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研究成果の概要（和文）：うつ病の病態に脳由来神経栄養因子(BDNF)の発現の低下が関与し、その機序がBDNF遺
伝子のexon IVのpromoter領域のシトシンのメチル化率亢進にある事を実証する目的で、遺伝子編集技術を用い
たBDNF遺伝子のメチル化率の人工的操作法を開発した。BDNF遺伝子の上記領域にあるシトシンのメチル化率を変
化させるため、dCas9-Tet1（メチル化率の減少）或いはdCas9-Dnmt3a（亢進）を発現するレンチウイルスベクタ
ーと、上記領域に特異的なgRNAを一緒にマウス初代培養細胞に導入した結果、BDNF遺伝子のメチル化率を制御す
る事（Tet1で減少・Dnmt3aで亢進）が出来た。　

研究成果の概要（英文）：It is known that the decreased expression of brain-derived neurotrophic 
factor (BDNF) in the hippocampus is associated with the pathophysiology of depression. To verify the
 involvement of the decreased cytosine methylation rates (CMRs) within the promoter of exon IV of 
the BDNF gene in the pathophysiology of depression, we developed the method of the artificial 
manipulation of the CMRs of the BDNF gene. Lentiviruses expressing the Fuw-dCas9-Tet1CD and 
Fuw-dCas9-Dnmt3a and guide RNA were produced by transfecting HEK239T cells with standard packaging 
vectors. After calculating the virus titer, the constructs with higher titer were transfected into 
the primary mouse cell culture to examine whether CMRs were altered by dCas9-Tet1 or dCas9-Dnmt3a. 
We found that while the dCas9-Tet1 fusion protein increased the levels of BDNF mRNA and BDNF protein
 with the decrease in the CMRs, the dCas9-Dnmt3a fusion protein decreased the levels of BDNF mRNA 
and BDNF protein with the increase in the CMRs.  

研究分野：分子精神医学

キーワード： 脳由来神経栄養因子(BDNF)　うつ病　DNA methylation　Tet1 　DNMT3a
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研究成果の学術的意義や社会的意義
うつ病動物モデルの脳およびうつ病患者の末梢血・脳由来DNAを対象としたBDNF遺伝子のシトシンのメチル化研
究から、BDNF遺伝子exon IVのpromoter領域のメチル化率の低下が報告されている。しかしながらこれらのメチ
ル化率の変化が、うつ病の原因として特異的な変化であるかは不明である。本研究の成果によってマウスを対象
にBDNF遺伝子のメチル化を特異的に変動させる技術が開発された事になり、今後本実験で得られた手法をマウス
脳に適用する事によって、うつ病の病態のエピジェネティクス領域からの一層の解明が進むと思われる。　

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
本申請者らがラット脳で脳由来神経栄養因子(BDNF)の発現が、ストレスで低下し抗うつ薬及

び電気けいれん処置がストレスによる発現低下を抑制する事を世界で初めて報告 1)して以来、

多数のうつ病の病態解明を目的とした BDNF 研究が行われてきた。中でも BDNF 遺伝子の海馬で

のノックアウトマウスでは抗うつ薬の効果が得られないという報告 2)や、ヒト末梢血 BDNF 濃度

のうつ病状態での低下と治療後の回復という結果 3)は、本申請者らの提唱した「BDNF 低下によ

るうつ病発症仮説」を支持する成果である。上記成果を踏まえ本申請者らは、遺伝子の転写が

プロモーター領域のシトシンのメチル化率によって制御されているというエピジェネティック

機構に着目し、未治療うつ病患者の末梢血 DNA を用いて BDNF 遺伝子のエクソン I, IV のプロモ

ーター領域のメチル化プロフィールを解析した 4)。その解析結果からBDNF遺伝子エクソンI, IV

のプロモーター領域のメチル化プロフィールはうつ病特異的な変化を示し、うつ病の診断バイ

オマーカーとなる可能性を指摘した 4)。しかしうつ病モデルラット側坐核では BDNF 発現は亢進

しており、脳部位ごとに BDNF 発現も異なる可能性が指摘されていた。側坐核はアンヘドニア形

成に重要な部位と考えられ、海馬は情動記憶の障害に密接に関与していると考えられていた。

臨床医学的にもうつ病の症状は多様であり、その原因として障害される脳部位の異種性がある

と推測される。同時にうつ病モデル動物の脳内では BDNF 以外にも、複数の遺伝子発現の変動が

あり、BDNF 発現の異常が直接うつ病の病態とリンクしているかは明らかでなかった。 

 またうつ病とは多くの点で精神症状の異なる統合失調症でも、ヒト末梢血 DNA を対象とした

BDNF 遺伝子のメチル化の障害が報告 5)され、うつ病と統合失調症との BDNF 遺伝子のメチル化

プロフィールの異同についての解明も求められていた。   

 
２．研究の目的 
上記のような本申請者らの「うつ病の発症に関する BDNF 低下仮説」の提唱を受けて、本研究

ではこの仮説をエピジェネティック機構（シトシンのメチル化率の障害）から実証するために

以下の課題を解明することを目的とした。 

（１）BDNF 遺伝子のエクソン IVのプロモーター領域のメチル化障害が、BDNF 遺伝子発現の異

常を引き起こすかを実証する。 

（２）このようなプロモーター領域のシトシン・メチル化率の変動が、うつ病の発症に関与し

ているかを解明する。  

（３）このような病態研究と同時に、うつ病の診断及び治療に応用できるバイオマーカーの開

発が必要とされ、特に脳内での動態を反映した末梢血バイオマーカーが望まれている。従って

本申請者らがこれまで行ってきた、未治療うつ病患者を対象とした BDNF 遺伝子のメチル化のプ

ロフィールを統合失調症患者で検索して、うつ病に特異的なメチル化障害としてバイオマーカ

ーとなる可能性について解明した。  

 
３．研究の方法 
（１）ゲノム編集技術を用いた BDNF 遺伝子メチル化操作法の開発     

マウス個体において BDNF 遺伝子のメチル化状態を CRISPR/Cas9 システムを用いて操作した。

ヌクレアーゼ不活化型の Cas9（dead Cas9; dCas9）にエフェクタードメインを融合させた。エ

フェクタードメインとして、脱メチル化亢進用には Ten-eleven translocation 1（Tet1）を、

メチル化亢進用には DNA methyltransferase 3a（Dnmt3a）を用いた。dCas9 と Tet1 の触媒ド

メインの融合遺伝子を作製し、レンチウイルスベクタープラスミドに挿入した。このプラスミ



ドとウイルスのパッケージングに必要な遺伝子の、発現プラスミドを 293T 細胞に導入した。形

成されたウイルス粒子（ウイルスベクター）を回収し、力価測定を行った。guide RNA は BDNF

遺伝子エクソン IV のプロモーター上の 12個の CpG に、結合するように設計を行った。得られ

た高力価のウイルス粒子を用いて、培養細胞内の BDNF 遺伝子エクソン IV のプロモーター領域

のメチル化率の操作を試みた。細胞には 17日齢のマウス胎児脳から単離した初代神経培養細胞

を用いた。この細胞に dCas9-Tet1 或いは dCas-Dnmt3a と各 gRNA を感染させ、BDNF mRNA の発

現量は real-time PCR 法で、BDNF タンパク発現は Western blot 法で、メチル化率は MassARRAY

法で、それぞれ解析した。  

（２）Mass ARRAY を用いたメチル化率の計測  

 末梢血及び培養細胞よりの DNA 抽出は、DNeasyⓇ (Quiagen)を用いて行った。その後のシト

シンのメチル化解析は、Agena Bioscience 社の MassARRAY® System を用いて行った。システム

内の sodium bisulfite 処理キットを用い、非メチル化シトシンのウラシルへの置換を行った。

BDNF 遺伝子のエクソン I, IV のプロモーター上の CpG アイランド領域をカバーする、PCR 用プ

ライマーを MassARRAY® System 上の Epidesigner を用いて設計し、Methylation specific PCR

の後、In vitro transcription を施行した。U特異的切断の後、MassARRAY MALDI-TOF MS を用

いてシトシンのメチル化率を質量分析法にて定量した後、Epityper を用いてシトシンのメチル

化率のデータを取得した。 

 
４．研究成果 

（１）ゲノム編集技術を用いた BDNF 遺伝子メチル化操作法 の開発  

 dCas9-Tet1 と各 gRNA のウイルス粒子を初代神経培養細胞に感染させ、感染 2 日後に細胞か

ら RNA を抽出した。Real-time PCR により BDNF mRNA の発現を調べたところ、gRNA を感染させ

ない dCas9-Tet1 のみの対照群に比べて発現の増加がみられた。また、抗 BDNF 抗体を用いた

Western blot にて、タンパク質レベルでの発現上昇も確認された。次に、細胞から抽出したゲ

ノム DNA を用いて MassARRAY 法により、プロモーターⅣ上のシトシン・メチル化率を解析した。

その結果、メチル化率も有意に低下していることが明らかとなった。 

 dCas9-Dnmt3a と各 gRNA のウイルス粒子を Neuro-2A 細胞に感染させ、BDNF mRNA と BDNF タン

パク発現及びエクソン IV のシトシン・メチル化率について計測した。Real-time PCR により

BDNF mRNA の発現を調べたところ、対照群に比べて発現の減少がみられた。また、抗 BDNF抗体

を用いた Western blot にて、タンパク質レベルでの発現減少も確認された。次に、細胞から

抽出したゲノム DNA を用いて MassARRAY 法により、プロモーターⅣ上のシトシン・メチル化率

を解析した。その結果、メチル化率も有意に亢進していることが明らかとなった。 

これらの研究結果から培養細胞において、レンチウイルスベクターを用いた dCas9-Tet1 ある

いは dCas9-Dnmt3a と gRNA の感染によって、BDNF 遺伝子のシトシンのメチル化状態を操作でき

ることが分かった。今後は本研究で開発した方法を用いて、マウス大脳皮質前頭部や海馬での

BDNF 遺伝子のシトシン・メチル化率を亢進させることで、うつ病様行動がみられるかを試すこ

とが可能になると考えられる。 

（２）Mass ARRAY を用いたメチル化率の計測  

 統合失調症患者（抗精神病薬による治療中）と健康対象者それぞれ 22 例で末梢血 DNA を対象

にエクソン Iのプロモーター上の CpG 35 か所のシトシン・メチル化率を比較したところ、有意

なメチル化率の変化は 4 か所で検出された 6)。本結果は未治療うつ病患者と健康対照者の比較

で 28 か所のシトシン・メチル化率に有意な変化のみられた本申請者らの結果 4)に比べ顕著に異



なることから、統合失調症とうつ病の間ではＢDNF 遺伝子プロモーターのメチル化プロフィー

ルに大きな違いのあることが示された。  
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