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研究成果の概要（和文）：自閉症やてんかんなどを特徴とするレット症候群とMeCP2重複症候群はMeCP2という遺
伝子の変異によっておこる。MeCP2はニューロンとアストロサイトの両方で、脳の発達に重要な役割を果たす。
本研究では成熟マウスにおいてニューロン、あるいはアストロサイトのどちらのMeCP2が脳機能に重要なのか調
べた。成熟マウスのアストロサイト特異的なMeCP2過剰発現では異常は見られなかったが、ニューロン特異的な
過剰発現では、社会行動に障害が生じることがわかった。また成熟マウスの小脳ニューロン特異的にMeCP2をノ
ックアウトすることにも成功した。

研究成果の概要（英文）：Rett syndrome and MeCP2 duplication syndrome, which are characterized by 
various manifestations such as autism and epilepsy, are caused by mutation of MeCP2 gene. MeCP2 is 
critical for brain development in both neurons and astrocytes. In this study, we examined which 
MeCP2 in neurons or in astrocytes is critical for brain function of mature mice. We found that 
overexpression of MeCP2 in astrocytes caused no abnormal phenotypes, while overexpression in neurons
 induced impaired social behavior. In addition, we succeeded to knockout MeCP2 gene from mature 
mouse cerebellar neurons. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
MeCP2はニューロンとアストロサイトの両方で、脳の発達に重要な役割を果たすことが知られている。しかし、
MeCP2は成熟後も脳で発現し続けるが、成熟脳における役割はほとんど明らかになっていない。本研究で、成熟
マウスのニューロンにMeCP2を過剰発現させると他のマウスにあまり関心を示さなくなった。すなわち、ニュー
ロンに発現するMeCP2は他者とコミュニケーションをとる社会行動に重要な役割を果たすことが示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
レット症候群は自閉症やてんかん、失調性歩行、特有の手もみ動作を主徴とする X連鎖顕性（優
性）遺伝性の精神神経疾患である。生後しばらくは正常発達を遂げるが、6ヶ月ごろから異常に
気づかれ、以後進行性の経過を示す。X染色体上のMECP2 (methyl-CpG binding protein 2)遺
伝子の変異が原因である。MeCP2タンパク質はメチル化されたゲノムのプロモーター領域に結
合し、その遺伝子の働きを抑制、あるいは促進する働きがある。以上より、変異MeCP2による
遺伝子発現の調節不全が本疾患の原因であると考えられている。 
プルキンエ細胞は出生直後から MeCP2 タンパク質を発現しており、生後 3〜4 週から顆粒細
胞、介在ニューロンで急激に産生されはじめる。さらにバーグマングリアにも発現している。し
たがって、MeCP2は小脳の発達と機能制御に密接に関与していると推測できる。 
 過去 10 年以上にわたり本研究者らはウイルスベクターに最適化した細胞種特異的プロモー
ター[プルキンエ細胞、バーグマングリア（アストロサイト）、介在ニューロン、ニューロン全般、
抑制性ニューロン]を開発して来た。これらの細胞種特異的プロモーター制御下で MeCP2 遺伝
子を制御する分子（CreやmiRNA）を発現する AAV-PHP.Bを、野生型マウスや floxマウスに
静脈投与することで、細胞種特異的、かつ時期特異的な遺伝子過剰発現やノックアウト（KO）
/ノックダウン（KD）が可能になった。また KOマウスに対して、細胞種・時期特異的なレスキ
ューも可能となる。MeCP2は小脳に加えて、脳の広い領域でニューロンとグリアに発現してお
り、その変異によるレット症候群の患者は、自閉症を含む多彩な症状を示すが、本研究者らの技
術を使えば、各細胞種の各時期におけるMeCP2の役割、小脳と精神機能の関連、さらに静脈投
与による治療の可能性について、効率的に実験を進めることができ、分子・細胞レベルから明確
な答えが得られるのではないかと考えた。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究者らは、AAV ベクターを静脈投与するだけで、全脳、あるいは小脳の特定細胞群にお
ける遺伝子発現を、極めて効率的に制御する技術を確立した。成熟したマウスにおいて、細胞種
特異的にMeCP2発減量を増減させることで、異常なフェノタイプが見られるか調べることを目
的とした。遺伝子 KOは、成熟後のMECP2の floxマウスに、細胞種（プルキンエ細胞、バー
グマングリアなど）特異的に Creを発現する AAVベクターを投与する。また、MeCP2を欠損
し自閉症様行動や運動失調を示すレット症候群モデルマウスに、開発したMeCP2発現 AAVベ
クターを一度静脈投与するだけで、症状を回復できるかを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
細胞種特異的な MeCP2 重複症候群モデルマウスの作出と解析 
MeCP2 はメチル化された DNA に結合して転写制御を行っているタンパク質であり、発現量が多
い場合は MeCP2 重複症候群を発症することが知られている。本研究ではマウスの血液脳関門を
効率的に透過する AAV ベクター（AAV-PHP.B）を用いて、野生型の成熟マウス脳内でニューロン
特異的、あるいはアストロサイト特異的に MeCP2 を過剰発現させる。ニューロン特異的発現には
NSE プロモーター、またアストロサイト特異的発現には GFAP プロモーターを用いる。その後、
自閉症様の行動が見られるか、行動実験により確認する。 
 
細胞種特異的なレット症候群モデルマウスの作出と解析 
a) CRISPR/Cas9 システムを用いたレット症候群モデルマウスの作出 
成熟後に AAV-PHP.B の静脈投与により細胞種特異的に CRISPR/Cas9 システムを発現させて
MeCP2 遺伝子の KOを行い、KO 効率を免疫染色で評価するとともに行動障害についても調べる。 
 
b) 細胞種特異的 MeCP2 KO マウスの作出と解析 
成熟後に細胞種特異的にMeCP2を欠損させるために、CRISPR/Cas9システムを用いてMeCP2 flox
マウスを作出する。アストロサイト特異的、あるいはニューロン特異的 Cre 発現 AAV-PHP.B を
MeCP2 flox マウスに静脈投与しアストロサイト、あるいはニューロン特異的な MeCP2 マウスを
作出する。 
 
MeCP2 欠損マウスの作出 
レット症候群の遺伝子治療が可能であるのかを検証するために、CRISPR/Cas9 システムを用い
て MeCP2 欠損マウスを作出する。 
 
MeCP2 は発達期および、成熟後の小脳において、各細胞で何をしているのか？ 
MECP2 flox マウスの小脳に、プルキンエ細胞または、バーグマングリア特異的 Cre（と GFP）
発現 AAV-PHP.B を静脈投与することで、細胞種特異的 MeCP2 欠損マウスを作成する。その後、行



動実験などフェノタイプの解析を行う。 
 
４．研究成果 

細胞種特異的な MeCP2 重複症候群モデルマウスの作出と解析 
MeCP2 のニューロン特異的過剰発現により、社会行動の障害が見られた 
マウスの血液脳関門を効率的に透過する AAV ベクター（AAV-PHP.B）を用いて、野生型の成熟マ
ウス脳内でニューロン特異的、あるいはアストロサイト特異的に MeCP2 を過剰発現させた。ニュ
ーロン特異的発現には NSE プロモーター、またアストロサイト特異的発現には GFAP プロモータ
ーを用いた。AAV-PHP.B は成熟マウスの眼窩静脈叢から投与した。ニューロン特異的及びアスト
ロサイト特異的の両群において、投与 6週間後の運動機能には明らかな異常は見られなかった。
しかし、投与 11 週後に社会行動を評価したところ、ニューロン特異的発現群で社会行動に異常
が見られた（下図参照）。 
 

 
一方、アストロサイト特異的発現群では異常は見られなかった。このことから成熟後の正常ニ
ューロンにおいて MeCP2 の発現量が増加すると、社会行動に異常が見られることが示された。 
 
 
細胞種特異的なレット症候群モデルマウスの作出と解析 
MeCP2 がゲノム上から欠失すると、自閉症スペクトラム障害の一つであるレット症候群を発症
することが知られている。MeCP2 欠損マウスは顕著な運動障害と発育障害を示し、オスは特に早
く死亡する。しかし、成熟後に細胞種特異的に MeCP2 を欠損させると、どのような症状が発現す
るのかは不明である。そこで成熟マウスのニューロン、アストロサイト、あるいは小脳プルキン
エ細胞特異的に MeCP2 を欠損させるとどのような症状が出現するのかを明らかにすることを目
的とした。また成熟後の MeCP2 欠損マウスへ AAV-PHP.B 静脈投与を介して、全脳的に MeCP2 を
発現させることで症状の改善ができるか、すなわちレット症候群の遺伝子治療が可能であるの
かを検証することを目的とした。 
 
a) 小脳プルキンエ細胞特異的 MeCP2 ノックアウトマウスの作出 
成熟後に AAV-PHP.B の静脈投与により細胞種特異的に CRISPR/Cas9 システムを発現させて
MeCP2 遺伝子のノックアウトを試みた。その結果、60%を超えるプルキンエ細胞に対して細胞種
特異的なノックアウトが起きていることが確認された（下図）。しかし、明らかな運動失調は見
られなかった。 
 



 
 
b) 細胞種特異的 MeCP2 KO マウスの作出と解析 
CRISPR/Cas9 システムを用いて MeCP2 flox マウスを作出した。成熟後の MeCP2 flox マウスに、
アストロサイト特異的 Cre 発現 AAV-PHP.B を静脈投与した。4週後にサクリファイスして観察し
たところ、アストロサイトに限局した KOは観察されたが、効率はかなり低かった。また、AAV 投
与４週後では行動に顕著な異常は観察されなかった。これは細胞の核内に存在する MeCP2 タン
パク質のターンオーバーが予想よりはるかに遅いためと推測された。さらに AAV ベクター投与
後、長い間隔をおいて検討する必要があり、マウスの飼育を継続することにした。 
 
MeCP2 欠損マウスの作出 
成熟後の MeCP2 欠損マウスへ AAV-PHP.B 静脈投与を介して、全脳的に MeCP2 を発現させること
で症状の改善ができるか、すなわちレット症候群の遺伝子治療が可能であるのかを検証するた
めに、CRISPR/Cas9 システムを用いて MeCP2 欠損マウスを作出した。MeCP2 欠損マウスは顕著な
運動失調を示した。メスは生後 100 日を超えても生存したが、オスは生後 10 週前後で死亡した。
以上のように、血液脳関門透過型 AAV-PHP.B を用いて MeCP2 を発現させる遺伝子治療が可能か
を解明する準備が整った。 
 
MeCP2 は発達期および、成熟後の小脳において、各細胞で何をしているのか？ 
MECP2 flox マウスに、バーグマングリアあるいはプルキンエ細胞特異的 Cre（と GFP）発現 AAV
を直接投与した。しかし小脳実質への Cre 発現 AAV ベクター投与では細胞種特異的な KO は観察
されず、ほぼ全ての細胞種で KO されていた。ニューロン特異的プロモーターやアストロサイト
特異的プロモーター制御下で Cre を発現する AAV-PHP.B を静脈投与した場合も、同様に細胞種
特異性なく KOが観察された。 
これは、目的とする細胞種以外においても、わずかに Cre が発現し、それにより組換えが起こ
ってしまうためと考えられた。これは当初予想していなかった結果であり、Cre 発現 AAV ベクタ
ーによる細胞種特異的発現を行うに当たって大きな障害となった。本課題の残りの研究期間は、
この問題を解決することに専念し、少なくともアストロサイト特異的発現系については解決策
が得られた。 
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