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研究成果の概要（和文）：神経管欠損症は中枢神経系の先天奇形として最も高頻度にみられる。葉酸代謝に関与するグ
リシン酵素開裂系酵素であるAmtノックアウトマウスを用いて、DNAメチル化と発生機序の関連を探索した。妊娠マウス
よりノックアウトと野生型のマウス胎仔（胎生9.5日）を得て、微量のDNAサンプルで解析できるPost Bisulfite Adapt
or Tagging法により処理し、次世代シークエンサーにて網羅的にDNAメチル化状態を検討した。候補遺伝子については
個別にDNAメチル化状態を解析した。神経管閉鎖時期の胎仔の網羅的DNAメチル化解析に成功したが、野生型とノックア
ウトマウスの間での差異を認めていない。

研究成果の概要（英文）：Neural tube defects are one of the most prevalent congenital anomalies of the 
central nervous system. We searched the mechanism of pathogenesis of neural tube defects, using Amt knock 
out mice, defecting glycine cleavage system, which is a component of mitochondrial folate one-carbon 
metabolism. We obtained Amt+/+ and Amt-/- embryos (E9.5) and DNA was subjected to genome-wide methylome 
analysis by next generation sequencing. Libraries for next generation sequencing were prepared using post 
bisulfite adaptor tagging method. We also used bisulfite sequence for CpG methylation analysis of 
candidate genes.
Although we could perform genome-wide methylome of embryos undergoing neural tube closure, we could not 
identified any differences in DNA methylation between Amt +/+ and Amt -/-.

研究分野： 臨床遺伝学、小児神経学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 母体へのバルプロ酸投与や葉酸欠乏は
神経管欠損症の確立した環境要因である。 
 
 バルプロ酸は繁用される抗けいれん薬だ
が、胎児に神経管欠損症（NTD）を生じる副
作用のため妊娠可能な女性への投与が制限
されており、その機序解明は重要である。し
かしながら、バルプロ酸による NTD 発生の
機序は未だ確立していない。ヒトでは NTD
は出生 1000 人に 1 人発生する中枢神経系で
最も高頻度の先天奇形である。NTD の発生
には遺伝的要因と環境要因が多因子に関わ
っているが、中でも母体の葉酸欠乏やバルプ
ロ酸投与は NTD 発症の確立された環境要因
の一つである。 
 
(2) グリシン開裂酵素系遺伝子 Amt のノッ
クアウトマウスは神経管欠損症を高率に起
こす。グリシン開裂酵素系は葉酸代謝に関与
し、バルプロ酸により抑制される。 
 
 グリシン開裂酵素系（GCS）は GLDC、
AMT、GCSH、DLD の 4 遺伝子でコードさ
れるタンパクからなり、グリシンを分解して
テトラヒドロ葉酸に一炭素単位を付与する
ミトコンドリア酵素複合体である（図 1、２）。
GCS 活性のない Amt ノックアウト (Amt-/-)
マウスを作成すると高率に NTD の発生を認
めた（図３）。これは葉酸代謝に関与する酵
素欠損により NTD を起こす初めての動物モ
デ ル で あ る （ Narisawa, Komatsuzaki, 
Kikuchi et al. Hum Mol Genet, 2012）。GCS
活性がバルプロ酸により抑制されることと、
胎生期神経幹細胞の存在領域である神経上
皮で強く発現している事実をあわせ、バルプ
ロ酸による GCS 活性の抑制により DNA/タ
ンパクメチル化反応を含む葉酸代謝異常を
介して NTD を起こしているとの仮説を立て
た。 
 
 

 
 
 
 
 

(3) 葉酸代謝関連物質の投与により Amt ノ
ックアウトマウスの神経管欠損症の発生率
は有意に減少する。 
 
 Amt ノックアウトマウスにおける神経管
欠損症は葉酸代謝と関連があることが予想
された。そこで葉酸代謝関連物質を母体に投
与すると、DNA/タンパクメチル化反応に利
用されるメチオニン（図１）の投与で NTD
の発生率が有意に減少した（図４）。このこ
とから、このノックアウトマウスで NTD が
発症する機序として、葉酸代謝のうち、DNA/
タンパクメチル化反応が NTD の発症に関与
している可能性があると考えた。 
 
 

(4) GCS欠損によるNTDの発症機序解明のた
め行った予備的解析では、興味深い遺伝子で
の発現変動が見られた。 
 
 神経管閉鎖時期のマウス胎仔を用いて遺
伝子発現解析をマイクロアレイにより網羅
的に解析した。神経管形成・閉鎖に関わる 2
種の遺伝子の発現低下を含む発現変動を見
出し、定量的 RT-PCR にて確認した。 
 

図１ 葉酸代謝：３つの合成に寄与
１．プリンの合成
２．チミジンの合成
３．メチオニン※の合成
※DNA/タンパクメチル化反応に利用

メチル化反応

メチオニン

プリン
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図２ グリシン開裂酵素系 (GCS)
１．グリシンを分解
２．テトラヒドロ葉酸(THF)に一炭素単位を付与



 
２．研究の目的 
 上記の背景とこれまでの研究成果をふま
え、バルプロ酸や GCS が神経管欠損症発症
に関わる機序を解明する。 

 Amt ノックアウトや母体へのバル
プロ酸投与によりマウス胎仔での
DNAメチル化状態が変化する遺伝
子群を見出す。 

 予備実験で得られている遺伝子発
現の変動と本研究での DNA メチ
ル化状態の変化をバイオインフォ
マティクス的手法により解析する。 

 上記で抽出した遺伝子群の変化が
検出できた場合、その生物学的意
義を考察する。 

 
 
３．研究の方法 
(1) Amt ヘミマウスを掛けあわせ、妊娠マ
ウスより神経管閉鎖時期のノックアウト
マウスおよび同腹の野生型胎仔を得る。胎
仔より DNA/RNA を抽出して保存した。 
 
(2) ジェノタイプごとにプールした DNA
を１匹あたり 20 ng、5 匹ずつの計 100 ng
ず つ 用 い て Post Bisulfite Adaptor 
Tagging (PBAT)法によりライブラリを作成
し、次世代シークエンサーHiSeq2000 によ
り網羅的 DNA メチル化解析を行った。出力
されたリードは FASTX toolkit によりクオ
リティの低いリードをトリミングし、
Bisamark-Bowtie によりマウスゲノム参照
配列にマッピングした。得られた結果は
Integrative Genomics Viewer (IGV)によ
り可視化した。 
  
 
(3) 予備的解析として行った網羅的発現
解析にて遺伝子発現の変動が見られてい
る部位について、網羅的 DNA メチル化解析
および Bisulfite sequence による個別の
DNA メチル化解析により野生型とノックア
ウトマウスの間での差異を比較した。
Bisulfite sequence の解析に際しては、プ
ラ イ マ ー の 設 計 に は Methyl Primer 
Express Software v1.0 (Life 
Technologies) を 使 用 し た 。 DNA は
Methylcode Bisulfite conversion kit 
(Life Technologies)にて処理した後 PCR
にて増幅した。PCR 産物は TOPO TA クロー
ニングキット(Life Technologies)により
クローニングし、サンガーシークエンスを
行って QUMA  (QUantification tool for 
Methylation Analysis, 
http://quma.cdb.riken.jp/)により解析
した。 
  

４．研究成果 
(1) PBAT 法による網羅的 DNA メチル化解

析には成功したがDNAメチル化の有意な変
動部位は検出されなかった。 
 
 PBAT 法により作成したライブラリから
Hiseq2000 にて網羅的 DNA メチル化解析を
行ったところ、野生型・変異型各々240 Gb
程度のリードの出力が得られた。これを
FASTX toolkit によりクオリティの低いリ
ー ド を ト リ ミ ン グ し （ 図 ５ ）、
Bismark-Bowtie によりマウスゲノム参照
配列にマッピングした。このようにして得
ら れ た 結 果 を Integrative Genomics 
Viewer (IGV)上で可視化することに成功し
た（図 6）。しかしながら、本実験で得られ
たリードの深度では野生型とノックアウ
トマウスの間で統計学的に有意な変化を
検出できなかった。遺伝子の発現制御部位
に絞った解析でも同様であった。 

 

 



(2) マイクロアレイ・定量的 RT-PCR にて
遺伝子発現変動が検出された神経管形
成・閉鎖に関わる２つの遺伝子の DNA メチ
ル化状態を網羅的DNAメチル化解析および
個別の DNA メチル化解析（Bisulfite 
sequence）（図７）にて解析したが、有意
な差を認めなかった。 

 
(3) 本解析の後、ゲノムの一部、すなわ
ち遺伝子領域やそのプロモーター領域部
のみを濃縮して解析に供せる SureSelect 
(Agilent)などの製品がPBAT法に対応を果
たした。これにより微量の検体で効率のよ
いDNAメチル化解析が可能となってきてい
る。胎仔サンプル採取の面においても神経
上皮に蛍光マーカーが発現するマウスと
掛けあわせた上で FACS により選別するな
どの工夫を加えることで、神経管閉鎖に関
わる細胞を濃縮して解析を行うことによ
り、今回同定できなかった DNA メチル化状
態の差異を検出し、神経管欠損の本態に迫
ることが期待される。 
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