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研究成果の概要（和文）：遺伝病の原因として DNA の配列異常が知られてきたが、これに加え、

DNA 修飾（エピゲノム）の異常も原因となることが判明した。このような背景の下、われわ

れは、エピゲノム因子（MeCP2）の異常で生じる小児自閉症疾患（レット症候群）の病態の解

明研究を行った。その結果、脳内で MeCP2 によって神経細胞接着因子が調節されていること

を明らかにし、合わせて栄養素やゲノム標的薬物を用いた治療法の基礎となる知見を得た。

研究成果の概要（英文）：Epigenetic abnormalities, as well as genetic mutations, are now
considered to be causes of genetic diseases. One of those is an autistic disorder, Rett
syndrome, which is caused by MECP2 gene mutations. In this study, we found new MECP2
target genes, which is involved in neuronal cell adhesion. Furthermore, we obtained some
knowledge of the therapeutic methodology for epigenomic diseases with nutritional factors
and gene-targeting epigenomic reagents.
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１．研究開始当初の背景

1990 年代に行われたゲノム解読計画の恩

恵により、今日まで、疾患の遺伝学的原因で

ある遺伝子変異（DNA 配列変化）が多数明ら

かにされてきた。

一方、DNA 配列や DNA によって取り巻かれ

ているヒストン蛋白質上の化学修飾が遺伝

子の機能に影響を与えるメカニズムである

エピジェネティクスの詳細が明らかにされ、

これに基づいて、最近、ゲノム全体に亘る修

飾（エピゲノム）の解読も開始された。
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エピゲノムは、ゲノムに比べて、環境（各

種栄養素、薬物、ストレスなど）の影響を受

け変化しやすい。したがって、環境変化によ

ってエピゲノム変化が生じ、その結果、遺伝

子機能が変化し最終的に疾患に至ることが

想定される。

小児においても、従来の先天性の遺伝性疾

患の他、子供を取り巻く環境に起因する後天

性の遺伝性疾患の存在が想定されるように

なってきた。この観点から、エピゲノム因子

の先天異常で生ずる自閉症疾患のレット症

候群と同様の病態が、後天的なエピゲノム異

常でも生ずると考えられるようになってき

た。

これを受け、エピゲノムは環境の影響を受

けやすい反面、可逆性（治療回復性）を有す

ることから、エピゲノム修復に根ざした新し

い遺伝子治療法の研究も検討され始めた。

２．研究の目的

研究の目的は、自閉症病態におけるエピゲ

ノム異常を明らかにし、その治療法確立にむ

けた知見を獲得することである。係る目的の

ため、以下の３つの研究課題を本研究期間内

の具体的な目的とした。

(1) MeCP2 蛋白質の標的遺伝子の特定

レット症候群は単一遺伝子の異常で発症す

る代表的な自閉症疾患である。この原因が

MeCP2 蛋白質（MeCP2）をコードする遺伝子の

異常であることと、この蛋白質が脳細胞内の

遺伝子のエピジェネティックな発現調節を

行っていることが判明した。以上の知見から、

自閉症の神経病態に脳内のエピジェネティ

ックな遺伝子調節の破綻が想定されるよう

になった。

しかしながら、具体的に MeCP2 によって調

節をうける遺伝子と自閉症病態との関連性

は明らかにされていなかった。そこでわれわ

れは、自閉症の神経病態に関係する MeCP2 に

よって神経細胞内で調節を受けている遺伝

子を探索した。

(2) エピゲノム治療栄養素（葉酸）の血中濃

度測定法としての質量分析法の検証

MeCP2 蛋白質の遺伝子調節作用は遺伝子

DNA 上のメチル化に依存している。したがっ

て MeCP2 蛋白質の遺伝子変異（先天的異常）

や後天的なメチル化の低下の際は、メチル化

の基質である栄養素（葉酸）の補充が有効と

考えられており、一部の自閉症児への有効性

が報告されている。

しかしながら、「葉酸の補充投与が、神経

機能に関わる標的遺伝子のメチル化を改善

させ、MeCP2 による適正な調節の回復を経て、

症状緩和に貢献している」との直接的証拠は

なかった。そこでわれわれは、これを証明す

る研究の関連研究として、葉酸の適正な投与

を血中でモニター可能な方法の開発を行っ

た。

(3) 遺伝子特異的エピゲノム治療法の基礎

的知見の獲得

葉酸は DNA メチル化強化効果を有する栄養

素である。したがって後天的に MeCP2 蛋白質

の標的（被調節）遺伝子の DNA メチル化低下

に対し、その修復（エピゲノム修復）に貢献

する物質といえる。

しかしながら、栄養素である葉酸は、特定

の標的遺伝子領域の DNAのメチル化を強化す

るだけでなく、ゲノム全体にグローバルに効

果を発揮する可能性が強い。そこでわれわれ

は、DNA 配列特異的にデザイン可能でその領

域のエピゲノム修復機能を有するピロール

イミダゾール(PI)・ポリアミドを用いた治療

戦略をスタートさせた。具体的には、レット

症候群で低下している MeCP2 遺伝子の発現回

復が期待される PI ポリアミドを設計した。

３．研究の方法



(1) MeCP2 蛋白質の標的遺伝子の特定

種々の分子遺伝学的手法を用いた。具体的

には、クロマチン免疫沈降法、バイサルファ

イトシーケンス法、ルシフェラーゼアッセイ、

siRNA による遺伝子発現抑制、定量 RT-PCR 法

を用いた。

(2) エピゲノム治療候補栄養素（葉酸）の

血中濃度測定法としての質量分析法の検証

新しい質量分析法（プローブエレクトロス

プレー法を用いた。

(3) 遺伝子特異的エピゲノム治療法の礎的

知見の獲得

MECP2遺伝子配列上のPIポリアミドのデザ

インに、ゲノムデータベースを用いた。

４．研究成果

(1) MeCP2 蛋白質の標的遺伝子の特定

①クロマチン免疫沈降法による結合遺伝子

の同定：ChiP and chip スクリーニング法に

よって得られた MeCP2結合遺伝子候補領域の

うち、PCDHB1 と PCDH7 において MeCP2 タンパ

ク質の結合が確認された。

なお、SNURF は既知の結合領域、GAPDH は既

知の非結合領域。APBP3 遺伝子では結合が確

認ができなかった（スクリーニング時の偽陽

性と判断）。

②バイサルファイトシーケンス法による結

合遺伝子のメチル化の把握： PCDHB1 では高

度の、PCDH7 では軽度のメチル化を認めた。

③MeCP2 による遺伝子発現低下の確認：ルシ

フェラーゼアッセイの結果、PCDHB1 と PCDH7

は、神経培養細胞内において、両依存的に

MeCP2 によって発現が抑制されることがわか

った(A)。また、患者変異を導入した MeCP2

や欠失を生じさせた MeCP2 では、抑制が生じ

ないか、著しい抑制不全を認めた(B)。

④siRNA 発現抑制による MEPC2 発現低下時の

２遺伝子の発現上昇確認（ヒト）： MEPC2 の

発現を特異的に低下させる siRNA をヒト神経

培養細胞内に導入したところ(A)、PCDHB1(B)、

PCDH7(C)ともに発現上昇を示した。このこと

から MECP2によって発現抑制がなされている

ことが支持された。



⑤siRNA 発現抑制による Mecp2 発現低下時の

２遺伝子の発現上昇確認（マウス）： MEPC2

の発現を特異的に低下させる siRNAをマウス

神経培養細胞内に導入したところ(A)、

Pcdhb1(B)、Pcdh7(C)ともに発現上昇を示し

た。このことからマウス神経系細胞において

も MECP2によって発現抑制がなされているこ

とが支持された。

⑥ヒトレット症候群患者死後脳における２

遺伝子の過剰発現の確認

一部の患者脳で PCDHB1 の過剰発現が確認

された

(2) エピゲノム治療候補栄養素（葉酸）の血

中濃度測定法としての質量分析法の検証

レット症候群の治療に用いられる抗てんか

ん薬の血中濃度を測定したところ、従来の

ELISA 法とほぼ同様の数値を示した。なお、

質量分析法では、ELISA 法に比べ、安価、迅

速に測定が行えた。

(3) 遺伝子特異的エピゲノム治療法の礎的

知見の獲得

ヒト MECP2 遺伝子の上流プロモーター領域

に、エピゲノム修飾を変化させることで発現

上昇が期待される PI ポリアミドをデザイン

した。
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