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研究成果の概要（和文）：Mecp2欠損による延髄呼吸中枢でのGad1遺伝子発現へのエピジェネティックな影響と
バルプロ酸(VPA)投与の効果を幼若マウスで検証した。MeCP2欠損マウスでは野生型マウスに比べ15日齢で呼吸中
枢でのGad1 mRNAレベルが低かったが，VPAの7日間の投与により上昇した。VPAを投与したMecp2欠損マウスで
は，延髄呼吸ニューロンのヒストン上のリジン残基H3K9およびH4K5について，生理食塩水群（コントロール）に
比べアセチル化レベルの有意な上昇が認められた。以上のことから，VPAがヒストンアセチル化を介した延髄呼
吸中枢でのGad1遺伝子発現の調節に影響を及ぼすことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Epigenetic effects of valproate (VPA) on Gad1 expression in the medullary 
ventral respiratory group (VRG) of neonatal Mecp2-deficient mice were examined. We found that the 
Gad1 mRNA level in the VRG of Mecp2-deficient mice was lower than that of wild-type mice while VPA 
treatment for 7 days increased Gad1 mRNA expression in the VRG of Mecp2-deficient mice on postnatal 
day 15. Acetylation levels of H3K9 and H4K5, the lysine residues of core histones, were increased 
with the VPA treatment in the Mecp2-deficient mice. These results suggest that the effects of VPA on
 Gad1 mRNA expression in the VRG of Mecp2-deficient mice are caused by the increase in the 
acetylation levels of core histones which may enhance Gad1 promoter activity. 

研究分野：小児歯科学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 延髄には呼吸や嚥下に必須の中枢があ
り，抑制性神経伝達物質である GABA がそれ
らの機能調節に重要な役割を担っている。呼
吸と嚥下は出生直後から生命維持に不可欠
であるが，それらを制御する中枢の発達には
不明の点が多い。 
(2) 近年，GABA の産生に関わっているグル
タミン酸脱炭酸酵素１（GAD1，別名 GAD67）
の遺伝子発現に，エピジェネティクスが大き
く関与していることが示唆されている。Gad1
遺伝子のプロモーター領域のメチル化はそ
の一つであるが，メチル化レベルの変化と遺
伝子発現の関係，あるいは呼吸機能調節との
関係は未解明である。 
 
２．研究の目的 
(1) 我々はこれまで，呼吸および嚥下に異常
がみられる生後 15 日の Mecp2 ノックアウト
マウス(Mecp2-/y)の延髄呼吸中枢について，
Gad1 遺伝子のプロモーター領域にある CpG 
のメチル化レベルが上昇していることを確
認している。本研究では，CpG のメチル化レ
ベルについて，Mecp2-/y とその同腹仔の野生
型マウス，および野生型母から生まれた仔マ
ウスで違いがあるかどうか，またバルプロ酸
(VPA)の投与でそれらがどのような影響を受
けるかについて検討することとした。 
(2)ヒストン脱アセチル化酵素の阻害薬であ
る VPA の投与により，呼吸ニューロンでのコ
アヒストンのアセチル化が促進され，それに
よって mRNA 発現が上昇する可能性が考えら
れる。そこで VPA の腹腔内投与が延髄呼吸中
枢での H3K9，H3K14，H4K5，H4K8 のアセチル
化に及ぼす影響を免疫組織学的方法で調べ
ることとした。 
 
３．研究の方法 
(1) Gad1 近位プロモーター上の CpGのメチル
化レベルおよび Gad1 mRNA 量の測定 
 野生型マウスおよび Mecp2-/y について，
生後 15 日で延髄腹側部から DNA を抽出し，
バイサルファイトシークエンス法により，
Gad1プロモーター上のCpGについてメチル化
率を算出した。23 箇所の CpG のメチル化レベ
ルについてグループ単位で比較した。また延
髄腹側部からRNAを抽出し，リアルタイムPCR
法により Gad1 mRNA 量を測定した。また脳摘
出前に全身型プレチスモグラフにより呼吸
パターンを測定し，無呼吸頻度を調べた。 
(2) DNA のメチル化・脱メチル化に関与して
いる酵素のリアルタイム PCR による検討 
 DNAメチル化に関与しているDNMT1，DNMT3a，
DNMT3b，および DNA 脱メチル化に関与してい
る TET1，TET2，TET3，TDG の延髄呼吸中枢で
の発現について，リアルタイム PCR による
mRNA 量の測定により評価した。また VPA 投与
による影響も調べた。 
(3) VPA 投与によるヒストンアセチル化レベ
ルへの影響の検討 

 生後 2 週の Mecp2-/y ならびに野生型雄マ
ウスに，生後 8日から 7日間，バルプロ酸あ
るいは生理食塩水の腹腔内投与を行った。生
後 15 日に脳組織を摘出した。延髄の連続切
片を作製後，アセチル化した H3K9，H3K14，
H4K5，H4K8 の各ヒストンに特異性のある抗体
を使用し蛍光 2重染色を行った。そののち各
ア セ チ ル 化 ヒ ス ト ン の 蛍 光 強 度 を
ImagePro7.0 にて細胞単位で定量，比較した。 
(4) Gad1 プロモーター領域でのメチル化
CpG 結合因子の動態 
DNA 結合タンパクとクロスリンクした
DNA 分画を Mecp2-/y の脳組織から抽出し，
クロマチン免疫沈降（ChIP）法により，Gad1
プロモーター領域での MBD1 および MBD2 の
結合レベルを調べた。 
 
４．研究成果 
(1) 延髄腹側呼吸群における Gad1 近位プロ
モーター領域のCpGメチル化レベルを調べた
ところ，Mecp2-/y，Mecp2-/y と同腹（同母）
の野生型雄マウス（het-w），および野生型の
母マウスから生まれた野生型雄マウス（w-w）
の比較では，Mecp2-/y（図では hemi）および
het-w について，23 個の CpG 全体で比較した
場合のメチル化レベルがw-wに比べ有意に高
かった(図１，p<0.05)。一方，Mecp2-/y（hemi）
と het-w には有意差がみられなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Mecp2-/yはw-wに比べ無呼吸回数が有意に
多く，延髄呼吸中枢での Gad1 mRNA レベルが
低かったが，VPA の投与により無呼吸回数が
減少し，Gad1 mRNAレベルが上昇した（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



(2) 生後 2 週の Mecp2-/y ならびに野生型雄
マウスに，生後 8日から 7日間，バルプロ酸
あるいは生理食塩水の腹腔内投与を行い，生
後 15 日に延髄呼吸中枢の組織を摘出してリ
アルタイム PCR による mRNA 測定を行った。
その結果，DNMT1，DNMT3a，DNMT3b，TET1，
TET2，TET3，TDG のいずれについても発現量
に関して Mecp2-/y と野生型雄マウスで差が
みられなかった。また，VPA 投与による影響
も認められなかった。代表例として DNMT1 お
よび TET1 の結果を図で示す（図３，図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 生後 15日の Mecp2-/y に VPA を 7日間投
与したところ，延髄呼吸ニューロンでのヒス
トン上のリジン残基 H3K9 および H4K5 につい
て，VPA 投与群でコントロール（生理食塩水
群）に比べアセチル化レベルの有意な上昇が
認められた（p<0.01）。一方，H3K14 と H4K8
ではアセチル化レベルに変化が認められな
かった。また野生型マウスでも同様に H3K9
および H4K5 にアセチル化レベルの上昇が認
められた（p<0.05）（図５〜８）。 
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(4) VPA を投与した Mecp2-/y および野生型マ
ウスについて，Gad1 プロモーター領域に結
合している MBD1 ならびに MBD2 の量を ChIP
法により測定した。 
MBD1，MBD2 はメチル化された CpG に結合し
て下流に位置する遺伝子の発現を抑制する
働きがある。MBD1 について，Mecp2-/y では
VPA の投与後に結合量が有意に減少していた
が，野生型マウスでは影響がみられなかった
（図９）。なお生理食塩水を投与した
Mecp2-/y および野生型マウスでは MBD1 の結
合に変化はみられなかった。 
MBD2 については Mecp2-/y と野生型雄マウ
スで差がみられず，また VPA の投与によって
も結合量に変化はみられなかった。 
 
 図９ 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) MeCP2の欠損と疼痛閾値の関係について，
Mecp2 欠損雌マウス(Mecp2+/y)を用いて検討
した。起炎物質である Complete Freund’s 
adjuvant(CFA)を舌に注入して疼痛閾値の変
化を調べたところ，Mecp2+/y では CFA による
疼痛閾値の低下がみられないことが明らか
になった。この研究成果の詳細は論文にて発
表した（主な発表論文(1)）。 
 
(6) 研究成果のまとめ 
Mecp2-/y では，延髄腹側呼吸中枢で，Gad1
プロモーターのCpG高メチル化ならびにGad1 
mRNA 発現の低下が生じており，コアヒストン
H3K9 および H4K5 の修飾がそれらに影響を与
えている可能性が示された。また， Mecp2-/y
においてVPAがヒストンアセチル化ならびに
CpG メチル化を介した遺伝子発現の調節に影
響を及ぼすことが示唆された。 
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