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研究成果の概要（和文）：エピゲノムには、ゲノムにはない可逆性が存在する。そこで、エピゲノム異常に起因する発
達障害疾患（Rett症候群）を対象にエピゲノム修復治療の可能性を検証した。当初、個々の遺伝子に作用する化合物の
作製を予定したが、修復対象遺伝子が多数想定されたことから、グローバルな作用を有する化合物の探索を行った。そ
の結果、本症に使用されている抗てんかん薬に多数の遺伝子を対象にしたエピゲノム修復を介した発現回復作用がある
ことが神経培養細胞で判明した。さらにこの薬剤以上の作用を有する新規化合物を２種見いだした。この効果が新規に
本症患者から作製したiPS細胞で確認できれば、本症の新たな治療薬候補になると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Epigenetics is a reversible mechanism. Thus, we investigated epigenomic restoratio
n for a representative autistic disorder, Rett syndrome. We initially planned to develop a chemical to res
tore epigenomic status in a gene-specific manner. However, we realized that genes that require epigenomic 
restoration were relatively many. Therefore, we searched chemicals with a global effect.  As a result, we 
demonstrated that a drug for epilepsy of Rett syndrome had a global effect with up-regulation of many gene
s. Furthermore, we identified more effective new chemicals, suggesting that these will be new drug candida
tes for Rett syndrome when we confirm the effect in our newly established patients-derived iPS cells.
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１．研究開始当初の背景  
	
 ヒトの遺伝子を構成する DNAの配列の異常

（遺伝子変異）が疾患の原因になることが良

く知られている。一方、DNA や DNA が取り巻

くヒストンタンパク質は精緻な化学修飾が

施されており、修飾パターンに変化や異常が

生ずると遺伝子の機能に障害が生ずること

も分かって来た。	
 

	
 このようなゲノム DNA上の化学修飾をエピ

ゲノムとよんでいる。エピゲノムは、DNA 配

列と異なり、可変性を有し、組織発生や細胞

分化の過程で、必要な遺伝子を機能させるた

めにめまぐるしく変化することが知られて

いる。	
 

	
 細胞分化が終了すると安定になるが、最近

環境要因がこれを変化させることがわかっ

てきた。	
 

	
 したがって、変化した異常なエピゲノム修

飾の可変性（可逆性）を利用して元に戻せれ

ば、疾患治療法になりうる。	
 

	
 そこでわれわれは、エピゲノム調節タンパ

ク質（MeCP2）の異常により被調節遺伝子の

発現の乱れが想定されている代表的な発達

障害疾患（Rett 症候群）を対象に、修復治療

について検証した。	
 

 
２．研究の目的  
	
 エピゲノムの実態は DNA のメチル化やヒ
ストンタンパク質のアセチル化などの化学

修飾である。そこで、修復のコンセプトとし

て、人為的に DNA のメチル化やヒストンの
アセチル化を促すような化合物を作製・同定

することであった。 
	
 そのために、以下の課題を検証した。 
(1) 修復対象遺伝子の把握 
	
 本研究の先行研究で、MeCP2 タンパク質
によって本来適正に調節されるが、Rett症候
群患者では MeCP2の異常により調節が破綻
しエピゲノム修復が必要とされる遺伝子を

少数同定していた（PCDHB1 や PCDH7 な

ど）。これに加え、さらにどの程度、修復対

象遺伝子が存在するかを調べた。具体的には

重症度の差異が著しい本症の一卵性双生児

間でエピゲノム差異が著しい遺伝子（すなわ

ち症状の重症化に関与し修復が必要となる

遺伝子）を調べた。 
(2) 既存化合物（薬）のエピゲノム修復効果
の検証 

	
 バルプロ酸ナトリウムは、てんかんや精神

疾患治療薬として頻用されている薬剤であ

り、Rett症候群のてんかん症状にも使用され
ている。この薬剤にヒストンアセチル化阻害

作用があることが判明した。これを受けて、

ヒト神経培養細胞内で、どの程度の遺伝子の

発現を変化させるかを調べた。 
(3) エピゲノム修復効果を有する新規化合物
の同定 

	
 本研究では、当初、修復対象遺伝子の１つ

１つに対し、その発現を変化させる手法を導

入することにしていた。具体的には、塩基配

列に従ってピロールとイミダゾールを並べ

た化合物をデザインし、これによる発現制御

を試みる予定であった。しかしながら、上述

の一卵性双生児比較解析や他の研究グルー

ルから発表された論文より、Rett症候群に関
係する（修復対象とする）遺伝子が多数想定

されることが判明したことを受け、複数（多

数）の遺伝子の修復が期待できる化合物の探

索を行った。 
(4) 新手法による患者 iPS細胞の樹立 
	
 本研究に先立ち、既に Rett 症候群患者由
来の iPS細胞は樹立してあった。しかしこれ
はオリジナルの方法により、初期化（山中）

４遺伝子をゲノム DNA 内に挿入する方法で、
これにより挿入先の遺伝子の発現が乱れた

り、挿入遺伝子の不活化不全により、適正な

分化誘導が行えない等の問題点があった。そ

こで、これらの問題点を克服した、ごく最近

開発された４遺伝子がゲノム内に挿入され

ない方法による iPS細胞の樹立を行った。 



３．研究の方法  
(1) 修復対象遺伝子の把握 
	
 網羅的 DNA メチル化比較は、レット症候
群の一卵性双生児の血液 DNA を材料に、ヒ
トゲノム上の全遺伝子のプロモーター領域

近傍の 45万 CpG箇所（メチル化部位）を搭
載したアレイ（HumanMethylation 450K 
Beadchip、イルミナ社）を用いた。またメチ
ル化の確認には Bisulfite sequencing法を、
発現の確認には定量 RT-PCR法を用いた。 
(2) 既存化合物（薬）のエピゲノム修復効果
の検証 

	
 網羅的発現比較には Affimetrix 社の発現
アレイを用いた。 
(3) エピゲノム修復効果を有する新規化合物
の同定 

	
 MeCP2 タンパク質複合体構成タンパク質
への化合物の結合には NMR法を、細胞死誘
導濃度のチェックには MTT アッセイを、発
現変化の確認には定量 RT-PCR法を用いた。 
(4) 新手法による患者 iPS細胞の樹立 
	
 ゲノムDNAに導入遺伝子がインテグレート

されない iPS 細胞作製方法として、プラスミ

ドとして導入する方法（Episomal	
 iPSC	
 

Reprogramming	
 Kit、Life	
 Technology 社）を

用いた。	
 

	
 

４．研究成果	
 

(1) 修復対象遺伝子の把握 
 修復対象遺伝子の把握一卵性双生児間
（RS-1, RS-2）で血液ゲノム上の 45万 CpG
箇所の DNAメチル化パターンはほぼ相関し
ていた（図１A）。しかしながら、その中で双
子間で顕著なメチル化差異を呈した CpGは
252箇所にも上ることが判明した。（図１B）。 
 

 

（図１） 
	
 同定された 252 カ所の CpG 部位のうち、
骨格形成に関わるMKX遺伝子、神経機能に
関わる CKB、FYNの両遺伝子においては、
bisulfite sequencing 法でメチル化差異が確
認され（図２A）、合わせて遺伝子発現の差異
も確認された（図２B）。 

（図２） 



	
 以上より、DNAメチル化の状態が Rett症
候群の症状の重症度に関係する遺伝子領域、

すなわち修復が必要とされる遺伝子領域は

多数存在すると考えられた。 
(2) 既存化合物（薬）のエピゲノム修復効果
の検証 

	
 DNA メチル化とともに、遺伝子の発現調
節を担うメカニズムとしてヒストン蛋白質

のアセチル化修飾がある。バルプロ酸ナトリ

ウムはヒストンのアセチル化修飾を抑制し

ているタンパク質（ヒストン脱アセチル化酵

素）の機能を阻害して、遺伝子領域のアセチ

ル化を誘導し、発現を高める効果が知られる

ようになった。これを受けて、バルプロ酸ナ

トリウム投与時の神経培養細胞における遺

伝子発現変化を調べた結果、ヒストン脱アセ

チル化酵素阻害作用を有しない同様な構造

を有する化合物に比べて多数の遺伝子への

作用（およそ２万のヒト遺伝子のうち 347遺
伝子を変化させ、そのうち 275遺伝子の発現
を上昇・回復させる作用）があることが分か

った（図 3）。また Rett 症候群モデルマウス
脳で発現低下が知られている脳栄養因子遺

伝子（BDNF）の発現の回復作用も判明した。 

 
（図３） 

(3) エピゲノム修復効果を有する新規化合物
の同定 

	
 MeCP2 は数種のタンパク質とともにタン
パク質複合体を形成し、遺伝子の発現抑制機

能を維持している。したがって、この複合体

を標的とする化合物により複合体形成を阻

害することで遺伝子の発現を回復すること

が可能である。このコンセプトにより、複合

体タンパク質に結合し、複合体機能を阻害す

る化合物の発現回復機能を検証した。その結

果、神経細胞死を誘導しない適正な投与濃度

において、Rett症候群モデルマウス脳で発現
低下が知られている脳栄養因子遺伝子

（BDNF）の発現の回復作用は、バルプロ酸
ナトリウムより高い傾向を示した（図４）。 

 
（図４） 

(4) 新手法による iPS細胞の樹立 
	
 市販の皮膚線維芽細胞を材料に、初期化４

因子をプラスミドの形で導入する新手法に

より iPS細胞作製を試みた。その結果、内在
性の初期化因子がきちんと発現する iPS細胞
の要件を満たす細胞株が作製できることを

確認した（図４）。 

 
（図４）  

 
	
 以上の研究成果より、新手法で Rett 症候
群患者由来の iPS細胞を作製し、これより誘
導した神経細胞において新規化合物のエピ

ゲノム修復に基づく遺伝子機能回復効果が

確認されれば、これらの化合物は、レット症



候群で不足している遺伝子タンパク質の回

復効果を有する新薬の候補になりうると考

えられた。 
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