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研究成果の概要： 
レット症候群（RTT）は主に女児にみられる自閉性発達障害で、病態としてモノアミン系神経

細胞の障害などがある。RTT の原因遺伝子は、DNA メチル化による転写抑制機構の中核である

MeCP2 であり、この遺伝子発現抑制機構の破綻が病態形成の第一段と考えられている。RTT の

症状の多様性や遺伝様式の複雑な部分を説明するのに、X 染色体上にある MeCP2 のインプリン

ティングと X染色体不活化の関与を明らかにした。 

 我々が開発した遺伝子改変マウスと人工染色体を組み込んだ A9 細胞を用いて、Ｘ染色体の

エピジェネティック制御機構の関与する疾患の病態解明と MeCP2 isoform の研究を行った。そ

の結果、親アレルの違いによる胎仔発生率の違いを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 

レット症候群は主に女児にみられる自閉性

発達障害であり、その発症率は約 0.007％で

民族間の違いはなく、病理学的に乳幼児期か

ら頭が小さいこと、シナプスが少ないこと、

モノアミン系神経細胞の減少などが知られ

ている。我々はヒト脳幹及び大脳基底核に周

産期から生後数カ月にカテコールアミン及

びサブスタンス Pの発現異常を見いだし、症

状が顕在化する以前から病気がおこってい

ることを報告している。また、マウスのカテ

コールアミン作動性神経細胞の発達的分布

と MeCP2 発現から、出生前後の脳幹の神経細

胞、特に中脳ドーパミン作動性神経細胞が初

期の病態の責任部位であることを明らかに

した。一方、レット症候群の原因遺伝子とし

て、DNA メチル化による転写抑制機構の中核

であるメチル化 CpG 結合タンパク２（MeCP2）
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が報告されている。この遺伝子発現抑制機構

の破綻が、病態形成の第一段と考えられてい

る。しかし、MeCP2 と結合しているいくつか

の遺伝子が報告されているが、その生物学的

役割を解明するには至っていない。 

 近年の胚操作技術の進展でクローン生物

が作製され、個体発生にエピジェネティック

機構の関与がかなり大きいことが分かって

きた。X染色体上の遺伝子ではインプリンテ

ィングと不活化現象がある。例えば、レット

症候群の双生児発症で同じ遺伝子変異を持

ちながら症状の異なる症例は少なくない。こ

れは、Skewed X inactivation の関与が想定

されている。レット症候群の病態の多様性や

遺伝様式の複雑な部分を説明するのに、エピ

ジェネティック制御機構の関与が強く疑わ

れている。 

 また、我々は独自に遺伝子改変マウスを作

製し、Ｘ染色体のエピジェネティック制御機

構を想定する表現系を確認している。これは、

レット症候群のみならず、新たな発生異常を

呈する疾患の病態の解明につながるものと

期待できる。さらに、国内はもとより、国外

においても MeCP2 isoformの研究はほとんど

行われていない。 

 
２．研究の目的 

近年のゲノム研究と分子生物学的研究から、

インプリンティング遺伝子やゲノムメチル

化の異常が胎性致死や一部の精神遅滞疾患

の原因であることが分かってきた。MeCP2

は、遺伝子のプロモーターに結合し転写を

抑制する。臨床的には、この遺伝子変異は

発達性精神遅滞の代表的疾患であるレット

症候群の原因である。MeCP2 遺伝子は４つ

のエクソンからなり、２つの isoform をつ

くる。MeCP2A は旧来から知られるもので、

その変異型は見つかっていない。これには

胎性致死が推察されているが、その証明は

まだない。一方、MeCP2B の変異型は多くの

症例でみつかり、変異部位と表現型の関係

や活性欠損などが報告されている。これら

の事実から、２つの isoform は生理作用の

異なることが推察できる。そこで、われわ

れは MeCP2A 欠損マウスを作製し、MeCP2A

の生体内での機能解析を行い、表現型解析

や発現解析などの様々な解析を通して、個

体発生に大きく影響を及していることを明

らかにする。さらに、その分子機構を解明

する。  

 すでに我々は MeCP2A 欠損マウスを作製

し、胎仔の欠損アレルの由来が父母の違い

により胎生後期の生存率が極端に異なって

いることを明らかにしている。しかし、出

生後のマウスには明らかな症状はみられな

い。これは MeCP2A が胎仔期の特定の時期に、

X 染色体上の遺伝子のインプリンティング

の関与か imprinted chromosome X inacti 

vation（胎盤などの胎仔外組織で、父由来

の X 染色体が選択的に不活化を受ける現

象）を介して、胎児発生に重要な役割を果

たしていることが示唆される。本研究では、

X 染色体のエピジェネティック制御と

MeCP2 遺伝子の胎仔発生に関わる分子機構

に関して、染色体工学技術を用いて作られ

た試材とマウスを用いてその分子病態を明

らかにする。 

 
３．研究の方法 
(1) MeCP2A 欠損マウスの解析 

① 由来親アレルの違いによる個体発生の検

討：発生率の違いを胎生 12 日、16 日、生

後 0 日について検討する。 

② 臨床症状・行動解析の検討： MeCP2A 欠損

マウスの行動解析、恐怖・ストレス試験を

行う。 

③ 病理学的・生化学的検討：組織形態学的

に大脳皮質構築、シナプス形成を調べる。

MeCP2A 欠損マウスを環流固定後ただちに

凍結切片を作製し、免疫組織化学的検索を

行う。また、HPLC を用いて、モノアミン

の濃度を測る。 

④ 胎盤機能の検討： MeCP2A は胎盤で高い発

現を呈している。父親由来 MeCP2A 欠損

（p-def）マウスと母親由来 MeCP2A 欠損

（m-def）マウスの胎盤における MeCP2A、

MeCP2B の発現を real-time PCR で調べる。 

(2) A9細胞によるＸ染色体インプリンティン

グ・不活化を受ける遺伝子の解析 

① A9 細胞による MeCP2A,B 発現解析：父母由

来の異なるヒトＸ染色体（不活化を受けて

いないＸ染色体）を有する A９細胞におい

て、MeCP2A、B の各 isoform の発現パター

ンを精査する。 

② インプリンティング遺伝子のエピジェネ

ティック制御機構の検証：①の遺伝子発現

制 御 領 域 に 関 し て 、 5-Aza-2'-deoxy 

citidine のメチル化阻害剤の効果、 

methylation-specific PCR 法 お よ び

bisulfite sequencing 法を用いて検索す

る。その領域のクロマチン修飾に関して、

TSA、FK228 などのヒストン脱アセチル化

酵素(HDAC)阻害剤での発現パターンの変

化を観察するとともに、クロマチン免疫沈

降法(Chip アッセイ)を用いて検討する。 

③ マウス個体における MeCP2 の発現のイン



 

 

プリンティング・不活化の確認：マウス

JF と C57Bl/6 を掛け合わせて、X染色体上

の遺伝子多型を用いて父母由来の違いに

よる発現量の差を調べる。 

④ 組織による MeCP2 発現の解析：③のマウ

スから、種々の異なる発生時期の胎児と胎

盤を分離し、MeCP2 のアイソフォームごと

の発現パターンを、父母由来を分けて調べ

る。MeCP2 の正常胎児組織での発現パター

ンを検討する。 

 
４．研究成果 

(1) MeCP2A 欠損マウスの解析 

MeCP2 exon2 を LoxP ではさみ、Nestin-Cre

マウスと交配させることにより MeCP2A 欠損

マウスを作出した。バッククロスにより F10

を得て、解析に用いた。 

① 変異アレルの由来親による生仔数の違

い：父親由来 MeCP2A 欠損アレルを有する

生仔数では有意差が得られなかった

（n=105, p>0.05）が、母親由来 MeCP2A

欠損アレルを有する生仔数は有意に低下

していた（n=192, p<0.0001）。 

② 胎生期の解析：胎生 13.5 日で発生個体数

に有意差があった。この違いは、この時期

のみで確認できた。 

③ 胎生 13.5 日の解析：定量 PCR の結果、母

親由来遺伝子 pegsで有意な発現低下が認

められた。 

④ 臨床・行動解析：出生後、症状を呈する

ことなく、野生型と同様の臨床経過を示し

た。Open field 試験、迷路試験において

も野生型と差はなかった。 

 

(2) A9 細胞による X染色体インプリンティン

グ・不活化を受ける遺伝子の解析 

① A9 細胞による MeCP2 の発現解析：由来親

の違いによる MeCP2 発現には有意な差が

得られなかった。 

② MeCP2 欠損マウスの大脳組織から DNA を抽

出し、5-methylcytidine 抗体による Chip

アッセイを行った。その結果、複数個の遺

伝子を確認し、さらに組織内発現の検索を

行い、プロモーター領域の MeCP2 結合能を

解析中である。今後、この中から病態に関

与する遺伝子を拾いだす。 
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