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研究成果の概要（和文）：自閉症などの発達障害と診断される児童の数は年々増加傾向にある。近年の発達障害
患者の全ゲノム解析により，MDB5（メチル化CpG結合ドメインタンパク質5）が欠失あるいは重複している症例が
数多く報告された。そこで，本研究では神経細胞におけるMBD5のターゲット遺伝子の同定を試みた。その結果，
MBD5がmicroRNAやsnRNAなどのnon-coding RNAの発現制御に関わっている可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The incidence of autism spectrum disorders (ASD) has increased dramatically 
over the past decade. However, for at least 70% of ASD cases, the underlying genetic cause remain 
unknown.Recent whole-genome microarray studies have revealed  that deletion or duplication at 2q23.1
 includes MBD5, a methyl-DNA binding protein that is a causative gene of ASD. In this study, we 
first targeted the MBD5 gene in the SH-SY5Y cells, using two pairs of ZFNs. Then we examined the 
microarray analysis in MBD5+/- cells. The results indicates that MBD5 may have a crucial role of 
non-coding RNA expression.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
発達障害とは，自閉症や学習障害，注意欠陥
多動性障害など,脳機能の障害に起因する小
児の疾患を指す。患者数は年々増加傾向にあ
り，現在，児童のおよそ 10％は何らかの発達
障害を有しているとされ，その対策は大きな
社会問題となっている。発達障害の原因に，
遺伝的要因が深く関与していることは様々
な研究結果から疑いの余地はないが，その症
状が複雑多岐に渡り個人差も大きいことか
ら，これまでに原因遺伝子として同定された
のは，MeCP2（自閉症を主徴とする Rett 症候
群の原因遺伝子）や FMR1（精神発達遅滞等を
伴う脆弱Ｘ症候群の原因遺伝子）など，ごく
少数に過ぎない。 
MBD5 (Metyl-CpG Binding Domai protein 5)
は，ヒト 2q23.1 に位置するが，近年の発達
障害患者における全ゲノム解析により，MBD5
を含むゲノム領域の欠失または重複が数多
く報告された。MBD5 と同様にメチル化 CpG 結
合ドメイン（MBD）を有するタンパク質であ
る MeCP2 は自閉症を主徴とする Rett 症候群
の原因遺伝子であり，MBD5 もまた脳の発達過
程において何らかの重要な役割を担ってい
ると示唆される。しかしながら，メチル化 CpG
への結合能が明確に示されないため，メチル
化CpGに直接結合する以外の機能を有してい
ると推測されるが，発達障害の発症機序にお
ける役割は全く分かっていない。 
 
２．研究の目的 
発達障害患者の全ゲノム解析により，MBD5 遺
伝子を含むゲノム領域が欠失または重複し
ている例が数多く報告されており，MBD5 が脳
の発達において何らかの重要な役割を担っ
ていることは間違いないと思われる。しかし
ながら，MBD5 の脳での機能はもとより，メチ
ル化CpG結合ドメインタンパク質としていっ
たい何をしているのか，全く分かっていない。
2012 年に Mbd5 ノックアウトマウスが作製さ
れているが，MBD5 遺伝子領域の欠失患者の症
状（神経発達遅滞，てんかん，自閉症など）
とは異なるため，MBD5 の脳での機能がマウス
とヒトでは異なる可能性が示唆される。そこ
で，本研究では神経細胞における MBD5 のタ
ーゲット遺伝子の同定，さらに，その制御メ
カニズムを明らかにすることで，MBD5 の脳で
の機能を明確にすると共に，メチル化 CpG 結
合ドメインタンパク質を介したエピジェネ
ティクスと発達障害との関連を解き明かす。 
 
３．研究の方法 
ゲノム編集技術の一つであるジンクフィン
ガーヌクレアーゼ(ZFN)を用い，神経細胞様
に分化誘導出来るヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y
細胞株で MBD5 のノックアウトを行う。発達
障害患者において MBD5 の欠失はヘテロであ
ることから，MBD5 をヘテロに持つ細胞株を樹
立し，mRNA マイクロアレイ解析により
MBD5+/-で発現変化する遺伝子を同定する。

本研究では MBD5 の脳での機能を明らかにす
ることを主目的とするため，正常 SH-SY5Y 細
胞と MBD5+/-の SH-SY5Y 細胞を PMA（Phorbol 
12-Myristate 13-acetate）処理により神経
細胞に分化した時に発現変化のある遺伝子
（神経分化に関与する遺伝子）同士を比較し，
MBD5+/-で分化誘導に際し発現に異常が生じ
た遺伝子を同定する。その上で，マイクロア
レイ解析で得られた MBD5 ターゲット候補遺
伝子について実際に発現に変化があるのか，
定量 RT-PCR で再確認する。また，MBD5 の DNA
結合能を生化学的な実験や ChIP 解析により
明らかにすることで，MBD5 の脳での機能やメ
チル化CpG結合ドメインタンパク質としてい
ったい何をしているのか明らかにする。 
 
４．研究成果 
本研究では神経分化における MBD5 の役割を
明らかにするため，ゲノム編集技術の一つで
あるジンクフィンガーヌクレアーゼ(ZFN)を
用い，神経細胞様に分化誘導出来るヒト神経
芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞株で MBD5 のノックア
ウトを行った。ZFN による DNA 切断，ミスマ
ッチ修復による新規 5塩基の挿入の結果，核
移行シグナル(NLS)から C 末側を欠損した断
片化MBD5をヘテロに持つ細胞株を樹立した。
発達障害患者において MBD5 の欠失はヘテロ
であることから，本樹立細胞を発達障害患者
のモデル細胞として，マイクロアレイ解析に
より MBD5+/-で発現変化を呈する遺伝子の同
定を試みた。その結果，とても興味深いこと
に，microRNA や snRNA などの non-coding RNA
の占める割合が極めて高く，MBD5 がそれら
non-coding RNAの発現制御に関わっている可
能性が示唆された。最近，Rett 症候群の原因
遺伝子であり，MBD5 と同様にメチル化 CpG 結
合ドメインを有する MeCP2 が microRNA の発
現制御に関わっていること，また，選択的ス
プライシングの機構に関与していることな
どが報告されており，メチル化 CpG 結合ドメ
インタンパク質の新たな機能として注目さ
れている。一方，今回 MBD5+/-でおよそ 2 倍
の発現上昇を認めた microRNA,MIR548A1 は
6p22.3 に位置するが，この領域は自閉症患者
で欠失が多数報告されており，自閉症発症機
序を考える上でも大変興味深い。また，発現
量がおよそ半分にまで減少しているMOG遺伝
子はナルコレプシーとカタレプシー家系の
解析で変異が同定されている。発達障害の患
者において，しばしば睡眠障害が認められる
ことから，MBD5 を介した MOG 遺伝子の発現制
御機構が発達障害の発症機序に関与してい
ることが示唆される。このように本研究成果
は，単に MBD5 を介した発達障害発症メカニ
ズムの解明につながるだけでなく，近年増加
傾向にある発達障害全般にわたる発症機序
の一般則に結びつく極めて重要な研究であ
ると考えている。そして，MBD5 のさらに詳細
な作用機序の解明は，これまでの MeCP2 の知
見と併せ考えることで，発達障害の発症機序



における環境因子とエピジェネティック因
子の相互作用の一端が見いだせるのではな
いかと期待される。 
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