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研究成果の概要（和文）：哺乳類の脳の神経細胞（ニューロン）における DNA メチル化、及び、

DNMT1 の役割を解明することを目的とし、研究を行った。その結果、DNMT1 が発達期にお

いて神経突起の伸長に関与すること明らかにした。また、ニューロン特異的な DNMT1 の欠損

が、マウスの不安様行動を誘発させることがわかった。これらの結果は、非分裂生のニューロ

ンにおいても DNMT1 がその機能を発揮し、ニューロンの発達と活動を制御していることを示

している。 
 
研究成果の概要（英文）：Although neurons are postmitotic cells, which completely have 
exited cell cycle, the expression of DNA methyltransferase 1 (DNMT1) is observed in the 
cells. However, the function of DNMT1 in postmitotic neurons is unclear. To address this 
issue, we deleted Dnmt1 gene in neurons and examined the resultant phenotype in vitro. 
We found that DNMT1 plays an important role in cortical development through the 
regulation of neurite outgrowth mediated by neurotrophic factor signaling. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 脳の高次機能は、神経細胞（ニューロン）
が他のニューロンとの間で複雑かつ正確で
膨大な数におよぶネットワークを形成する
ことで発揮される。ニューロンは情報交換を
行う為の基本的な形態として、細胞体と機能
的／構造的に異なる二種類の神経突起から
構成される。神経突起の一つである軸索は、
活動電位を神経末端まで伝導し、情報を他の
細胞に伝達するという出力としての働きを
もち、樹状突起は、主に他の細胞から神経伝
達物質を受ける入力としての役割を担って

いる。中枢神経系では、発生期にニューロン
が出力を担う軸索を伸長させ、標的細胞とシ
ナプスを形成し、複雑な神経回路網が形成さ
れることで、構造、機能の分化を反映した階
層性のある情報処理機構が発達する。正確な
神経ネットワークの構築には、ニューロンが
適切な形態をとることが必要不可欠である。 
 過去の研究より、複雑な神経ネットワーク
の構築・維持には、様々な物質が各発生段階
でその機能を果たすことが必須であること
が示されている。発生期のニューロンの神経
突起伸長や生存を制御する代表的な因子の
一つに、神経栄養因子がある。神経栄養因子
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は、nerve growth factor（NGF）に代表され
るファミリータンパク質の総称であり、NGF 
以外には Brain-derived neurotrophic factor
（BDNF）、neurotrophin-3（NT-3）、NT-4/5
が知られている(Reichardt, 2006)。神経栄養
因子の受容体には、すべての神経栄養因子と
低親和性に結合する p75NTR と、各神経栄養
因子と特異的な高親和性受容体チロシンキ
ナーゼ型受容体（tyrosine kinase receptor, 
Trk 受容体）が存在する。Trk 受容体には
TrkA、TrkB、TrkC があり、NGF は TrkA
と、BDNF と NT-4/5 は TrkB と、NT-3 は
TrkC とそれぞれ結合する。神経栄養因子は
まず前駆体として産生され、プロセシングを
受け成熟型となることが知られている
(Lessmann et al., 2003)。Trk 受容体は受容
体型チロシンキナーゼであり、神経栄養因子
二量体が結合することによって二量体化し、
自己リン酸化がおこり細胞内に種々のシグ
ナルが伝達される。Trk 受容体の下流では
Ras-MAPK 経路、ホスホリパーゼ Cγ経路、
PI3K 経路等が活性化される。これらのシグ
ナルは、脳の発達過程においてはニューロン
の分化誘導や生存維持、神経突起の伸長、成
熟などに作用し、成熟後のニューロンにおい
ても、神経伝達の調節やそれに続く活動依存
性のシナプス可塑性に影響を及ぼすなど、そ
の機能は多岐にわたることが明らかとなっ
ている(Bibel and Barde. 2000; Chao, 2003) 
(Bibel and Barde, 2000) (Chao, 2003) 。 
 
２．研究の目的 
 ところで、近年、エピジェネティクスによ
る遺伝子発現制御が脳の発生に重要な役割
を 担 っ て い る こ と が 示 唆 さ れ て い る
(Fagiolini et al., 2009)。エピジェネティクス
制御機構は、遺伝子配列の変化を伴わずにク
ロマチンの状態を変換し遺伝子発現を時空
間的に巧妙に制御する機構であり、ゲノム
DNA のメチル化やヒストンタンパク質の修
飾によるクロマチン構造変換がこの機構の
代表的なものである。DNA メチル化は、近
傍のゲノム領域のクロマチン構造変化や転
写制御因子の DNA 結合能に変化をもたらし、
主に遺伝子発現を抑制する。ヒストン修飾に
関しては、クロマチンの主要構成因子である
コアヒストンの N 末端領域（ヒストンテイ
ル）の、アセチル化、メチル化、リン酸化、
リボシル化、ユビキチン化などの様々な翻訳
後修飾が知られている(Wolffe and Hayes, 
1999) (Turner, 2002)。DNA メチル化は、
DNA メチル化酵素（DNMT）群によってゲ
ノム DNA にメチル基が付加されることによ
って生じる。これまでに DNA メチル基転移
酵素としてヘミメチル化された DNA にメ
チル基を導入する維持型  DNMT1 (DNA 
methyltransferase 1) と、新規にメチル基を

導入する新規型 DNMT3a 及び DNMT3b が
知られている(Bestor, 2000)。DNMT1 は、C
末端側に DNA のメチル化活性ドメインを持
つ分子量約 180kD の蛋白質で、N 末端側領
域には proliferating cell nuclear antigen
（PCNA）結合ドメイン、targeting sequence
（TS）ドメイン、CXXC モチーフなど複数の
制御ドメインが存在し、C 末端側のメチル化
活性領域の機能調節に関与している(Spada 
et al., 2006)。この DNMT1 は DNA 複製に
おける DNA メチル化パターンの維持に必須
な役割を果たすことが知られており(Jeltsch, 
2006)、Dnmt1 遺伝子ノックアウトマウスで
は、細胞分裂の度にゲノム全体の低メチル化
が誘導され、着床後 8.5 日で致死となること
から、DNMT1 によるゲノム DNA のメチル
化パターンの維持は正常な発生に必須であ
る (Li et al., 1992)。興味深いことに、既に
分裂を終えたニューロンにおいても DNMT1
の発現が観察され、ニューロンの機能発現に
重要な役割を担う可能性が示唆されている
ものの(Fan et al., 2001) (Feng et al., 2010) 
(Hutnick et al., 2009)、その詳細は不明であ
る。特に、脳の発達期のニューロンにおける
DNMT1の役割については全く明らかにされ
ていない。そこで私は、発達期のニューロン
における DNMT1 の機能を解明することを
目的とし、研究を開始した。 
 
３．研究の方法 
 胎生期マウスよりニューロンを採取、培養
し、Dnmt1 に対する shRNA をレンチウィルス
を用いて発現させ、ノックダウンを行った。
また、Dnmt1 をレンチウィルスを用いて強制
発現させた。これらの DNMT1のノックダウン、
及び強制発現を行い、ニューロンの形態変化、
及び機能的変化を解析することで、DNMT1 の
役割を明らかにすることを目指した。 
 
４．研究成果 
 
(1)ニューロンにおける Dnmt1 のノックダウ
ンは軸索の伸長を促進する 
 ニューロンの発達における DNMT1の機能的
役割を検討する為に、ニューロンにて Dnmt1
のノックダウンを誘導し、形態的変化の有無
を観察した。胎生 17.5 日目のマウス大脳皮
質ニューロンを単離し、播種三時間後に、レ
ンチウイルスを用いて Dnmt1 の 3‘UTR を標
的として設計した特異的な shRNAを発現させ
ることで、Dnmt1 のノックダウンを誘導した。
コントロールとして、GFP のみを発現するレ
ンチウイルスを感染させたニューロンを用
い、4 日間培養した後に免疫染色を行った。
GFP で標識された shRNA を発現するニューロ
ンの神経軸索を Tau-1に対する抗体を用いて
染色し、形態を観察した。その結果、Dnmt1



 

 

のノックダウンを誘導したニューロンでは、
コントロールと比べ、Tau-1 で染色された神
経軸索の伸長がより促進される傾向が観察
された。また観察したニューロンを、それら
が有する軸索の長さによって分け、各長さの
ニューロンごとの割合を調べたところ、コン
トロールと比較して、Dnmt1 をノックダウン
したニューロンにおいて、より長い軸索をも
ったニューロンが増加する傾向にあった。こ
れらの結果から、DNMT1 がニューロンの成熟
過程において、軸索伸長の制御に関与してい
る可能性が示唆された。 
(2) DNMT1 の過剰発現は軸索伸長を抑制す
る 
 Dnmt1 をノックダウンする実験に加え、ニ
ューロンに Dnmt1を過剰発現させる実験を行
った。レンチウイルスにより GFP と Dnmt1 を
ニューロンに過剰発現させ、上記の実験と同
様、Tau-1 に対する抗体を用いた免疫染色に
て、それらニューロンの軸索の長さを観察し
た。その結果、Dnmt1 を過剰発現させたニュ
ーロンでは、コントロールと比較して、神経
軸索の伸長が抑制される傾向にあり、より短
い軸索をもつニューロンの割合が増加した。
また、C 末端側に存在する酵素活性部位に点
変異を誘導し、メチル化活性を欠失した
Dnmt1 を発現させたニューロンにおいても、
同様に軸索伸長の抑制効果が観れられたこ
とから、DNMT1 は DNA メチル化活性非依存的
に、軸索伸長を抑制している可能性が示唆さ
れた。 
（３）Dnmt1 のノックダウンにより観察され
る軸索伸長亢進には液性因子が関与してい
る 
 次に、前述の Dnmt1 のノックダウンで観察
された神経軸索制御の作用機序を解明する
ため、Dnmt1 のノックダウンを誘導した培養
ニューロンの培養上清（Conditioned medium, 
CM）を用いて、野生型ニューロンの培養系に
添加する実験を行い、ニューロンの軸索伸長
を観察した。CM は、レンチウイルスを用いて
Dnmt1 のノックダウンを誘導した後、二日後
にレンチウイルスを含まない培地に全量を
交換し、四日間培養した後に、その培養上精
を回収することで準備した。コントロールと
して、GFP のみを発現するニューロンから回
収した培養上清を用いた。回収した CM を、
新たな野生型ニューロン培養開始後翌日の
培地に添加し、四日間培養を行った後、それ
ら野生型ニューロンの形態を免疫染色法に
て観察した。CM を添加し四日間培養をおこな
ったニューロンにおいて、GFP 陽性の細胞は
観察されなかったことから、レンチウイルス
感染による直接の Dnmt1のノックダウンの影
響は無いと考えられる。 
 Dnmt1 のノックダウンを誘導した培養ニュ
ーロンから回収した CM を添加して培養を行

ったところ、コントロールニューロンの CM
を添加して培養した場合に比べ、軸索伸長の
亢進が観察された。このことから、Dnmt1 の
ノックダウンで観察される軸索伸長の亢進
は、培養液中に産生された細胞外因子による
ものであることが示唆された。 
（４）ニューロンにおける Dnmt1 のノックダ
ウンにより Trk のリン酸化が亢進される 
 神経軸索伸長における DNMT1が制御する因
子を探索するために、レンチウイルスを用い
て Dnmt1flox/flox マウスから培養したニュ
ーロンに Cre組換え酵素を発現させることで
Dnmt1 の欠損を誘導したニューロンより RNA
を 抽 出 し 、 Affymetrix 社 製  GeneChip  
(Mouse  Expression  Set  430  arrays)を
用いて遺伝子の発現レベルを網羅的に解析
した(Kanno et al., 2006)。その結果、コン
トロールとして GFPのみを発現させたニュー
ロンと比較して、Dnmt1 欠損ニューロンにお
いて発現の変化が認められた遺伝子は、２倍
以上の増加が認められたものが 338 遺伝子、
２分の１以下の減少が認められたものが 262
遺伝子あった。そのうち、発現量の増加が認
め ら れ た 遺 伝 子 群 に つ い て PANTHER
（http://www.pantherdb.org/）を用いて遺
伝子の機能ごとに分類したところ、膜貫通受
容体型キナーゼの活性化に関する遺伝子群
が多く含まれていることがわかった。 
 そこで、Dnmt1 がノックダウンされたニュ
ーロンにおける膜貫通受容体型チロシンキ
ナーゼの活性化の有無を検討するために、
Mouse Phospho-Receptor Tyrosine Kinase 
Array (R&D Systems) にて、チロシンキナー
ゼ型受容体のリン酸化を検討した。膜貫通受
容体型チロシンキナーゼの活性化について、
リン酸化抗体を用いて検出を行った。その結
果、Dnmt1 のノックダウンを誘導したニュー
ロンにおいて、神経栄養因子の受容体である
Trk ファミリーの TrkB、TrkC のリン酸化の亢
進がみられ、活性化されていることがわかっ
た。これらの結果から、DNMT1 がそれらの受
容体の活性化調節を介して軸索伸長を制御
する可能性が示された。 
（５）脳のニューロンにおける Dnmt1 の欠損
はマウスの不安様行動を誘発する。 
 我々は、Dnmt1 の機能低下と精神疾患との
関連を明らかのするために、Synapsin 遺伝子
を発現する成熟神経細胞特異的に Dnmt1を欠
損させたコンディショナルノックアウト 
(cKO) マウスを用いて、その cKO マウスの精
神疾患様の表現型の有無を解析した。まず、
DNMT1 欠損領域を免疫組織化学に供し調べた
ところ、記憶、情動と関連のある脳領域であ
る海馬や、情動に関与する脳領域である扁桃
体において著しく欠損していることが示さ
れた。次に、この cKO マウスに対して、不安
様行動評価試験、記憶評価試験を行った。そ



 

 

の結果、不安様行動評価試験の１つであるオ
ープンフィールド試験において、cKO マウス
が不安様行動を示すことがわかった。 
 
 これらの結果は、非分裂生のニューロンに
おいても DNMT1 がその機能を発揮し、ニュー
ロンの発達と活動を制御していることを示
している。これらの研究成果は、学会発表等
を通じて社会に発信した。 
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