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研究成果の概要（和文）：レット症候群（RTT）はMeCP2遺伝子変異が主因の女児で発症する発達障害である。しかし、
QT延長などの不整脈が約3割で認められ、本研究ではMecp2欠損ES細胞やマウスにおいてMeCP2が心筋分化や心臓機能に
及ぼす影響を解析した。その結果、Mecp2欠損ES細胞における心筋幹細胞の発生や分化の異常やMecp2欠損マウスで心機
能と関連不明の心電図異常、介在板構造の異常を見出し、潜在的な不整脈を明らかにした。更に、DNAメチル化解析や
クロマチン免疫沈降法により、MeCP2は心筋分化に必須のTbx5遺伝子の発現調節に関わる可能性を示し、心臓における
新たなMeCP2機能を発見した。

研究成果の概要（英文）：Rett Syndrome (RTT) is a neurodevelopmental disorder predominantly affecting 
females. Most cases of RTT are caused by de novo mutations in methyl-CpG binding protein 2 (MeCP2) gene 
on X chromosome. Several studies found the prolonged QT interval and lethal cardiac arrhythmias in RTT 
patients and Mecp2-deficient animal disease models. In this study, we investigated the contribution of 
MeCP2 to cardiac development, structure, and function using an in vitro ES cell model system and an in 
vivo mouse model for RTT. Our results demonstrate that MeCP2 deficiency impairs the development and 
further cardiac differentiation of cardiac progenitor cells. We also show that MeCP2 is involved in 
maintaining normal cardiac gene expression and cardiomyocyte structure in the adult mouse heart. 
Moreover, we found that MeCP2 may regulate the gene expression of Tbx5, a transcriptional factor 
essential to cardiac development and function.

研究分野： 小児科学

キーワード： Rett症候群
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１．研究開始当初の背景 
 1966 年に Andreas Rett によって報告さ

れたレット症候群(RTT)は、主に女児で発

症 す る 発 達 障 害 で 、 X 染 色 体 上 の

Methyl-CpG 結合蛋白（MECP2）遺伝子変

異が同定されている（Amir RE, et al., 

1999）。MeCP2 はメチル化遺伝子領域の転

写調節に関与しており、様々な遺伝子発現

の調節を介して多様な病態に関わると考え

られている。実際に、RTT は乳児期以降の

運動能力や言語能力の停滞や減退、小頭、

低身長などの成長障害、知的障害、自閉性

行動を特徴とし、摂食障害、常同行動、て

んかん、異常呼吸パターン、睡眠障害、便

秘などの自律神経障害も伴う。また、重要

な問題として約3割のRTTで突然死に関わ

る QT 延長などの不整脈が確認されている。

しかしながら、未だ RTT 病態に対する運動

機能の維持や治療・介入が困難であり、病

態解明とそれに基づく新規治療法の確立が

切望されている。 

 本研究では、RTT の心臓病態の発症メカ

ニズムを解析することで、臨床現場で役立

つ RTT の新たな治療・介入法の開発を目指

すことを目的としている。 
 
 
２．研究の目的 
 RTT は、MeCP2 遺伝子変異を主因とする女

児に発症する進行性神経疾患である。しか

し、一定の割合で、不整脈を呈することが

報告されており、突然の原因不明死との関

係など、その発症機構の解明や治療法の確

立が切望されている。これまで RTT 病態は

中枢神経障害に関する研究が主で、実際、

RTT モデル（Mecp2 欠損）マウスでも、神経

系の異常を主な原因とした QT 延長や不整

脈が認められることが報告されている。本

研究では、RTT モデルマウス、ES 細胞研究

を足がかりに、RTT の心臓病態に着目した

発病メカニズムの解明を目的としている。 

 

３．研究の方法 
（１）MeCP2 欠損が心筋分化及ぼす影響の

解析：本施設では、MeCP2 欠損マウスを作

成した Mecp2 欠損 ES 細胞、およびマウス由

来の RTT モデル iPS 細胞を樹立し、培養維

持している。そこで、まずは MeCP2 欠損

（Mecp2-/y）及びコントロール wild-type

（WT）ES 細胞を用いて、胚様体形成法によ

り心筋分化誘導を行い、MeCP2 欠損が ES 細

胞の心筋分化に及ぼす影響を調べた。心筋

分化は、心筋分化マーカーの発現を定量PCR

（qRT-PCR）、フローサイトメトリー、DNA

マイクロアレイ解析によって評価した。 

 

（２）MeCP2 欠損マウスの心機能評価：本

施設では、Bird-A らに RTT モデル動物とし

て樹立されたによって MePC2 欠損マウスを

維持している（Guy-J,et al., Nat Gentics 

‘01）。MeCP2 欠損マウスは、生後 4週間目

までは、小さいもののほぼ正常に生育する

が、６週目頃より行動が減少するなど症状

が認められ、8-10 週目までに多くが死亡す

る。そこで、心エコー、心電図の測定によ

り、８週目の MeCP2 欠損及びコントロール

WT マウスの心機能評価を行った 

 

（３）MeCP2 欠損マウスの心臓における遺

伝子発現：６および８週目の MeCP2 欠損及

びコントロール WT マウスの心臓全体、また

は心室部位を摘出し、心臓特異的遺伝子の

発現を qRT-PCR によって解析した。 

 

（４）MeCP2 欠損マウス心臓の解剖学的解

析：6 および 8 週目の MeCP2 欠損及びコン

トロール WT マウスの心臓の重量を測定し、

それぞれの 8 週目心臓の心室領域を免疫染

色、および電子顕微鏡により解析した。 

 

（５）心臓、心筋分化における MeCP2 のタ

ーゲット分子の探索：①、③の解析で予想



される MeCP2 の標的遺伝子をピックアップ

し、DNA メチル化ならびに、クロマチン免

疫沈降（ChIP）解析による MeCP2 の相互作

用の有無を解析した。 

 

 
４．研究成果 

（１）Mecp2 欠損、およびコントロール WT -ES

細胞を胚様体形成法にて分化誘導後、継時的

な心筋分化マーカーの発現を RT-PCR で調べ

た結果、Nkx2.5 などの心筋特異的転写因子や

MHCαなどの構造遺伝子は心筋分化とともに

発現が上昇し、コントロール WT-ES 細胞と同

様に、MeCP2 欠損した ES 細胞は心筋に分化す

ることが明らかとなった。 

 さ らに詳 細 に、解 析 するた め に 、

FLK1-PDGFRα-CXCR4 陽性の心筋幹細胞をソ

ーティングにより回収し、その発生と心筋分

化能を解析した。その結果、心筋分化誘導後、

4 日目において、コントロール WT に比較し

て MeCP2 欠損 ES 細胞で心筋幹細胞の出現率

は有意に高くなる一方、MeCP2 欠損心筋幹細

胞は、その後の分化効率が低下することが明

らかとなった。以上の結果から、MeCP2 欠損

は、ES 細胞の心筋分化において、心筋幹細胞

の発生やその後の分化に影響することが明

らかとなった。 

 

（２）8週目の Mecp2 欠損、および WTマウス

の心エコーを行った結果、LVDd、LVDs はコン

トロール WT マウスに比較して、有意位に低

値を示した。一方、%FS は、コントロール WT

に比較して若干であるが、有意に高値を示し

た。以上の結果から、MeCP2 欠損マウスは、

コントロール WT に比較して心臓が小さいた

め LVDd、LVDs は低くなるものの、心肥大な

どは認められず、心機能的にも病的な異常は

認められなかった。 

 また、6 および 8 週目マウスの心電図を解

析した結果、MeCP2 欠損マウスでは、コント

ロール WT に比較して心拍が早い傾向が認め

られた。また PQ、QRS 間隔が有意に短くなる

ものの、病的な心電図の異常は認められなか

った。 

 

（３）6 および 8 週目の MeCP2 欠損、コント

ロール WT マウス心臓における心臓特異的な

遺伝子の発現を比較した結果、心筋特異的転

写因子（Tbx5、Nkx2.5、Mef2c）、心筋構造遺

伝子（Myh7、Myl7）、Nppa は Mecp2 欠損マウ

スで発現が高くなる傾向が認められた。一方、

QT 延長に関わるイオンチャネル分子（Kcnq1、

Kcnh2、Scn5a、Cacna1g、Hcn1,2,4）は低く

なる傾向が認められた。以上の結果から、

MeCP2 は、不整脈など心機能に関わる心筋特

異的遺伝子の発現調節に関わる可能性が示

された。 

 

（４）Mecp2 欠損マウスの心臓は、その体重

と相関して小さい以外にマクロでは異常は

認められなかった。しかし、電子顕微鏡レベ

ルで心室を解析したところ、細胞間接着や情

報伝達に関わる介在板が、複雑に入組んだ構

造を示すコントロール WT に比較して、Mecp2

欠損マウス心臓では、単調な構造を示し、未

熟である可能性が考えられた。更に、介在板

を構成する Cx43 に対する免疫染色を行った

結果、Mecp2 欠損マウス心臓では、Cx43 染色

の介在板へ集積が低く介在板の形成が未熟

な状態であることが明らかとなった。 

 

（５）MeCP2 欠損 ES 細胞の心筋分化や心臓に

おける遺伝子発現解析から、Tbx5、HCN1-4、

Cacnalg 遺伝子が心臓における MeCP2 の標的

遺伝子候補として考えられた。候補遺伝子の

CpG メチル化領域のメチル化状態を解析した

結果、Tbx5 の CpG 領域が高度にメチル化され

ていることが明らかとなった。また、MeCP2

によるメチル化領域に対する ChIP 解析を行

った結果、Tbx5 の CpG メチル化領域と相互作

用する可能性が明らかとなり、Tbx5 は心臓に



おけるMeCP2のターゲット分子の一つである

ことが明らかとなった。 

 

 以上をまとめると、MeCP2 は、ES 細胞由来

の心筋幹細胞の発生やその後の分化に関わ

ることを明らかにした。また、MeCP2 欠損マ

ウスでは、明らかな不整脈は認められなかっ

たものの、心電図パラメーターが変化し、不

整脈の素因となる心機能や構造に関わる遺

伝子の発現や心筋細胞の超微細構造に異常

が認められることを見出した。これらの成果

は、RTT で認められる臨床症状が必ずしも神

経系の異常のみが原因で引き起こされるわ

けではないことを示唆する重要な知見で、今

後のRTT病態の理解に役立つものと考えられ

る。 
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