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研究成果の概要（和文）：本研究では、神経系細胞株及びレット症候群患者iPS細胞を用いてMeCP2による発達障害関連
遺伝子の発現機構の解明することを目的とした。本研究の結果、シナプス関連分子Lin7aがMeCP2により発現促進されて
いること、またiPS細胞を用いた遺伝子発現解析からMECP2発現・非発現細胞間において神経分化によって遺伝子発現状
態が大きく異なっていくことを見出した。これらの結果はMeCP2が神経細胞分化や成熟過程において重要な機能を有し
ていることを示唆している。今後、患者iPS細胞を用いた詳細なシナプス関連分子の発現・機能異常を明らかするだけ
でなく、治療薬の開発につながることが期待できる。

研究成果の概要（英文）：We investigated the expression mechanisms of MeCP2 target genes in the neuronal 
cell lines and induced pluripotent stem cells (iPSCs) derived from Rett syndrome patients. As a result, 
we found that Lin7a gene was activated by MeCP2. Furthermore, we found that gene expression pattern was 
different between MeCP2 positive iPSCs-derived neural cells and MeCP2 negative cells. These results 
suggest that MeCP2 has an important function during neuronal differentiation and synaptic maturation.

研究分野：エピジェネティクス
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１．研究開始当初の背景 
 レット症候群の原因がメチル化 DNA 結合
タンパク質であるMeCP2の異常であること
が明らかにされている。MeCP2 は生後の脳
発達過程から発現が増加し、遺伝子発現調節
を行う重要な転写因子である。MeCP2 はメ
チル化 DNA に結合し、Sin3a やヒストン脱
アセチル化酵素(HDACs)などと複合体を形
成することで遺伝子発現の抑制に働くと長
年考えられてきたが近年、遺伝子のプロモー
ター領域に結合し、転写因子 CREB1などと
ともに標的遺伝子の発現を活性化すること
も報告され、MeCP2 が転写抑制・活性化双
方に関与していることが示唆されている。こ
れまでにMeCP2の標的遺伝子の探索は多数
行われており、神経栄養因子の BDNF や
GABA合成酵素の１つである GADの発現誘
導に関与する DLX5など約 20種の遺伝子が
報告されているが、依然としてMeCP2によ
って活性化される具体的な標的分子とその
メカニズムは不明のままである。またこれま
で培養細胞やレット症候群モデルマウスを
用いた解析が盛んに行われてきたが、患者の
病態を反映するような分子メカニズムはよ
くわかっていない。 
一方で、自閉症疾患を始めとした神経発達
障害がシナプス形成や機能異常が関連して
いることが報告されており、自閉症のシナプ
ス仮説が提唱されている。自閉症の原因とし
てシナプス間の細胞接着にかかわる分子や
シナプスの足場蛋白、受容体などさまざまな
シナプス関連分子の発現・機能異常が報告さ
れている。しかしながら「MeCP2 標的遺伝
子の発現異常」と「シナプス形成・機能異常」
を結びつける自閉症の分子メカニズムはほ
とんどわかっていない。 

 
２．研究の目的 
 われわれはこれまでに網羅的遺伝子発現
解析により遺伝子発現が促進及び抑制する
新規遺伝子を見出している。これらの結果か
らMeCP2はダイナミックに遺伝子発現調節
を行っており、MeCP2 による遺伝子発現活
性化機構がシナプス関連遺伝子発現異常を
引き起こすというこれまでの概念を覆す自
閉症の病態分子メカニズム解明研究の着想
に至った。 
 本研究では、これまでわれわれが見出した
MeCP2標的遺伝子のうち Lin7aに注目して、
以下の 2点を明らかにすることを目的とした。 
(1) MeCP2によるLin7aの遺伝子発現活性
化メカニズムの解明 

(2) レット症候群患者由来の iPS 細胞を用
いた発達障害関連遺伝子の発現異常の
解明 

 
３．研究の方法 
(1) MeCP2 による Lin7a 遺伝子の発現調節分
子メカニズムを解明 

Mecp2 ノックダウン及び Mecp2 ノックアウ
トマウスを用いた Lin7a 遺伝子の発現解析、
Lin7a プロモーター領域を結合させたレポー
ターベクターを用いた MeCP2 結合・活性化領
域の検討を行った。 
(3) レット症候群患者由来 iPS 細胞の作製
および神経分化誘導 
2 名レット症候群患者から皮膚を採取し、
レトロウイルスベクターを用いた山中4因子
の導入による iPS 細胞の樹立を行った。樹立
した iPS 細胞から胚様体形成、神経細胞への
誘導を行った。 
(4) 患者 iPS 細胞由来神経細胞を用いた遺
伝子発現解析 

 iPS 細胞及び神経細胞を用いてマイクロア
レイを用いて網羅的遺伝子発現解析を行っ
た。また個別の遺伝子については定量 RT-PCR
により遺伝子発現解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) MeCP2 による Lin7a 遺伝子発現促進メカ
ニズム 
① MeCP2 が Lin7A 遺伝子の転写開始点(TSS)
上流領域に結合するかどうかを確認するた
めにクロマチン免疫沈降を行った。その結果、
MeCP2 が Lin7a の TSS 上流領域に結合するこ
とが確認できた（図１） 

 
 
② MeCP2によりLin7a遺伝子発現が促進する
かどうかを確認するためにレポーターアッ
セイを行った。Lin7a のプロモーター領域が
不明だったためTSS上流のさまざまな長さの
配列をルシフェラーゼベクターにライゲシ
ョンした。その際のコンストラクトはメチラ
ーゼを用いてメチル化させたコンストラク
トと非メチル化コンストラクトを使用した。 
これらのコンストラクトとMeCP2発現コンス
トラクトもしくはメチル化結合ドメイン
(MBD)欠損コンストラクトをコトランスフェ
クションしルシフェラーゼ発光を測定した。
その結果、正常 MeCP2 では Lin7a の発現が促
進することがわかった。一方でMBD欠損MeCP2
では遺伝子発現促進効果が見られないこと
がわかった (図 2)。 

図1 クロマチン免疫沈降法によるMeCP2
のLin7a遺伝子調節領域への結合

SNURF
(Positive control)

GAPDH
(Negative control)

LIN7A

Input MeCP2 IgG

 



 
③ MeCP2により内在性のLin7aの発現が調節
を受けるかどうかを確認するために MeCP2 
siRNA によるノックダウン及び Mecp2 ノック
アウトマウスを用いて、Lin7a 遺伝子発現解
析を行った。その結果、MeCP2 ノックダウン
細胞(図 3)やノックアウトマウス(図 4)にお
いてLin7a遺伝子の発現が減少していること
がわかった。これらの結果からこれまでの既
知の機能である MeCP2＝転写抑制ではなく、
MeCP2=転写促進する新たな標的遺伝子を同
定することができた。 

 
④ 脳発達過程におけるLin7タンパク質の発
現状態を解析するため、定量 RT-PCR 及びウ
エスタンブロッティング解析を行った。その
結果、Lin7 のサブタイプである Lin7b,c の発
現は変化しないのに対し、Lin7a は脳の発達
に従い発現量が増加していくことがわかっ
た(図 5)。これらの結果から、Lin7a は脳の
発達にきわめて重要な分子であり、Lin7a の
発現異常が脳の発達異常に関与する可能性
が考えられる。今後、Mecp2 ノックアウトマ
ウスもしくは患者 iPS 細胞を使用した Lin7a
の発現異常ならびにシナプス機能異常を明
らかにしていくことが重要になる。 

 

 
(2) レット症候群患者由来iPS細胞を用いた
神経発達過程における遺伝子発現解析 

① レット症候群患者から iPS 細胞を樹立し
た結果、正常 MECP2 発現細胞株と変異
MECP2 発現細胞がそれぞれ樹立されるこ
とがわかった。iPS 細胞樹立に際して X
染色体不活性化が解除されるまで細胞が
初期化するかどうかは議論が分かれてい
る。本研究における結果では元の細胞の
X 染色体不活性化を維持したままの iPS
細胞がそれぞれ樹立された(図 6)。 

② 正常 MECP2 発現・非発現細胞における網
羅的遺伝子発現解析を行った。主成分分
析の結果、iPS 細胞では MECP2 発現・非
発現細胞間で遺伝子発現プロファイルは
ほとんど同じであったが、神経に分化さ
せるとこれらの細胞間で遺伝子発現プロ
ファイルが大きく異なることがわかった
(図 7)。これらの結果は MeCP2 が神経細
胞分化や成熟過程においてきわめて重要
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図6 レット症候群患者由来iPS細胞（A)
と分化誘導した神経細胞（B)
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図2 MeCP2によるLin7a遺伝子領域のレポーターアッセイ  

図3 Mecp2 siRNAによるMecp2, Lin7a遺伝子の発現

図4 Mecp2 KOマウスにおけるLin7a遺伝子の発現  
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図5 脳発達過程におけるLin7aタンパク質の発現変化  



な機能を有していることを示唆している
と考えられる。今後は Lin7a の発現異常
の有無を明らかにし、iPS 細胞を用いた
シナプス機能異常解析を行うことが重要
であると考えられる。 
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