
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成２１年５月１日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
研究成果の概要： 

NSD1蛋白の精製とHMT活性の評価に関しては、NSD1コンストラクトを用いて細胞への

導入はHek293では成功しHek293を用いて、HMT活性の評価に必要な十分量のNSD1蛋白

を現在精製中である。モデルマウスの作成に関しては当該領域のヒトとマウスのゲノ

ム構造を比較検討した結果、ヒトとマウスのゲノム構造の差異明らかになったが、モ

デルマウスの作成には成功していない。 
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１．研究開始当初の背景 

発達障害の臨床面と基礎研究両面での研究

および原因解明は現代社会で急務である 

本研究ではソトス症候群を発達障害の一つ

と捉え、生化学、神経心理学の観点から知見

を得ることを背景としたものである。これら

の知見は広く発達障害の臨床および基礎研

究に応用できると考えた。 

２．研究の目的 

(1) 染色体欠失および重複モデルマウスを

作成し、その表現型を明らかにし、発達障

害のモデルマウスとしての妥当性を検討す

る。 

(2) NSD1のミスセンス変異がNSD1蛋白のヒ

ストンメチルトランスフェラーゼ活性に与

える影響を検討する。 
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３．研究の方法 

 

1. 染色体欠失および重複モデルマウ

スの作成と表現型の評価  

(1)モデルマウスの作成 

ヒトにおける染色体欠失部位を正確に同

定しそのメカニズムを決定し、マウスのお

ける当該領域のゲノム解析を行う。ヒトと

マウスの相同部位が決定した後には 

共同研究者 Dr Allan Bradley の作成し

たMutagenic Insertion and Chromosome 

Engineering Resource(MICER)を用いて

ターゲティングベクターを作成しベク

ターが得られ次第、ES 細胞に導入しキ

メラマウスの作成へと進む予定であっ

た。 

 

(2)形態の観察 

ソトス症候群の特徴である顔面奇形の観

察や、過成長の程度、中枢神経系の形態を

評価する。もし、マウスが致死の胎生致死

の場合には胎児期に応じた発生状況を評

価する。 

 

2. ミスセンス変異のNSD1蛋白のヒスト

ンメチルトランスフェラーゼ（HMT）活

性に対する影響の解析 

(1)NSD1 蛋白の精製 

遺伝子全長を組み込んだ発現ベクター

を 有 し て い る の で 、 こ れ を

Site-Directed Mutagenesis System を

用いて突然変異の導入を行う。ただし、

コンストラクト自体が約 13 Kb と大き

いので、PCR を用いた変異導入には困難

も予想される。その際は遺伝子の一部

をサブクローニングし直し、コンスト

ラクトのサイズを落として対応する。 

(2)(1)で作成したコンストラクトをヒ

ト細胞株、Hela, HepG2 に導入する。HepG 

は NSD1 の内因性の発現がないため巨大

なコンストラクトが機能するか否かの 

確認に用いる。NSD1 抗体はすでに入手して

おり、Hela 核抽出物を用いて免疫沈降法に

使用可能であることを確認している。 

 

(3) 免疫沈降により精製した正常及び 

変異を有する NSD1 蛋白に市販の HMT アッ

セイキットを用いて HMT 活性を測定する。 

 

４．研究成果 

(1)ソトス症候群における典型例ではない、

より染色体欠失例の染色体欠失メカニズム

の解明 

欠失典型例とは異なる３症例はいづれも典

型例よりも小さなサイズの欠失であり、研究

代表者が報告してきた low copy repeat を介

する non allelic homologousrecombination 

に基づくメカニズム（Kurotaki et al., 2005）

とは異なるメカニズムであることを示した。

この３症例においては、染色体切断点には

Alu 配列が存在し付近のシーケンス解析によ

ると、この Alu 配列下で non allelic 

homologousrecombination が誘発されている

ことが判明した。(Mochizuki et al., 2008) 

 

(2)ヒトとマウスのゲノム構造の比較 

 図１に示したようにヒトとマウスでは相応

の共通したゲノム構造ではある。ヒトとマウ

スでは同定された相同遺伝子はほぼ等しく

この領域は異種間では比較的保存されてい

ると考えられるが、テロメア側で不一致が見

られる。ヒトで同定された相同性領域(Low 

Copy Repeat)はマウスでは認めらない。この

結果、マウスで欠失させるべき領域の決定が

困難であった。 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
図１ 

 
 
 
(3)NSD1変異プラスミドの生成及びNSD1蛋白
の発現の確認 
 
図２に示したのは作成したプラスミドを大
腸菌に導入し抽出し、電気泳動法にてサイズ
を確認した結果である。NSD1 を発現ベクター
に組み込んだプラスミドはそのサイズ故か
あるいはそもそも NSD1 が細胞毒性を有する
のか定かではないが、プラスミドの回収率が
低く大腸菌の大量培養を必要とした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ 
 

 
図３は Hek293 細胞株に対し、NSD1 プラスミ
ド（変異型及び野生型）のトランスフェクシ
ョンを行い、ウェスタンブロット法において
予想されるサイズのバンドを確認した結果 
である。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
図３ 

 
NSD1 遺伝子の点突然変異であるミスセンス
変異がソトス症候群の原因であるから、変異
型と野生型の NSD1 蛋白において、機能的活
性すなわちヒストンメチルトランスフェラ
ーゼ活性を比較する予定であった。 
しかしながら、NSD1 の内因性発現のない
HepG2 細胞株ではトランスフェクションが成
功していないため、野生型と変異型で比較す
るべき HMT 活性の測定には至っていない。 
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