究センター 室長 
研究協力者 栗政 明弘 鳥取大学大学院医学系研究科 准教授 

 
研究要旨 
レット症候群の原因遺伝子であるメチル化CpG結合タンパク2（MECP2）のメチル化DNA結合領
域（MBD）点変異の生物学的意義を調べるために、変異発現ベクターをつくり、線維芽細胞へ
導入した。発現解析の結果、症状への関連性が予測される分子を同定した。今後、解析を進
め、軽症化に特有の遺伝子発現パターンを見つけ出す。 
 IGFBP3欠損マウスとMECP2欠損マウスとの二重遺伝子改変マウスを作成し、行動学的、形態
学的解析とIGF-1発現解析を行なった。その結果、いずれもIGFBP3欠損によって回復すること
が分かった。レット症候群の発症病態の一部がIGFBP3による可能性が示唆された。今後、分
子生物学的な解析を進め、治療法開発へ発展させる。 

 
Ａ．研究目的                     
昨年度に継続して、レット症候群の原因遺伝子メチ
ル化CpG結合タンパク2（MECP2）のメチル化DNA結合
領域（MBD）遺伝子変異の分子生物学的解明とMECP2
発現制御マウス、IGFBP3欠損マウスによる機能解析
を行い、レット症候群の治療の分子標的を明らかに
する。 
 MECP2は標的遺伝子の転写を抑制する分子であり、
レット症候群患者にみつかる点変異の多くはMBD内
にあり、徴候−遺伝子変異相関が知られている。そこ
で、MBDの点変異がもたらす生物学的影響について、
培養細胞を用いて明らかにする。また、MECP2発現制
御マウスを用いて治療の臨界期を求める。IGFBP3欠
損マウスによるIGFBP3の症状形成の病態を調べる。 
 
Ｂ．研究方法 
MECP2のMBDの変異遺伝子7種類についてGFPとの融合
タンパク発現ベクターを作成し、マウス線維芽細胞
に導入した。導入した細胞において、遺伝子変異に
よる変異タンパクのヘテロクロマチン像を観察し、
変異がもたらすレット症候群患者の症状の重症度と
の関連性を検討した。また、ヘテロクロマチン像の
違いと遺伝子発現の関連を明らかにするために、DNA
チップを用いて網羅的発現解析を行なった。 
 MECP2発現制御マウスを樹立したが、個体数の確保
が難しく、本年度の解析を進めることが困難であっ
た。一方、IGFBP3欠損マウスを作成し、MECP2欠損マ
ウスとの二重遺伝子改変マウスを作成した。行動学
的、形態学的解析とIGF-1発現を調べた。 
（倫理面への配慮）本研究では、遺伝子組換えにお
いては国立精神・神経医療研究センター組換え DNA
実験安全委員会の承認を得たのち、行なった。また、
マウスの作成と取扱いは、関連指針等に準拠し、小
型実験動物倫理問題等検討委員会の承認ののち行な
った。 

 
Ｃ．研究結果 
MECP2のMBD領域に変異発現ベクターをマウス線維芽
細胞に導入し、変異タンパクによるヘテロクロマチ
ン像を観察した結果、変異によるヘテロクロマチン
像と症状の重症度との間に関連性が存在することを
見出した。また、DNAチップによる発現解析およびク
ロマチン免疫沈降（ChIP）解析を行なった結果、変
異に特異的な異常発現分子を2つ同定した。そのうち
1つはレット症候群の症状に関連した分子である可
能性が分かった。 
 IGFBP3欠損マウスは個体数を確保でき、MECP2欠損
マウスとの二重遺伝子改変マウスを作成した。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。 
 
Ｄ．考察 
MBDの点変異がヘテロクロマチン構造の違いもたら
し、症状の重症度に影響することを見出した。この
ことは、MBDの遺伝子変異がMECP2の多数の標的遺伝
子の発現に影響を及ぼし、症状の一部を説明しうる
ことを示唆している。今後、解析を進め、軽症化に
特有の遺伝子発現パターンを見つけ出す。 
 また、レット症候群の発症病態の一部がIGFBP3に
よる可能性が示唆された。 
 
Ｅ．結論 
MBDの点変異によるヘテロクロマチンの異常が症状
に影響していることを明らかにした。さらに、解析
を進め、治療法開発へ発展させる。また、IGFBP3の
発現異常がレット症候群の発症病態の一部を説明で
きる可能性が示唆された。 
 
Ｇ．研究発表                            
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再生医療技術を利用したレット症候群(RTT)の病態解明に関する研究 

 
           分担研究者 松石豊次郎 久留米大学医学部 小児科学講座 主任教授 
           研究協力者 山下裕史朗 久留米大学医学部 小児科学講座 教授 
           研究協力者 高橋 知之 久留米大学 高次脳疾患研究所 准教授 
           研究協力者 原  宗嗣 久留米大学 高次脳疾患研究所 助教 
 
研究要旨 
これまで Mecp2 遺伝子（MeCP2）を欠質した RTT モデル ES 細胞や RTT モデルマウスを用いて
神経系の発生・分化過程における MeCP2 の役割の解析を進めてきた。その結果、MeCP2 は ES
細胞からの神経分化に必須ではない一方で、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、RTT モデルマウスを用いた研究から、MeCP2 はグリア細胞の遺伝子発現
を調節し、生理学的機能の制御に関わることを報告した。 
本年度は、上記の研究と平行して進めてきた RTT モデル ES 細胞の分化研究において関連の
示唆された心臓における MeCP2 の機能的役割を調べるために、RTT モデルマウスの心臓病態
に着目して生理学的、分子生物学的な解析を行った。その結果、対照コントロールの正常マ
ウスに比較して、MeCP2 を欠損した RTT モデルマウスでは、心機能に有為な変化が認められ
ない一方、心電図の異常が認められた。また、RTT モデルマウスと対照コントロールマウス
の心臓における遺伝子の発現を解析したところ、有為に発現の異なる遺伝子を見出した。近
年、MeCP2 欠損マウスにおいて QT 延長をはじめとする不整脈が報告されており、本成果は RTT
の QT 延長や不整脈など、心臓における病態メカニズム解明の一助となることが期待される。 

 
Ａ．研究目的 
本研究は、RTT モデル動物や ES/iPS 細胞を利用する
ことで、RTT 発症メカニズムを解明、更に治療薬物の
スクリーニングシステムを樹立することを目的とし
ている。本研究により、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、心機能にお
ける機能的役割の解明、更には、患者由来の生体試
料の限られる中で、将来、RTT 患者由来 iPS 細胞を用
いた病態メカニズムの解明や治療薬スクリーニング
の基盤確立の一助として期待される。 
 
Ｂ．研究方法 
RTT モデル ES 細胞における心筋分化の評価 
MeCP2 欠損した RTT モデル（RTT-）ES 細胞及び、コ
ントロールの wild-type（WT-）ES 細胞から心筋分化
誘導を行い、その分化能を比較検討する。マウス ES
細胞による心筋分化誘導は胚様体（embryoid body）
形成法で行い、12 日間の分化誘導後、分化過程にお
ける心筋分化マーカー遺伝子や蛋白質の発現を比較
検討することで、心筋分化能を評価する。 
 
RTT モデルマウス心臓の生理学的解析 
 心臓の生理的機能評価を行うために、MeCP2 欠損マ
ウスならびに対照コントロールマウスの心エコーに
よる心機能および、心電図の計測を行った。心電図
の測定は、6および 8週目の Mecp2欠損(Mecp2-/y: RTT
モデル)マウス、対照コントロールとして wild-type 
(Mecp2flox/y: WT-)マウス、C57BL/6 マウス、それぞれ

一群あたり 10-14 匹で行った。心機能は、8週目の
RTT-マウス、対照コントロールとして WT-マウス、
C57BL/6 マウス、それぞれ一群あたり 10、9、11 匹を
心エコーによって評価した。 
 
RTT モデルマウスの心臓における遺伝発現 
 6 および 8週目の Mecp2 欠損 RTT モデルマウス
(Mecp2-/y)、対照コントロールとして wild-type 
(Mecp2flox/y)マウスの心臓を摘出し、心房心室を含む
心臓から全RNA抽出後、逆転写によりcDNAを合成し、
心臓特異的な30遺伝子の発現をリアルタイムPCRに
より解析した。また、Mecp2 遺伝子の有無により発現
の異なる遺伝子に関しては、8週目のマウスの心室部
分における発現の比較解析を行った。 
 
倫理面への配慮等 
 本研究では、ヒトに由来する試料や遺伝子情報を
始めとする個人情報を取り扱わないが、以下の研究
課題名で、それぞれ久留米大学の遺伝子組換え実験
安全委員会、ならびに動物実験センターに設置する
委員会で審査後、実施の承認を受けている。従って
第二種使用等に当たって執るべき拡散防止措置が定
められている実験として、学内外の種々の指針や法
令を尊守し実施されている。 
・Rett 症候群の動物モデルにおける分子基盤の確立
と遺伝子治療の試み 
・レット症候群モデルマウス(MeCP2-null mutation)
の神経生化学的研究と遺伝子治療の試み 



・ES/iPS細胞における目的細胞分化誘導法の確立と再
生医療技術の開発 
 
Ｃ．研究結果 
RTT モデル ES 細胞における心筋分化誘導 
Mecp2 欠損した RTT-ES 細胞及び、コントロールの
WT-ES 細胞から血清存在下で胚様体（embryoid 
bodies: EBs）形成を介した心筋分化誘導を行ったと
ころ、両群において EBs が形成され、7日目を経過し
た頃より自動収縮する EBs が観察された。また、EBs
を介した心筋分化誘導後、2日毎に心筋分化特異的な
遺伝子の発現を調べたところ、コントロールの WT-ES
細胞群と同様に、RTT-ES 細胞群でも、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、MeCP2 欠損した ES 細胞は心筋に分化することが
出来ることが示された。また、alphaMHC に関しては、
8日目以降、RTT-EBs 群でその発現が高い傾向が認め
られた。更に、分化誘導後 6、8、10 日目の EBs をマ
ーカー分子に対する抗体で免疫染色した結果、MeCP2
欠損の RTT-EBs 群で、sMHC、Nkx2.5 陽性 EBs の割合
が高い傾向が認められた。以上の結果から、MeCP2
欠損したRTT-ES細胞は、正常なWT-ES細胞と同様に、
自動収縮する心筋細胞に分化する一方で、RTT-ES 細
胞は、WT-ES 細胞に比較して、心筋分化にともなう心
筋分化マーカーの発現が高くなる傾向があることが
示された。 
 
RTT モデルマウス心臓における生理学的解析 
6および8週目のRTTモデルマウスと対照コントロー
ルとして、WT-マウス、更には C57BL/6 マウスの心電
図を計測した。その結果、6および 8週目 RTT モデル
マウスの心電図は、QT、cQT 何れも有為に長くなる
QT 延長が認められた。その他の指標についても、RTT
モデルマウスと対照コントロールのマウスでは有為
な違いが認められ、RTT モデルマウスは不整脈を呈す
ることが明らかとなった。その一方で、エコーによ
る心機能解析は、RTT モデルマウス左心室壁の厚さは
有為に薄いものの、それ以外に心機能上の異常は認
められなかった。RTT モデルマウスの心臓は、その体
重に相関して対照マウスに比較して小さいことから、
左室壁の厚さの違いは心臓の大きさの違いに関連す
るものと考えられる。 
 
RTT モデルマウス心臓における遺伝子発現 
6および8週目のRTTモデルマウスと対照コントロ
ールとして WT-マウスの心臓において、心臓の生理機
能や構造の維持に関わる転写因子、構造分子、チャ
ネル分子など少なくとも30種類以上の遺伝子発現を
リアルタイムRT-PCR法によって解析した。その結果、
30 種類の遺伝子のうち 4遺伝子が RTT モデルマウス
の心臓で高くなる傾向が認められ、6遺伝子の発現が
低くなる傾向が認められた。以上の結果から、MeCP2

欠損により心臓における遺伝子発現が変化し、MeCP2
は成体マウスの心臓で遺伝子発現制御に関わる可能
性が示された。 
 
Ｄ．考察 
 近年、エピジェネティックな遺伝子発現制御の心
臓の発生・分化における重要性を示す報告がなされ
ているが、本研究によって、エピジェネティックな
遺伝子発現制御に関わる MeCP2 が欠損していても ES
細胞は心筋細胞に分化する一方で、MeCP2 が心筋分化
過程の遺伝子発現を制御することで、心筋分化を調
節（分化効率に影響）する可能性が示唆された。こ
のことから、MeCP2 に着目した心筋細胞の分化研究は、
RTT の心臓における病態解明のみならず、心臓の発
生・分化におけるエピジェネティックな遺伝子制御
の重要性を解明する良い実験系になると考えられる。 
 また、以前から RTT 患者では、ある一定の割合で
QT 延長など不整脈の症状を呈することが報告されて
おり、近年、MeCP2 欠損したマウスでも、神経系の異
常を主な原因としたQT延長や不整脈が認められるこ
とが報告されている。今回、ES 細胞の心筋分化研究
を足がかりに、RTT モデルマウスの心機能を評価した
ところ、我々の実験系でも RTT モデルマウスは QT 延
長や不整脈を呈することが示された。また更に、い
くつかの心機能や構造の維持に関わる重要な遺伝子
の発現が、RTT モデルマウス心臓とコントロールの正
常マウスで異なることも明らかとなった。このこと
は、MeCP2 が、心臓の機能調節を司る神経系のみなら
ず、心臓そのもので遺伝子の発現制御に関わるなど
重要な役割を担う可能性を示している。 
 以上のことから、今後、MeCP2 による心臓における
遺伝子発現制御メカニズムやRTT-ES細胞の詳細な心
筋分化メカニズム、更には ES 細胞を利用した心筋分
化特異的遺伝子のエピジェネティックな調節メカニ
ズムを調べることで、RTT における不整脈の発症や病
態メカニズム解明の一助となることが期待される 
 
Ｅ．結論 
(1) MeCP2 欠損 ES 細胞は胚葉体形成を介した心筋分
化系で心筋細胞に分化し、MeCP2 欠損 EBs では、
心筋分化マーカーの発現がコントロールEBsに比
較して高くなる傾向が認められた。 
(2) MeCP2 欠損した RTT モデルマウスでは、心エコー
による心機能評価では大きな問題は無い一方で、
QT 延長などの不整脈が認められた。 
(3) RTT モデルマウスの心臓では、コントロールのマ
ウスに比較して、心臓の構造や機能を保つ遺伝子
幾つかの遺伝子の発現が有為に変化する遺伝子
が認められた。 
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レット症候群モデルマウスの延髄 GAD1 遺伝子発現変化と無呼吸の関連性 
 

研究分担者 白川 哲夫 日本大学歯学部小児歯科学講座 教授 
 
研究要旨 
MeCP2 欠損雄ノックアウトマウス（Mecp2-/y）について，生後 2，3，5，7 週で全身型プレチ
スモグラフを用いて 1 時間の呼吸測定を行い，得られたデータを野生型雄マウス（wild）と
比較した。またそれらのマウスについて生後 8 日から 7 日間，バルプロ酸の腹腔内投与を行
い，無呼吸への影響を生後 15 日で検討した。その結果，Mecp2-/yではいずれの週齢でも野生
型母から生まれた wild と比べ無呼吸頻度が高かった（p<0.01）が，同腹の wild とは有意差
がみられなかった。バルプロ酸の投与により，Mecp2-/yでは vehicle 投与群に比べ無呼吸頻度
が有意に減少した（p<0.05）。生後 2 週における延髄腹側呼吸群での GAD1 mRNA 発現量は，
Mecp2-/yで有意に低下していた（p<0.05）が，バルプロ酸の腹腔内投与により増加した（p<0.05）。
延髄腹側呼吸群での GAD1 近位プロモーター領域の 23 個所の CpG について，メチル化レベル
を bisulfite sequencing 法で検討したところ，Mecp2-/yならびに同腹の wild では，野生型母
より生まれた wild に比べ高メチル化状態にあることが明らかになった。以上より，Mecp2-/y

に特徴的な無呼吸の増加に，延髄腹側呼吸群での GAD1 プロモーターの CpG メチル化ならびに
母マウスの遺伝子型が影響している可能性が示唆された。 

 
Ａ．研究目的 
 Mecp2-/yでは生後5週以降に無呼吸の頻度が著しく
増加するとの報告があるが，延髄の呼吸中枢の生後
変化と無呼吸との関係は明確ではない。また，呼吸
調節に主要な働きをしているGABAの合成酵素の一つ
である glutamic acid decarboxylase 1(GAD1)が無呼
吸にどのように関わっているかも不明である。そこ
で今回，MeCP2の欠損が延髄の呼吸中枢におけるGAD1
の mRNA発現ならびにプロモーターの CpGメチル化に
どのような影響を及ぼしているのかを明らかにする
ことを目的として研究を行った。 
 
Ｂ．研究方法 
①生後 2，3，5，7週の Mecp2-/yならびに wild を一匹
ずつ全身型プレチスモグラフ（PLY4211；Buxco 
Electronics）のチャンバー内に入れ，10:00-11:00
の 1 時間，呼吸波形を測定・記録したのち，1秒以上
の無呼吸の発生回数について解析を行った。生後 3
週までは生母に養育させ，明暗条件は 07:00-19:00
を明期とした。wild については，生母が Mecp2-/yと
同一のものと，野生型母（C57BL/6J）から生まれた
もので区別して数値処理を行った。 
②Mecp2-/yならびに wild について，生後 8 日から 7
日間，18:00 にバルプロ酸の腹腔内投与を行い，無呼
吸への影響を生後 15 日で検討した。バルプロ酸の一
回投与量は 2 mmol/kg/day とした。 
③Mecp2-/yならびに wild について生後 2 週で脳組織
をとりだし，ただちに冷却したのちクリオスタット
上で延髄腹側呼吸群の組織を18ゲージの注射針を用
いてパンチアウトした。そののち組織から RNA を抽
出し，リアルタイム PCR 法（Light Cycler Nano, Roche 

Applied Science）により GAD1 mRNA 量を測定した。
また，バルプロ酸の腹腔内投与を行ったマウスにつ
いても同様に GAD1 mRNA の測定を行い，vehicle 投与
群と比較した。 
④上記の方法で延髄腹側呼吸群の組織をパンチアウ
トし DNA を抽出した。bisulfite 処理を行ったのち
GAD1の近位プロモーター領域について nested PCRを
行い，得られた産物をプラスミドにサブクローニン
グし，塩基配列を決定した。それぞれの群につき 60
クローンを得て，クローニングした領域に含まれる
23 の CpG についてメチル化 cytosine を検出した。 
（倫理面への配慮） 
 本研究は日本大学歯学部実験動物委員会の承認を
得て実施し，実験動物の取扱いは同委員会の指針に
従って行った。（承認番号 2013-歯-001，AP10D008） 
 
Ｃ．研究結果 
①2，3，5，7週のいずれの週齢でも，Mecp2-/yは野生
型母より生まれたwildと比べ無呼吸頻度が高かった
（p<0.01）。一方，Mecp2-/yと同じ母（Mecp2 ヘテロ接
合マウス）から生まれた wild と比較した場合，無呼
吸の頻度に有意差はみられなかった。 
②生後 15 日の Mecp2-/yについて，バルプロ酸の腹腔
内投与により，vehicle 投与群に比べ無呼吸頻度が有
意に減少した（p<0.05）。wild については，無呼吸頻
度に対するバルプロ酸の影響はみられなかった。 
③生後 2 週における延髄腹側呼吸群での GAD1 mRNA 
発現量は，野生型母から生まれたwildに比べMecp2-/y

で有意に低下していた（p<0.05）。バルプロ酸の腹腔
内投与により，Mecp2-/yの GAD1 mRNA 発現量は有意に
増加し（p<0.05），バルプロ酸を投与した wild との



比較では有意差は認められなかった。 
④延髄腹側呼吸群におけるGAD1近位プロモーター領
域の CpGメチル化レベルを 23個所について調べたと
ころ，Mecp2-/yならびに同腹の wild では，野生型母
から生まれたwildに比べ高メチル化状態にあること
が明らかになった。 
 
Ｄ．考察 
 Mecp2-/yでは生後5週以降に無呼吸頻度の上昇が報
告されている。本研究において野生型母から生まれ
た wild と Mecp2-/yを比較したところ，Mecp2-/yではい
ずれの週齢においても有意に無呼吸頻度が高かった。
一方，Mecp2-/yと同腹の wild については Mecp2-/yがど
の週齢でも高い値を示したものの，両者の無呼吸頻
度に有意差は認められなかった。 
母の遺伝子型の違いによる仔の無呼吸頻度の違い，
ならびに Mecp2-/y での著明な無呼吸頻度の上昇がど
のようなメカニズムを介して引き起こされているか
を解明するため，延髄腹側呼吸群での GABA の働きに
着目し，GABA の合成酵素の一つである GAD1 の mRNA
発現，ならびに GAD1 の近位プロモーターに存在する
CpG のメチル化状態を調べ，Mecp2-/yと wild で比較し
た。その結果，Mecp2-/y では野生型母から生まれた
wild に比べ GAD1 の mRNA 発現量の低下が認められ，
GAD1 プロモーターの CpG のメチル化レベルが上昇し
ていた。 
以上の知見から，Mecp2-/yで認められた無呼吸頻度
の上昇に，延髄腹側呼吸群での GAD1 プロモーターの
CpG 高メチル化とそれによる GAD1 活性の低下，なら
びにGABA合成の減少が関与していることが推測され
た。バルプロ酸投与によって Mecp2-/yの無呼吸が減少
し，延髄腹側呼吸群での GAD1 mRNA 発現量の増加が
認められたことは，無呼吸と GABA 合成との関連性を
強く示唆する。 
母親が野生型か Mecp2 ヘテロ接合型かによって同
じ wild で無呼吸頻度に違いが生じた理由として，呼
吸リズムの安定性に関与している仔マウスの延髄腹

側呼吸ニューロン群の発達に，少なくとも生後 2 週
以前に Mecp2 ヘテロ接合型の母から何らかの負の影
響が及んだことが考えられた。それが胎生期におい
て仔マウスの中枢に働いたものか，それとも出生後
の 2 週間の哺乳期に働いたものかについては今後検
討が必要であるが，母マウスの遺伝子型の違いによ
って GAD1プロモーターの CpGのメチル化に違いがみ
られたことから，GAD1 mRNA 発現へのエピジェネティ
ックな影響も考えられる。 
 
Ｅ．結論 
Mecp2-/yに特徴的な無呼吸の増加に，延髄腹側呼吸
群での GAD1プロモーターの CpG高メチル化ならびに
それによる GAD1 mRNA 発現量の低下，ならびに母マ
ウスの遺伝子型の違いに基づく仔マウスの中枢発達
への影響が関与している可能性が示された。 
 
Ｆ．研究発表 
1.  論文発表 
 なし。 
 
2.  学会発表 
1. Nishiyama M, Asano M, Iwasa S, Suzuki A, Wada 
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apnea and reduced GAD1 mRNA expression in 
respiratory nuclei of Mecp2-deficient mice. 
Neuroscience 2013, Nov. 12, San Diego. 
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レット症候群の臨床遺伝学的研究 

 

分担研究者 高橋 悟 旭川医科大学小児科 

 

研究要旨 

「先天型」レット症候群の病因遺伝子として同定されたFOXG1 に遺伝子異常を有した３例に

ついて、その臨床症状と遺伝子異常との関連について検討した。３例中２例は、FOXG1 の遺

伝子内変異に起因し、残りの１例は14q12 に微細欠失を有する患者であった。この欠失患者

には14q12 欠失症候群で報告されている特異顔貌の特徴がみられ、同定された欠失範囲には

２つの遺伝子FOXG1とC14orf23 が含まれていた。一方、FOXG1 遺伝子内変異の患者の顔貌に

は特徴はなかった。以上の所見より、14q12 欠失症候群でみられる症候のうち、特異顔貌は

C14orf23 のハプロ不全の影響であると考えられた。 

 

Ａ．研究目的 
レット症候群典型例のおよそ 90%の症例では、MECP2

に異常が同定される。一方、レット症候群に類似す

るが異なった臨床経過を示す非典型例では MECP2 異

常の検出率は低く、「早期発症てんかん型」では CDKL5

が、「先天型」では FOXG1 が病因遺伝子として同定さ

れている。「先天型」では、FOXG1 を含む 14q12 に欠

失を有する症例と FOXG1 の遺伝子内変異に起因する

症例が知られている (1,2)。本研究では、「先天型」

レット症候群の病態理解を深めることを目的とし、

その臨床症状と遺伝子異常との関連を検討した。 

 
Ｂ．研究方法 
「先天型」レット症候群を疑われた患者のうち、

MECP2とCDKL5に遺伝子変異のなかった２３例を対象

とした。遺伝子解析は、末梢血白血球より抽出した

DNA を用いて、FOXG1 遺伝子について直接塩基配列決

定法にて解析した。変異が同定されなかった場合に

は、multiplex ligation-dependent probe 

amplification (MLPA)法あるいは定量的 PCR 法にて

解析した。遺伝子欠失範囲の決定は、

array-comparative genomic hybridization (CGH)法

にて high-resolution 400 K array (Agilent 

Technologies Inc.)を用いて行った。遺伝子解析は、

旭川医科大学の倫理委員会の承認を得て、患者ある

いは保護者への十分な説明と同意が得られた場合に

行われた。 

 

Ｃ．研究結果 
FOXG1 遺伝子異常は３例の患者で同定され、そのうち

２例は FOXG1 の遺伝子内変異（c.256dupC, 

p.Gln86ProfsX35; c.689G>A, p.Arg230His）(3)であ

った。残りの１例は、14q12に0.54-Mbの欠失を有し、

その欠失範囲にはFOXG1と C14orf23が含まれていた

(4)。この欠失症例では、特異顔貌（円形顔貌、上向

きの鼻孔、テント状の上口唇）がみられ、これまで

に 14q12 欠失症候群で報告されている特徴に一致す

るものであった (1,2)。しかし、FOXG1 の遺伝子内変

異の症例ではこのような顔貌の特徴は見られなかっ

た。 

 
Ｄ．考察 
「先天型」レット症候群を疑われた患者２３例のう

ち、FOXG1 異常が同定されたのは３例のみであり、「先

天型」レット症候群に類似の症候を示す病態は多様

であることが示唆された。FOXG1 異常を有する症例の

臨床的特徴は、乳児期早期から明らかとなる精神運

動発達遅滞と小頭症である。我々が経験した 14q12

欠失症候群の欠失範囲は、これまでの報告の中では

最も狭く、その中には２つの遺伝子FOXG1とC14orf23

が含まれていた。この患者でみられた特異顔貌は、

14q12 欠失症候群で報告されている特徴に一致する

ものであった（1,2）。FOXG1 の遺伝子内変異の症例で

は、このような顔貌の特徴は見られなかったことよ

り、14q12 欠失症候群でみられる顔貌の特徴は

C14orf23 の欠失による影響と考えることができた。 
 
Ｅ．結論 
14q12 欠失症候群でみられる症候のうち、特異顔貌は

C14orf23 のハプロ不全の影響と考えられた。 
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レット症候群モデルマウスにおける IGFBP3 発現量の影響 
 
        研究分担者 青天目 信 大阪大学大学院医学系研究科小児科学 特任助教 
        研究代表者 伊藤 雅之 国立精神・神経医療研究センター 室長 
        
研究要旨 
 本研究では、レット症候群(RTT)のモデルマウスにおいて、RTT の原因遺伝子の MECP2 の下
流遺伝子である IGFBP-3 の発現量を変化させて生じる表現型を、主に神経病理学的方法を用
いて解析する。近年、開発された IGF-1 治療は、モデルマウスと患者の双方で、症状を改善
するが、MECP2 が IGF-1 を直接修飾することは証明されていない。IGFBP3 は IGF-1 の機能発
現に重要なタンパクであり、RTT における IGFBP3 の役割を解明することにより、IGF-1 療法
のメカニズムが解明し、より有効な治療法の開発につながると期待される 

 
Ａ．研究目的 
 レット症候群(RTT)の原因遺伝子である MECP2 は、
さまざまな遺伝子のプロモーターに結合してその
発現を調節する働きを担っている。我々は、そう

した MECP2 の下流遺伝子として、DLX5/6 と IGFBP3
を 発 見 し た  (Nat Genet 2005;37:31, J 
Neuropathol Exp Neurol 2007;66:117)。 
 IGFBP3 は、成長ホルモン(GH)の下流に存在する



 

IGF-1 と結合するタンパクの中で、最も多いもので
ある。GH は下垂体で分泌された後、肝臓で IGF-1
の産生を促し、この IGF-1 が体内の各臓器で作用
を発揮する。筋や長管骨、軟骨に働いて、身体の
成長を促し、神経では神経発生、髄鞘化、シナプ
ス形成、樹状突起形成を促す。IGF-1 には、特異的
な結合タンパクが存在し、血液中では IGF-1 と結
合して、標的臓器まで運ぶ機能と IGF-1 の機能を
制御する役割を担っている。そうした結合タンパ
クの中で、最も多いのが IGFBP-3 である。我々は、
先述の研究で、IGFBP-3 遺伝子の上流のプロモータ
ー領域に、MECP2 が結合すること、モデルマウスと
ヒトの RTT 患者の双方で IGFBP3 の発現が増加して
いることを示した。 
 この研究では、RTT のモデルマウスで、Ifgbp3
の発現量を変化させた時の症状・表現型を、主に
神経病理学的方法を用いて解析し、RTT 症状発現に
おける IGFBP3 の関与を同定する。 
 
Ｂ．研究方法 
すでにRTTのモデル動物として確立されたMecp2
ノックアウト (Mecp2-KO)マウス (Nat Genet 
2001;27:322)と既報告のヒトの IGFBP3 を組み込ん
だ hIGFBP3 トランスジェニック (hIGFBP3-TG)マウ
ス (Endocrinology 2001;142:1958)を掛け合わせ
て、Mecp2-KO と hIGFBP3 のダブルミュータントマ
ウスを作成した。Mecp2-KO のオスのマウス(-/y の
hemizygous mouse)と Mecp2-KO-hIGFBP3-TG ダブル
ミュータントマウスについて、生後 42 日時点での
体重と脳重量、体性感覚野における皮質厚、Golgi
染色で、体性感覚野第 V 層に存在する尖端樹状突
起の基部から 100µｍにおける分岐数、樹状突起上
の シ ナ プ ス ボ タ ン を 形 態 別 に 糸 状 の

filopodia-type spine、キノコ状の mushroom-type 
spine の数を比較した。 
 
Ｃ．研究結果 
 Mecp2-KO マウスと Mecp2-KO-hIGFBP3-TG ダブル
ミュータントマウスの体重は、13.83 ± 3.31g, 
11.95 ± 15.39 g (p>0.05)、脳重量は、0.37 ± 0.00 
g, 0.28 ± 0.00 g (p<0.05)、皮質厚は 974.85 ± 
3225.55 μm, 940.83 ± 1782.73μm (p>0.05)、
分岐数は 5.49 ± 0.31 本, 6.05 ± 0.66 本 
(p>0.05)、filopodia type spine は、59.64 ± 27.32
本, 79.4 ± 301.72 本 (p>0.05)、mushroom-type
は、6.02 ± 3.38 本, 3.13 ± 0.59 本 (p<0.05)
であった。 
 
Ｄ．考察 
 Mecp2 の KO マウスで、IGFBP-3 を過剰発現させ
たダブルミュータントのマウスでは、Mecp2 単独の
KO マウスと比較して、体重は有意差はないが、脳
重量は有意に軽かった。また、Golgi 染色では、尖
端樹状突起の分岐数や filopodia-type spine の数
には有意差がなかったが、mushroom-type の数は有
意に減少していた。神経樹状突起上に存在する
dendritic spine は、形態から filopodia type 
spine、stubby type spine、mushroom-type spine
に分類されるが、filopodia type spine は分～日
単位で出現・消失することが知られているが、
mushroom-type spine は週～月単位にわたって、安
定して存続する成熟する spine と考えられている。
神経と神経の間の興奮性信号伝達が行われるのは、
こうした spine 上に存在するシナプスであり、
mushroom-type spine がダブルミュータントマウス
で有意に減少していたことは、IGFBP3 の過剰発現

により、神経伝達が安定して行われないことを示
唆している可能性がある。 
 IGF-1 は、IGFBP3 が結合して、標的臓器に運搬
されたり、左葉を修飾されたりする重要な生理活
性を持つホルモンだが、近年、IGF-1 を RTT のモデ
ルマウスに投与すると、生存期間、運動機能、呼
吸数、心拍数が改善することが示された (Proc Nat 
Acad Soc 2009;106:2029)。また、米国とイタリア
で行われている治験で IGF-1 により患者の症状が
改善していることも示されている(私信)。しかし、
IGF-1 が、どのようなメカニズムにより RTT のモデ
ルマウスや患者の症状を改善しているのかは、不
明である。IGFBP-3 は IGF-1 の機能発現・制御に重
要な役割を果たしているホルモンであり、IGFBP-3
の動態や働きを探ることにより、IGF-1 治療のメカ
ニズムの解明や、より効率的な治療法について理
解を深められる可能性があると考えられた。 
 現在、Igfbp3 のノックアウトマウスと Mecp2-KO

マウスを交配し、その解析を行っている。 
 
Ｅ．結論 
 本研究では、hIGFBP-3 を過剰発現させた
Mecp2-KO マウスでは、脳重量が減り、成熟した
dendritic spine が減少していることが示された。
この減少は、RTT の患者の神経機能障害と関連して
いる可能性と IGF-1 療法のメカニズムを解明する
糸口となる可能性が示された。 
 
Ｇ．研究発表 
1. 論文発表 
 なし。 
 
2. 学会発表 
 なし。 
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メチル化CpG結合タンパク５(MBD5)の機能解析 

 
       研究分担者 堀家 慎一 金沢大学学際科学実験センター・准教授 
       研究協力者 堀家 牧子 金沢大学学際科学実験センター・博士研究員 
 
研究要旨 
近年の全ゲノム解析により，MDB5（メチル化CpG結合ドメインタンパク質5）が欠失している症
例が数多く報告された。同じメチル化CpG結合ドメインをもつMeCP2は自閉症を主徴とするレッ
ト症候群の原因遺伝子であり，MBD5とMeCP2が共通の機能により脳の発達過程において何らか
の重要な役割を担っていると示唆される。そこで，本研究では神経細胞におけるMBD5のターゲ
ット遺伝子の同定並びに，その制御メカニズムを明らかにすることにより，メチル化CpG結合
ドメインタンパク質を介したエピジェネティクスと発達障害との関連を解き明かす。 

 
Ａ．研究目的 
 近年の発達障害患者の全ゲノム解析により，MDB5
（メチル化CpG結合ドメインタンパク質5）が欠失ある
いは重複している症例が数多く報告された。MBD5も
MeCP2同様，メチル化CpG結合ドメイン（MBD）を有す
るタンパク質であるが，メチル化CpGへの結合能が明
確に示されないため，メチル化CpGに直接結合する以
外の機能を有していると推測されるが，発達障害の発
症機序における役割は全く分かっていない。そこで，
本研究では神経細胞におけるMBD5のターゲット遺伝
子の同定並びに，その制御メカニズムを明らかにする
ことにより，MBD5の脳での機能を明確にすると共に，
メチル化CpG結合ドメインタンパク質を介したエピジ
ェネティクスと発達障害との関連を解き明かす。 
 
Ｂ．研究方法 
 神経細胞分化におけるMBD5の役割を明らかにする
ため，ゲノム編集技術の一つであるジンクフィンガ
ーヌクレアーゼ(ZFN)を用い，神経細胞様に分化誘導
出来るヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞株で MBD5 のヘ
テロ欠損細胞株を樹立する。樹立した細胞株を発達
障害患者のモデル細胞として，mRNA マイクロアレイ
解析により MBD5+/-で発現変化を呈する遺伝子の同定
を試みる。同定した MBD5 のターゲット遺伝子の機能
より，MBD5 の機能を類推し，生化学的実験により，
MBD5 の機能を明らかにする。 
（倫理面への配慮） 
本研究では、確立された培養細胞を用いた実験であり、
遺伝子組み換えにおいては金沢大学遺伝子組換えDNA
安全委員会の承認を得ている。 
 
Ｃ．研究結果 
 神経分化におけるMBD5の役割を明らかにするため，
ZFNを用いヒト神経芽細胞腫SH-SY5Y細胞株でMBD5の
ノックアウトを行った。ZFNによるDNA切断，ミスマッ
チ修復による5塩基の挿入の結果，核移行シグナル
(NLS)からC末側を欠損した断片化MBD5をヘテロに持

つ細胞株を樹立した。発達障害患者においてMBD5の欠
失はヘテロであることから，本樹立細胞を発達障害患
者のモデル細胞として，マイクロアレイ解析により
MBD5+/-で発現変化を呈する遺伝子のスクリーニング
を行った。本研究はMBD5の脳での機能を明らかにする
ことを主目的とするため，正常SH-SY5Y細胞とMBD5+/-

の SH-SY5Y 細 胞 を PMA （ Phorbol 12-Myristate 
13-acetate）処理により神経細胞に分化した時に発現
変化のある遺伝子（神経分化に関与する遺伝子）同士
を比較し，MBD5+/-で分化誘導に際し発現に異常が生じ
た遺伝子をスクリーニングした。その結果，とても興
味深いことに，microRNAやsnRNAなどのnon-coding RNA
の占める割合が極めて高く，MBD5がそれらnon-coding 
RNAの発現制御に関わっている可能性が示唆された。 
 
Ｄ．考察 
 最近，Rett症候群の原因遺伝子であり，MBD5と同様
にメチル化CpG結合ドメインを有するMeCP2が
microRNAの発現制御に関わっていること，また，選択
的スプライシングの機構に関与していることなどが
報告されており，メチル化CpG結合ドメインタンパク
質の新たな機能として注目されている。一方，今回
MBD5+/- で お よ そ 2 倍 の 発 現 上 昇 を 認 め た
microRNA,MIR548A1は6p22.3に位置するが，この領域
は自閉症患者で欠失が多数報告されており，自閉症発
症機序を考える上でも大変興味深い。また，発現量が
およそ半分にまで減少しているMOG遺伝子はナルコレ
プシーとカタレプシー家系の解析で変異が同定され
ている。発達障害の患者において，しばしば睡眠障害
が認められることから，MBD5を介したMOG遺伝子の発
現制御機構が発達障害の発症機序に関与しているこ
とが示唆される。 
 
Ｅ．結論 
 MBD5 はメチル化 CpG 結合ドメインを有するにも関
わらず，DNA 結合能が明確ではないため，「メチル化
CpG に結合し，遺伝子を不活性化する」のとは異なる



 

機能を有していることが推測されている。最近，Rett
症候群の原因遺伝子であるメチル化 CpG 結合ドメイ
ンタンパク質 MeCP2 が microRNA の発現制御や選択的
スプライシングの機構に関与していることが報告さ
れ，メチル化 CpG 結合ドメインタンパク質の新たな機
能として注目されている。MeCP2 も片アレルの変異に
より Rett 症候群を発症するが，何故自閉症などの神
経系にその症状が発症するのかは明らかになってい
ない。同じメチル化 CpG 結合ドメインタンパク質であ
る MBD5 が MeCP2 と同様，microRNA の発現制御や選択
的スプライシングの機構に関与しているのか，だとす
ると MeCP2 との棲み分けはどのようにして行われて
いるのか，など，脳における MBD5 の機能を明確にす
ることにより，単に MBD5 の欠失で生じる発達障害の
発症メカニズムの解明だけでなく，他のメチル化 CpG
結合ドメインタンパク質の異常に伴い生じる病態の
解明にもつながると考えている。 
 
Ｇ．研究発表 
1.  論文発表 
 なし。 
 
2.  学会発表 
1. 堀家慎一，Yasui DH，押村光雄，LaSalle JM，目
黒ー堀家牧子 「父性発現遺伝子 MAGEL2 の遺伝子発
現制御における染色体ダイナミクスの役割」第 7回
日本エピジェネティクス研究会年会，奈良県新公会
堂，奈良，2013 年 5月 30〜31 日 
2. 堀家慎一「MeCP2 is required for chromatin 
higher-order structure and dynamics at the 
imprinted 15q11-q13 locus.」酵母からのエピジェ
ネティクス研究へのメッセージ，グランディア芳泉，
あわら，2013 年 9月 2〜4 日 
3. 堀家慎一【招待講演】「神経疾患のジェネティク

スとエピジェネティクス」日本心理学会 第 77 回
大会，札幌コンベンションセンター，札幌，2013
年 9月 19〜21 日 
3.  Horike S.(Oral) 「 MeCP2 is required for 
chromatin higher-order structure and dynamics at 
the imprinted 15q11-q13 locus.」Epigenomics of 
Common Diseases, Wellcome Trust Conference 
Centre, Wellcome Trust Genome Campus, Hinxton, 
Cambridge, UK 2013 年 11 月 7〜10 日 
4. 堀家慎一，岡田源作，棟居俊夫，東田陽博，横山
茂，目黒ー堀家牧子  「自閉症発症機序におけるエ
ピゲノムの重要性〜オキシトシンレセプタープロ
モーター領域の DNAメチル化解析〜」日本人類遺伝
学会 第 58 回大会，江陽グランドホテル，仙台，
2013 年 11 月 20〜23 日 
5.  堀家慎一，Yasui DH，押村光雄，LaSalle JM，目
黒ー堀家牧子 「15ｑ11-ｑ13 領域の遺伝子発現制御
における染色体ダイナミクスの役割」第 31 回染色
体ワークショップ・第12回核ダイナミクス研究会，
ホテルおかだ，箱根，2013 年 11 月 25〜27 日 
6.  堀家慎一，Yasui DH，LaSalle JM，目黒ー堀家牧
子「Long non-coding RNA, UBE3A-ATS is essential 
for long-range gene regulation and chromosome 
territory in 15q11-q13 imprinted locus.」第 36
回日本分子生物学会年会，神戸ポートアイランド，
神戸，2013 年 12 月 3〜6 日 
 
Ｈ．知的財産権の出願・登録状況  
1. 特許取得 なし。 
 
2. 実用新案登録 なし。 
 
3. その他      なし。 
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非典型レット症候群の原因遺伝子 CDKL5 の遺伝子変異による病態機序の解析 

 
      研究協力者 田中輝幸 東京大学大学院医学系研究科発達医科学教室・准教授 
      研究代表者 伊藤 雅之 国立精神・神経医療研究センター 室長 
 
研究要旨 
非典型レット症候群の原因遺伝子 CDKL5 の遺伝子変異による病態機序の解明を目的として、
我々が独自に作製した Cdkl5 ノックアウト (KO)マウスの神経科学的表現型解析を行った。
その結果 Cdkl5 KO マウスにおいて、海馬神経細胞樹状突起スパインの形態・密度異常、易痙
攣性、更にシナプス機能・蛋白質の異常を同定し、ヒトの CDKL5 変異に伴う病態が興奮性シ
ナプス機能異常である事が示唆された。 

 
Ａ．研究目的 
 Cyclin-dependent kinase-like 5 (CDKL5) 遺伝子
は早期発症てんかんを伴う非典型レット症候群の原
因遺伝子である。しかしその遺伝子変異による病態
機序及び根本的治療法は未解明である。私はこれら
の問題解決を目指し、Cdkl5 ノックアウト(KO)マウス
を作製した。本研究の目的は、Cdkl5 KO マウスのて
んかん、記憶障害、情動異常等の発達障害のメカニ
ズムの解明である。 
 
Ｂ．研究方法 
• Cdkl5 KO マウスの表現型解析  
(1) 神経細胞樹状突起及びスパインの解析 
(2) 薬物投与による易けいれん性解析 
(3) 海馬スライスの電気生理学的解析 
(4) 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 
 
Ｃ．研究結果 
• Cdkl5 KO マウス異常表現型解析 
 Cdkl5 KO マウスにおいて、海馬 CA1 錐体ニューロ
ンの樹状突起スパインの形態、サブクラス、及び密
度に異常が認められた。KO マウスに対する興奮性ア
ミノ酸投与によって、過剰な強いけいれんが誘発さ
れた。海馬スライスの電気生理学的解析により、KO
マウスにおける長期増強 (LTP)の異常、脱分極の異
常等を同定した。生化学的手法及び免疫電子顕微鏡
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構成異常を同定し
た。 
 
Ｄ．考察 
 Cdkl5 KOマウスでは神経細胞樹状突起において未
熟なスパインが有意に増加していることが明らかと
なった。更に、興奮性アミノ酸に対する過剰興奮、

興奮性ニューロンのグルタミン酸受容体蛋白質の異
常、電気生理学的異常などから、本KOマウスにおけ
るグルタミン酸シグナリング障害が明らかとなった。
本研究結果から、CDKL5遺伝子変異による発達障害の
病態が興奮性シナプス機能異常であることが示唆さ
れた。 
 
Ｅ．結論 
 Cdkl5 KO マウスの神経科学的解析によって、記
憶・学習・情動に極めて重要な働きを担う海馬の神
経細胞樹状突起スパインの形態・密度とシナプス受
容体蛋白質の異常、シナプス機能異常が同定された。 
 
Ｆ．研究発表 
1. 論文発表  
田中輝幸, 奥田耕助. (2013). 小児の難治性てんか
んと CDKL5. Clinical Neuroscience 31, 699-702. 
2. 学会発表  
「難治性てんかん・発達障害原因遺伝子 CDKL5 の生
体内分子機能・病態機序解析」第 54 回日本神経病理
学会総会学術研究会 (東京)(2013. 4.25) 
「West 症候群・非典型 Rett 症候群の原因遺伝子
CDKL5 のノックアウトマウス作製・解析による病態機
序の解明」第 55 回 日本小児神経学会 ( 大
分)(2013.5.30) 
「Functional studies of the CDKL5, a causative 
gene for neurodevelopmental disorders, by 
interactome screening and loss-of-function 
analyses」第36回日本神経科学大会 (京
都)(2013.6.22) 
(招待講演)「小児の難治性てんかんとCDKL5」第70回
東海てんかん集談会 (浜松)(2014.2.1) 
 
Ｇ．知的所有権の取得状況 
 特許取得、実用新案登録 なし  
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