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研究成果の概要（和文）：ヒストンメチル化異常症におけるエピゲノム異常と標的遺伝子の同定、病態解明を目
的に患者末梢血DNAのゲノムインプリンティング関連DMRのメチル化解析を行った。代表的疾患であるソトス症候
群の患者の約半数で異常低メチル化を示すDMRを２カ所同定した。培養細胞を5-Aza-CdR処理したところ、これら
のDMRで脱メチル化が誘導され、関連するインプリント遺伝子の発現量が増加した。NSD1遺伝子の変異により、
DMRのメチル化異常に伴うインプリント遺伝子の発現異常が生じ、病態に影響していることが示唆された。一
方、NSD1のC末にFLAGを付加した細胞を樹立したので、今後標的遺伝子探索を進めていく。

研究成果の概要（英文）：We screened methylation status of imprinting associated differentially 
methylated regions (DMRs) in patients with Sotos syndrome, an aberrant histone methylation disease, 
to find NSD1 target genes and elucidate pathological conditions. We found two DMRs reduced 
methylation in about half of patients. Cells cultured with 5-Aza-CdR revealed the increased 
expression of imprinted genes with the reduced methylation of the DMRs. It was suggested that NSD1 
mutations induced hypomethylation of the DMRs followed by the increased expression of the imprinted 
genes. Aberrant expression of the genes were probably involved in the pathological conditions of 
Sotos syndrome. In addition, we established the cell lines, which expressed FLAG tagged NSD1 
protein. We plan to identify the NSD1 target genes using the cell lines.

研究分野：エピジェネティクス

キーワード： ヒストンメチル化酵素　DNAメチル化　ソトス症候群　ゲノムインプリンティング
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１．研究開始当初の背景	
先天性疾患の原因としてクロマチン関連遺
伝子の変異が次々と同定されていが、遺伝子
変異の結果として生じるエピゲノム異常と
標的遺伝子の詳細は明らかでなく、分子レベ
ルでの病態解明および治療薬開発は実現で
きていない。クロマチン構造に深く関連する
ヒストンメチル化酵素遺伝子の変異で発症
する代表的疾患に歌舞伎症候群（KS）とソト
ス症候群（SS）がある。KS は、ヒストン H3K4
トリメチル化酵素 KMT2D（MLL2）の変異と
H3K27 脱メチル化酵素 KDM6A（UTX）の変異で
発症する。一方、SS は、ヒストン H3K36 モノ・
ジメチル化酵素 NSD1の変異で発症する。	
	
２．研究の目的	
本研究では、ヒストンメチル化異常症である
KS および SS の病態解明と創薬基盤の確立の
ため、原因遺伝子がコードするヒストン修飾
酵素の標的遺伝子を同定する。それぞれの遺
伝子産物をタグ標識したヒト多能性幹細胞
株およびノックアウト（KO）細胞のエピゲノ
ム解析を行うことで標的遺伝子を絞り込む。
また、患者検体において DNA メチル化の変化
を指標にした標的遺伝子探索も行う。さらに、
個々の標的遺伝子を KO したヒト iPS ライブ
ラリーを作製し、薬剤スクリーニングの基盤
とする。標的遺伝子同定、病態理解と創薬基
盤の確立が可能となり、先天性疾患の治療薬
開発と患児の QOL 向上が期待される。	
	
３．研究の方法	
(1)	患者末梢血 DNA を用いた異常メチル化ス
クリーニング	
これまでに開発したインプリンティング関
連 DMR（differentially	methylated	region）
の包括的解析法を用いて、KS	18 例と SS	21
例の末梢血 DNA の異常メチル化をスクリーニ
ングした。具体的には、MALDI-TOF 質量分析
計（MassARRAY）により 36 ヵ所の DMR をスク
リーニングし、異常メチル化を示した DMR に
ついて bisulfite-pyrosequencing で確認し
た。	
	
(2)	DMR の異常メチル化とインプリント遺伝
子発現の in	vitro関連解析	
患者末梢血 DNA で異常メチル化を示した DMR
に関して、培養細胞 HEK293（ヒト胎児腎由来）、
TCL-1 および HTR8（ヒト trophoblast 由来）
をDNA脱メチル化剤5-Aza-2’-deoxycitidne	
(5-aza-CdR)存在下で７日間培養し、DMR の脱
メチル化を誘導した。メチル化状態は
bisulfite-pyrosequence 法で解析した。また、
当該 DMR 支配下の遺伝子発現量を real	
time-RT-PCR で定量的に解析した。	
	
(3)	ヒト多能性幹細胞を用いた標的遺伝子
探索	
ヒトテラトカルチノーマ由来幹細胞 NCCIT 細
胞を使用した。CRISPR/Cas9 システムを用い

て NSD1 の C 末端に 3xFLAG	tag を挿入した
Tagged	NSD1 細胞の作製を試みた。	
	
４．研究成果	
(1)	患者末梢血 DNA を用いた異常メチル化ス
クリーニング	
MassARRAYとbisulfite-pyrosequencingでイ
ンプリント DMR のメチル化を解析した。KS で
は 2 ヵ所の DMR で低メチル化、3 ヵ所の DMR
で高メチル化を認めたが、メチル化異常を示
した症例の頻度は 6-11％と低く、DMR のメチ
ル化異常との関連性は低いと考えられた。一
方、SSでは8ヵ所のDMRで低メチル化を認め、
SS 患者 31 例中 26 例（84%）で少なくとも一
カ所以上の DMR で異常低メチル化を認めた。
また、SS 症例の 48%で IGF2-DMR0 の異常低メ
チル化を、42％で IG-DMR-GC6 の異常低メチ
ル化を認めた。	
	
(2)	DMR の異常メチル化とインプリント遺伝
子発現の in	vitro関連解析	
上記結果を受け、DMR の低メチル化が、その
DMR に関連するインプリント遺伝子の発現を
変化させるか否かを in	vitro で解析した。
培養細胞 HEK293、TCL-1 および HTR8 を
5-Aza-CdR 処理したところ、IGF2-DMR0 と
IG-DMR-GC6 で脱メチル化が誘導された。脱メ
チル化誘導に伴い、IGF2-DMR0 と関連するイ
ンプリント遺伝子 IGF2 は 5-6 倍程度、
IG-DMR-CG6 と関連するインプリント遺伝子
MEG3 は数百倍、MEG8 は数十倍、発現量が増
加した。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	



以上の結果から、DMR の異常メチル化とイン
プリント遺伝子の発現量の変化の関連性が
強く示唆された。	
	
(3)	ヒト多能性幹細胞を用いた標的遺伝子
探索	
NSD1-3xFLAG 細胞を樹立し、抗 FLAG 抗体によ
るタンパク発現を確認した。また、レチノイ
ン酸による前期神経前駆細胞への分化を確
認した。	
	
インプリント遺伝子 IGF2 は増殖因子をコー
ドし、その過剰発現は過成長を惹起すること
から、SS の過成長と関連する可能性がある。
一方、IG-DMR-CG6 の低メチル化は精神発達遅
滞を呈する Temple 症候群で認められること
から、SS の精神遅滞と関連する可能性が示唆
された。一方、NSD1-3xFLAG 細胞は樹立でき
たが ChIP-seq 解析による標的遺伝子の同定
には至らなかったため、個々の標的遺伝子を
KOしたヒトiPSライブラリーは作製できなか
った。今後、この細胞を用いて ChIP-seq を
行うことで標的遺伝子探索を進めていく予
定である。	
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