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研究成果の概要（和文）： 
	 これまで申請者の施設において、Rett 症候群(RTT)モデルマウスを用いた遺伝子治療と

再生医療法の開発を行ってきた。また、ウイルスベクターを用いた Cre リコンビナーゼ処理

によって RTT の原因遺伝子である MeCP2(methyl-CpG-binding	 protein	 2)遺伝子を欠損させ

た RTT モデル ES 細胞を作製することに成功している。本研究課題では、RTT モデル動物体細

胞より iPS 細胞を作成し、神経系細胞へと分化誘導を行い、分子生化学的・電気生理学な手

法を用いる事によって MeCP2 遺伝子の変異が神経細胞の分化・成熟に対し与える影響を解析

し、MeCP2 欠損による病態形成機構の解明を行った。さらに、前回 ES 細胞を用いた解析によ

りRTTでの病態形成にグリア細胞が関わるとの知見が得られたため、これを解析するためRTT

モデルマウスよりグリア細胞を単離、その特性の解析を行った。	 

	 

研究成果の概要（英文）： 
	 	 In	 applicant's	 facilities,	 the	 regenerative	 medicine	 method	 and	 gene	 therapy	 in	 Rett	 
syndrome	 (RTT)	 has	 been	 developed	 with	 the	 model	 mouse	 .Moreover,	 it	 has	 been	 successful	 
with	 the	 establishment	 of	 RTT	 model	 embryonic	 stem	 cells	 that	 is	 knocked	 out	 the	 RTT	 
causative	 gene	 MeCP2	 (methyl-CpG-binding	 protein	 2).	 In	 this	 research,	 we	 established	 
the	 RTT	 model	 induced	 pluripotent	 stem	 cells	 (iPS	 cells)	 and	 analyzed	 the	 influence	 of	 
the	 MeCP2	 mutation	 for	 the	 differentiation	 and	 the	 maturity	 of	 the	 neuronal	 cells	 by	 
analysis	 of	 the	 neural	 cells	 differentiated	 from	 RTT	 model	 iPS	 cells.	 And,	 We	 found	 the	 
relationship	 between	 RTT	 pathogenesis	 and	 the	 function	 of	 glial	 cells.	 Therefore,	 We	 
analyzed	 the	 properties	 of	 RTT	 model	 glial	 cells.	 
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１．研究開始当初の背景 
Rett 症候群(RTT)は主に女児が罹患する

先天性疾患であり、最終的には重篤な精神

発達障害・呼吸を含む自律機能の失調を呈

し、大多数は早期に死亡する。近年の研究

により中枢神経におけるMeCP2遺伝子の変

異が原因として同定されたが、現在に至る

まで病態メカニズムを充分に説明する事

が可能な脳組織の構造上の欠陥や変性を

示す病理学的所見、分子生化学学的な機能

障害の特定には至っていない。進行性に

miserable な転帰を持つ当該疾患に対し、

疾患の治療法開発・病態形成機構の解明が

急務とされている。	 

 
２．研究の目的	 

	 申請者の施設では、ウイルスベクターを用

いた Cre リコンビナーゼ処理によって RTT の

原因遺伝子である MeCP2 遺伝子を欠損させた

RTTモデルES細胞を作製することに成功して

いる。本研究では、上記遺伝子操作技術を応

用し RTT モデル iPS 細胞を作成し、神経系細

胞へと分化誘導を行い、分子生化学的・電気

生理学な手法を用いる事によって MeCP2 遺伝

子の変異が神経細胞の分化・成熟に対し与え

る影響を解析、MeCP2 欠損による病態形成機

構の解明を目的としている。	 

	 また、我々の研究結果(2010.Brain	 Res.	 Y	 

Okabe. Neural	 development	 of	 methyl	 –	 CpG	 
-	 binding	 protein	 2	 null	 embryonic	 stem	 

cells:	 a	 system	 for	 studying	 Rett	 

syndrome.)から、RTT の病態形成機構とグリ

ア細胞の機能には密接な関係があると考え

られ、RTT モデルマウスより単離されたグリ

ア細胞の機能を解析する事により、その病態

への関わりと治療の可能性を検討する。	 

	 

３．研究の方法 
(1)RTT モデル動物由来 iPS 細胞株(RTT モデ

ル iPS 細胞株)の樹立、神経細胞への分化誘

導系の確立	 

山中四因子を RTT モデルマウスより採取され

た細胞株に導入し、MeCP2 遺伝子の変異を有

する RTT モデル iPS 細胞株を樹立する。次に、

MeCP2 機能解析に適した RTT モデル iPS 細胞

株を用いた神経系細胞分化誘導法を確立さ

せる。	 

(2)RTTモデルiPS細胞より分化誘導させた神

経細胞の特性解析	 

RTT モデル iPS 細胞より分化を誘導した神経

系細胞を用い、電気生理学的手法による膜特

性の測定、分子生科学的な手法を用いた遺伝

子発現状態の解析を行い、MeCP2 の変異によ

る分化過程・機能成熟への影響について評価

する。	 

(3)RTT モデルマウスからのグリア細胞の単

離とその特性解析	 

出生直後の RTT モデルマウスよりグリア細胞

を単離培養し、増殖能や様々な因子に対する

耐性能、神経伝達物質の代謝能等に関し解析

を行う。	 

①	 RTT モデルマウスからのグリア細胞の単	 

	 	 	 離と培養	 

	 出生直後の RTT モデルマウスよりグリア

細胞を単離し、経代培養を行う。増殖能に

ついて RTT・コントロール細胞間での比較を

行う。また、正常細胞の単離培養では経代

とともに増殖能が低下する事が一般的だが、

その減少の程度についても比較検討を行う。	 

②	 MeCP2 蛋白およびグリア細胞マーカー遺	 	 	 

	 	 	 伝子の発現状態の解析	 

	 近年ではグリア細胞にも MeCP2 蛋白が発

現しているとの報告が見られるが、以前の

報告ではグリア細胞には MeCP2 蛋白は発現



 

 

していないとの報告が多い。今回の培養細

胞において MeCP2 蛋白が発現している事を

確認し、RTT の病態解析に適した実験系であ

る事を確認する。また、RTT 患者およびモデ

ルマウスの解剖学的検討および我々の以前

の研究では、RTT モデルにおいてある種のグ

リア細胞のマーカー遺伝子・蛋白の発現状

態が亢進している事が確認されており、今

回の実験系における発現状態を確認する。	 

③	 グリア細胞における神経伝達物質代謝の	 

	 	 	 検討	 

近年、神経細胞のシナプス回路形成にお

いてグリア細胞が果たす役割が注目されて

いる。特にグリア細胞が持つシナプス間隙

からの神経伝達物質の除去・代謝能は神経

機能形成において重要な意義を持っている

と考えられる。また、RTT における病態と

してシナプス機能やその可塑性の障害の可

能性が報告されている。今回のグリア細胞

培養系において、神経伝達物質の除去・代

謝能を解析し、その病態形成との関わりを

検討する。	 

	 

４．研究成果	 

(1)	 RTT モデル iPS 細胞の樹立と特性解析	 

	 RTT モデルマウス由来の体細胞より iPS 細

胞を樹立、その特性解析を行った。RTT モデ

ル iPS 細胞は RTT モデル ES 細胞と類似の分

化特性を持ち、iPS 細胞由来の神経細胞にお

いても MeCP2 遺伝子がその分化能および機能

成熟に関わっており、病態解析のための有用

な実験系である事が確認された。（論文作成

中）	 

	 

(2)RTT モデルマウスからのグリア細胞の単

離とその特性解析	 

①	 RTT モデル・コントロールグリア細胞の	 	 	 	 	 	 

	 	 	 単離および増殖	 

	 出生直後のマウスより単離されたグリ

ア細胞を数代に渡り培養を行った。経代と

ともにその増殖能の減少が認められたが、

RTT・コントロール間での違いは認められな

かった。	 

②	 MeCP2 蛋白およびグリア細胞マーカー蛋	 

	 	 	 白の発現	 

	 培養されたグリア細胞の MeCP2 蛋白及び

グリア細胞蛋白の発現状態を調べた。コン

トロール細胞には MeCP2 蛋白の発現が認め

られたが、RTT モデルには認められなかった。

また、グリア細胞マーカー蛋白の発現では

有意に RTT モデル細胞における発現が亢進

されていた。この結果はヒト・マウスの組

織学的検討の結果と一致し、この実験系が

RTT 病態解析に有用である事が示された。	 

③	 神経伝達物質の代謝能および代謝関連遺	 

	 	 	 伝子・蛋白の発現状態の解析	 

	 コントロール・RTT モデル培養グリア細胞

における興奮性神経伝達物質であるグルタ

ミン酸の代謝能およびその関連遺伝子・蛋

白の発現状態を調べた。RTT モデル細胞にお

いて有意に細胞外からのグルタミン酸の取

り込み能が亢進していた。遺伝子・蛋白の

発現解析において、グルタミン酸代謝酵素

である glutamine	 synthetase の発現が亢進

しており、また、コントロールと比較し輸

送体であるグルタミン酸トランスポーター

（EAAT1、EAAT2）の発現抑制が減少してい

る事が確認された。	 

(2012.PLoS	 ONE.Y	 Okabe.	 Alterations	 of	 

Gene	 Expression	 and	 Glutamate	 Clearance	 in	 

Astrocytes	 Derived	 from	 MeCP2-Null	 Mouse	 

Model	 of	 Rett	 Syndrome)	 
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