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研究成果の概要（和文）：歌舞伎症候群の病態解析・ヒストンメチル化のプロファイリング構築のために，KMT2Dおよ
びKDM6A遺伝子のノックアウト培養細胞構築を図った。CRSPER/Cas9システムをゲノム編集技術として活用した。CRSPER
/Cas9 のベクターに薬剤耐性遺伝子を組み込み，薬剤スクリーニングを行った後に，ゲノム改変は可能であるが，まだ
効率に問題があり，効率ベクターの変更，改変等を行っている。最終的な変異細胞株は取得出来ていない。
　歌舞伎症候群の新規原因探索を実施した。KMT2DおよびKDM6A遺伝子変異陰性例12名については exome 解析にて原因
変異は見つからなかった。

研究成果の概要（英文）： I tried making KMT2D or KDM6A knockout fibroblast cell line in order to analyze 
the pathophisiology and histon code in Kabuki syndrome. CRSPER/Cas9 genome editing system was adapted. 
Genome editing in fibroblast are achieved After the drug selection and picking up colony, but low 
transfection efficiency in fibroblast is a problem for establishing the stable gene knockout cell line. I 
have not been able to isolate the KMT2D or KDM6A knockout fibroblast cell line so far.
 I also tried exome sequencing to identify the novel gene causing Kabuki syndrome in KMT2D/KDM6A mutation 
negative 12 patients. However, I have not been able to identify the new gene.

研究分野： 分子遺伝学

キーワード： 歌舞伎症候群　ゲノム編集　線維芽細胞
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１．研究開始当初の背景 
先天奇形症候群である歌舞伎症候群の原因
遺伝子として同定されていた MLL
（Mixed-Lineage Leukemia）タンパク群の
MLL2（現在では，KMT2D（lysine 
(K)-specific methyltransferase 2D）と表記）
は，SET ドメインを有しヒストンのメチル化
を制御することによって細胞の分化や増殖
をコントロールしていると考えられた。また，
本研究申請を行った2012年〜2013年初頭に
かけて，KDM6A（lysine (K)-specific 
demethylase 6A）が歌舞伎症候群の原因遺伝
子であることが報告された。KMT2D と
KDM6A がヒストンのメチル化，あるいは脱
メチル化酵素であることから，歌舞伎症候群
の本質は，KMT2D と KDM6A によるヒス
トンのメチル化，脱メチル化による遺伝子発
現制御の破綻によって，最終的なヒト発生の
効果遺伝子が機能しないことであり，歌舞伎
症候群の多彩な臨床症状が発現されると考
えられた。 
 
２．研究の目的 

歌舞伎症候群におけるヒストンのメチル
化の影響を明らかにするとともに，KMT2D 
と KDM6A 変異を持たない患者さんの原因
変異を探ることを目的とした。 

ヒストンのメチル化の影響を受ける遺伝
子同定を目指すために １）MLL2 変異によ
る細胞すなわち歌舞伎症候群患者に由来す
る末梢白血球，線維芽細胞をもちいて MLL2
が関与しているヒストンのメチル化領域を
明らかにし，歌舞伎症候群の個別症状発現に
関与するゲノム領域，遺伝子制御領域を明ら
かにする。２）同様の手技・手法を用いて，
他の MLL2 あるいは SET ドメインをもつタ
ンパク質について，その制御ターゲット領域
を明らかにする。KMT2D と KDM6A 以外
の歌舞伎症候群原因変異を明らかにするた
めに３）新規に収集される歌舞伎症候群患者
解析を実施し，原因遺伝子を同定する。４）
１〜３を総合して歌舞伎症候群の症状発現
に関するヒストンメチル化の関与の全体像
を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
１）歌舞伎症候群患者と非患者に由来する末
梢白血球，線維芽細胞を用いる。あるいは，
正常線維芽細胞に人工的に変異を入れて，ヒ
ストンメチル化が変化する部異異を特定す
る。 

まずは，正常線維芽細胞に人工的に変異を
導入して，技術開発を行った。ヒストンの解
析には，次世代シーケンサーを用いた
ChiP-Seq (chromatin 
immunoprecipitation – sequence) 解析法
を行う予定とした。人工的変異導入（現在で
は，ゲノム編集と呼ばれる）には，当初は
TALEN (Transcription Activator-Like 
Effector Nucleases) 活用を予定していたが，

技術の扱いやすさから CRISPR/Cas9 法に
よって，点突然変異導入を目指した。 

順調に進められれば，患者さんから得られ
る末梢白血球及び線維芽細胞，可能であれば，
iPS 細胞での次世代シーケンサーを適用した
ChiP-Seq 法を予定した。 
 
２）歌舞伎症候群新規原因遺伝子探索 

KMT2D と KDM6A 以外の歌舞伎症候群
原因変異を明らかにするために新規に収集
される歌舞伎症候群患者解析を実施し，
KMT2D と KDM6A 遺伝変異陰性例の
exome 解析を実施する。可能であれば，全ゲ
ノム解析を実施する予定とした。 
 
４．研究成果 

 
KMT2DはヒストンH3-K9のトリメチル化

酵素であり，KDM6AはヒストンH3-K27の脱
メチル化酵素であると考えられている。歌舞
伎症候群の病態解析・ヒストンメチル化のプ
ロファイリング構築のために，培養細胞での
実験系構築を図った。まず，本研究全体を通
して，ゲノム編集を行い基準線維芽細胞から
変異を有する細胞の構築を目指した。 

CRISPR/Cas9 のベクターに薬剤耐性遺伝
子を組み込み，薬剤スクリーニングを行った
後に，線維芽細胞をクローンとして取得出来
る。ゲノム改変は可能であるが，まだ効率に
問題があり，効率ベクターの変更，改変等を
行っている。最終的には，KMT2D改変線維
芽細胞は得ることが出来なかった。しかし，
CRISPR/Cas9 法で遺伝子欠失細胞を得るこ
とには成功している。 

研究途中で，ヒト標準線維芽細胞からモデ
ル細胞を作成することが容易でないことが判
明してきたため，モデルマウス個体作成，そ
の個体から線維芽細胞取得も本研究に取り入
れた。現状ではこのヘテロマウスから子孫が
得られていない。ヘテロマウスから子孫が得
られないことは，通常は考えづらく，挿入さ
れたNeo遺伝子の除去等を視野に入れ実験を
進めている。詳細な解析はまだであるが，マ
ウスでは，配偶子形成あるいは，発生初期に
KMT2Dが関与している可能性もある。
KMT2D欠失させたES細胞は，Cre 
recombinase によって得ることが出来るの
で，本研究は終了するが，KMT2D欠失ES細
胞によりヒストンコード解析研究を継続でき
る。 

In vitro のヒストンコード解析研究は，な
かなか進展しなかったが，目標は歌舞伎症候
群患者自身のヒストンコードを明らかにし，
症状発現の責任遺伝子をヒストンコードから
明らかにすることが目的であるから，歌舞伎
症候群患者から既試料の再同意取得と新規試
料の末梢有核白血球を取得保存した。患者末



梢血から白血球分離し，そのまま凍結保存し
ている。本試料は，ヒストンコードの in vitro 
解析終了後に，解析に供する予定としている
。 

第二に，歌舞伎症候群の新規原因探索を実
施した。KMT2DおよびKDM6A遺伝子変異陰
性例12名については exome 解析にて原因変
異は見つからなかった。KMT2D (MLL2) の
変異解析はイントロンも含めて実施するため
にキャプチャー濃縮とパーソナルタイプ次世
代シーケンサーを使った解析を実施したが，
変異陰性例では，イントロンにも疾患原因で
あると確認出来る変異は無い。KMT2D 
KDM6A遺伝子 領域のDNAメチル化異常解
析を行う必要があると考えるが，実施できな
かった。 

全国的に歌舞伎症候群の遺伝子診断を提供
しながら，歌舞伎症候群患者変異陰性例の全
ゲノム解析に向けての同意取得と試料取得を
図り，３例のトリオを入手した。これらにつ
いては，exome解析ではなく全ゲノム解析を
実施するよう準備している。 
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Exhibition Center, October 22-26, 2013, Boston, 
USA 

An infantile case of hepatomegaly, lactic 
acidosis, hypoglycemia, ketosis, and 
hyperlipidemia of unknown etiology. 
Watanabe Y, Seki Y, Yanagi T, Mizouchi T, 
Takeuchi T, Iwamoto J, YoshinoM, 
Watanabe S, Inokuchi T, Yano S, Yoshiura K, 
Matsuishi T.  

 
2. 国内学会等 
 
第9回広島大学−長崎大学連携研究事業カンファラ
ンス –放射線災害医療の国際教育拠点確立に向け
た機関連携事業– 2013年6月1日（土），場所：広
島大学霞キャンパス，広島市，広島． 
地域集積して認められた筋萎縮性側索硬化症6名
の exome 解析．  

 
公開シンポジウム－次世代遺伝子解析装置を用い
た難病の原因究明，治療法開発研究プロジェクト
の成果－ 平成２５年７月１３日１３時～１７時，
場所：都市センターホテル コスモスホール，東京． 
３．個別疾患に対するアプローチ及び地域での

取り組みについて 
地域蓄積・収集した稀少難病の遺伝子原因究明

と遺伝性疾患診断システムの構築．  

 
第 58 回日本人類遺伝学会 2013 年 11 月 20 日（水）

〜23 日（土），江陽グランドホテル，仙台，
宮城． 

O19: Ion AmpliSeqTM Custom Panel を用い
た Kabuki 症候群の変異解析．  

その他，口演発表３件，ポスター発表１件 
 
第38回日本口蓋裂学会総会・学術集会 平成26年5
月29日-30日，札幌市，北海道． 
歌舞伎症候群 第1報‐歌舞伎症候群の責任遺伝

子解析を中心にして‐ 
その他，口演発表4件。 
 

第10回広島大学−長崎大学連携研究事業カンファ
ランス –放射線災害医療の国際教育拠点確立に向
けた機関連携事業– 2014年5月31日（土），場所：
長崎大学良順会館専斎ホール，長崎．  

digital PCR を利用した rare 
variant/mutation 検出法の検討．  

 
第55回 北海道矯正歯科学会 2014年6月15日 
北海道歯科医師会館，札幌，北海道． 
トルコ鞍のブリッジング、歯の萌出異常および過
剰歯を伴った毛髪・鼻・指節骨症候群I型の1例  

 
第110回日本精神神経学会総会 2014年6月26〜
28日（金）パシフィコ横浜，神奈川． 

1000344：『幻覚・妄想を呈した正常圧水頭症の
家族例の遺伝学的考察』 

 
第48回日本眼炎症学会 2014年7月4日～5日 東京
国際フォーラム，東京． 
ベーチェット病眼症状とHLA-B51 頻度に関す
る世界的検討   

 
第48回小児内分泌学会学術集会 9月25〜27日
（金）アクトシティー浜/アクトシティーホテル浜
松，浜松，静岡． 

CO-29 中枢神経奇形を合併した複合型下垂体機
能低下症の２ 例：trio exome 解析による新規原
因遺伝子同定の試み．  

 
第59回日本人類遺伝学会 2014年11月19日（水）
〜22日（土），場所：タワーホール船堀（東京都
江戸川区），東京． 

1BO-1: 家族性肺がんにおける新規責任遺伝子
の同定．  

1O1-3: 多発性歯牙腫合併症例を含む SATB2 遺
伝子変異症候群の新規変異の同定．  

その他，口演発表 7 件。 
 
生命医薬情報学連合大会，2014 年 10 月 2-4 日，

仙台市仙台国際センター，仙台，宮城． 
【国内ポスター】Handmaid Building of a 

High-Performance Computing Cluster and 
a Storage System for Bioinformatics．  

 
招待講演 
平成 25 年度長崎県医師会母体保護法指定医師研



修会 平成 26 年 3 月 2 日（日），長崎県医師
会館，長崎市，長崎．産婦人科における臨床遺
伝学—ゲノム医療の展開— 総論．  

第 18 回小児血液セミナー 平成 26 年 4 月 5 日
（土），ANA クラウンプラザホテル福岡，福岡
市，福岡．「小児血液・主要研究における全エ
キソーム解析の可能性」 次世代シーケンサー
を用いた疾患解析法〜総論  

第 57 回日本形成外科学会総会・学術集会 平成
26 年 4 月 9 日（水）〜11 日（金），長崎ブリ
ックホール，長崎市，長崎．特別企画「予防的
乳房切除の今後」 特別企画 1−1 遺伝子診断
が医療にもたらすもの  

第 9 回九州遺伝子診断研究会 テーマ：遺伝子診
断の臨床応用 平成 26 年 9 月 27 日（土）長
崎大学医学部良順会館，長崎市，長崎． 

 教育講演 「単一遺伝子病の遺伝子診断」 
 
第23回日本組織適合性学会大会@長崎大学良順会
館，長崎． ランチョンセミナー：次世代シーケン
サーで何が出来るのか 平成26年9月14日（日） 
 
1q 部分重複症候群全国患者家族会キックオフ大
会 2015 年 2 月 15 日（日），佐賀県駅北館３Ｆホ
ール，佐賀市，佐賀． 「1q 重複症候群について」 
 
平成27年度広島大学・長崎大学連携研究カンファ
ランス 2015年6月6日（土），場所：広島大学基礎・
社会医学棟2階セミナー室2，広島．  
自己炎症疾患の遺伝子解析  

 
第55回日本先天異常学会学術集会/第38回日本小
児遺伝学会学術集会，2015 年 7 月 25 日（土）～
27 日（月），パシフィコ横浜会議センター，横浜
市，神奈川． 

O-16 日本における 1q 部分重複症候群 26 例の
検討．  

 
デジタル PCR 最先端テクニカルシンポジウム 
2015 年 8 月 28 日（金），千里ライフサイエンスセ
ンタービル，豊中市，大阪． 

Rare variant検出限界への挑戦：ddPCRを用い
たMcCune-Albright症候群 責任遺伝子GNAS 
mosaic同定の試み．  
 

第60回日本人類遺伝学会 2015年10月14日（水）
〜17日（土），場所：京王プラザホテル，東京 

S9-4: Droplet digital PCR を用いた鋭敏なモザ
イク検出法．  

その他，口演発表２件，ポスター発表３件 
 
第 23 回日本胎盤学会学術集会 2015 年 11 月 5

日（木）〜6 日（金），場所：JA 共催ビル カ
ンファレンスホール，東京 

TO1-1: 間葉性異形成胎盤の分子遺伝学的解析.  
 
招待講演 
統合データベースとオープンライフサイエンス 
トーゴーの日シンポジウム 平成 27 年 10 月 5 日
（月）〜6 日（火）．東京大学弥生講堂・一条ホー

ル，東京． 
「原因不明および原因既知の疾患の解析を実施
するにあたって〜ゲノムからの視点」 

 
第１回日本産産科婦人科 遺伝診療学会 教育講
演 11，平成 27 年 12 月 18 日（金）〜19 日（土），
ブリックホール，長崎． 
「日本人における子宮頸がん発症感受性同定に
関するゲノムワイド関連解析」 

 
〔図書〕（計 7 件） 
遺伝性疾患におけるエクソーム解析の有用性と近

将 来 ． 吉 浦 孝 一 郎  医 学 の あ ゆ み ，
245(5):363-368, 2013. 

全エクソーム解析における情報処理．三嶋博之 
医学のあゆみ，245(5):345-351, 2013. 

発作性運動誘発性舞踏アテトーゼの分子メカニズ
ム．黒滝直弘，小野慎二，小澤寛樹，吉浦孝一
郎 神経内科 79(6):718-725, 2013. 

エピジェネティクスが関連する先天異常
Angelman 症候群と Prader Willi 症候群．太田 
亨．小児科臨床 66：1297-1307，2013． 

遺伝医学への招待（改訂第５版） 新川詔夫・太
田 亨 2014 年 11 月 南江堂 

総説『Camurati-Engelmann 病』 日本臨床 第 73 巻・
第 12 号（平成 27 年 12 月号）p.2149-2159  

ゲノム医学 ゲノム情報を活かす医療のために．
［著］Tom Strachan［監訳］菅野純夫・福嶋
義光，第 8 章 疾患遺伝子および複雑疾患の感
受性の同定． 吉浦孝一郎 メディカル・サイ
エンス・インターナショナル p.261-324. 平成
28 年 3 月 24 日  

 
〔産業財産権〕 
○出願状況（計 0件） 
 
○取得状況（計 0件） 
 
〔その他〕 
ホームページ 
http://www-sdc.med.nagasaki-u.ac.jp/dhge/ 
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