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研究成果の概要（和文）：レット症候群（RTT）は、X染色体のMeCP2変異が主因の重度の神経発達症である。し
かし、未だMeCP2欠損によるRTT病態の発症機構は不明であり、発病機構の解明、治療法の確立が切望されてい
る。本課題では、RTTモデルES細胞やマウスにおけるミクログリアの病態への関わりを解析した。その結果、
MeCP2欠損ミクログリアや分化誘導したミクログリア様細胞では、野生型細胞に比較して、遺伝子発現が変化す
る一方で、生理機能における明らかな異常は認められなかった。しかし、個体全身における免疫系は、MeCP2欠
損による影響を受けており、ミクログリアをはじめとする免疫系を制御する因子に関しての解析を続けている。

研究成果の概要（英文）：Rett Syndrome (RTT) is a neurodevelopmental disorder mainly caused by 
mutation of MeCP2 (Methyl-CpG-binding protein 2) gene, which is a transcriptional regulator of the X
 chromosome. RTT occurs mainly in females and is characterized by intellectual disability, gait 
abnormalities, seizures, sleep problems, autonomic dysregulation, irregular breathing, and cardiac 
abnormalities, and it is eagerly desired to elucidate the pathogenic mechanism and develop a 
therapeutic method.
We analyzed the involvement of microglia in RTT pathology using the RTT model (MeCP2-null) ES cells 
and mice. As a result, gene expression was changed in MeCP2-deficient microglia and 
differentiation-induced microglia-like cells compared with wild-type cells, but no obvious 
abnormality in physiological function was observed. However, MeCP2 deficiency affects the immune 
system in the whole body, and we continue to analyze the factors that control the immune system, 
including microglia.

研究分野：分子細胞生物学

キーワード： レット症候群

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、様々な精神疾患の病態メカニズムにおける炎症の関与が示されており、脳内の免疫を司るミクログリアの
役割は注目されている。最近、神経発達症の一つとして知られるRTTにおいても、病態における免疫系の関与が
示唆されている。このことから、RTT病態におけるミクログリアの働きに関する本研究は、神経精神疾患と炎症
との関係を明らかにする一助になると考えられ、基礎医学的に有意義なものと考えられる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 レット症候群（RTT）は、X染色体上の転写調節因子である MeCP2（Methyl-CpG-binding protein 

2）遺伝子変異を主因とする進行性精神発達障害である。RTT は、主に女児で発症し、出生時は

正常、しかし数ヶ月後、発達停滞、1-3 歳頃より急速な言語や運動機能の退行を示し、失調性

歩行、てんかん発作や呼吸を含む自律機能の失調を呈する。また、RTT では、不整脈や呼吸の

問題からの突然死も臨床上の問題となっており、病態発症メカニズムの解明や治療法の開発が

切望されている。 

 ミクログリアは、脳実質内グリア細胞の 10%を占め、脳内免疫細胞として脳炎や血管傷害、

変性疾患など脳組織が傷害を受けると活性化し、傷害部位へ誘導される。近年、脳病理学的所

見が不明瞭とされる自閉症など発達障害、統合失調症においても、ミクログリアの異常な活性

が認められるなど、神経・精神疾患におけるミクログリアの役割が注目されている。 

 近年、ミクログリアは、RTT 病態への関与も示されてきた（Maezawa-I., et al., J Neurosci 

‘10, Cronk-JC., et al., Immunity ‘15）。また、RTT モデルマウスにおける骨髄移植は、ミ

クログリアの正常化を介して、RTT 病態の改善、延命効果を示すことが報告され、ミクログリ

アの制御による RTT 治療法の開発が期待されている（Derecki-NC., et al., Nature ‘12）。し

かしながら、直近の追試では、骨髄移植による治療効果が認められないなど、ミクログリアの

病態関与について不明な部分が多いのが現状である（Wang-J., et al., Nature ‘15）。 

 これまで我々は、MeCP2 欠損の病態モデル ES/iPS 細胞やマウスを利用した RTT 病態研究を進

めてきた。既に、MeCP2 欠損 ES 細胞や RTT モデルマウス由来のグリア細胞を用いた研究から、

MeCP2 欠損はアストロサイトの分化やグルタミン酸代謝などに影響し、MeCP2 欠損したグリア細

胞における細胞自律性の機能異常が RTT 病態に関わる可能性を示している（Okabe-Y., 

Takahashi-T., et al. Brain Res ‘10, PLoS One ‘12）。また最近、MeCP2 は ES 細胞由来の

心筋幹細胞の発生・分化に関わり、RTT モデルマウスの心臓における遺伝子発現や構造の異常

に関わることを見出し、RTT で認められる臨床症状を理解するには、神経系、ニューロンのみ

ならず、様々な組織・細胞における病態解析が必要であることを明らかにしている（Hara-M., 

Takahashi-T., et al., Sci Rep ‘15）。 

 

２．研究の目的 

 本研究は、MeCP2 欠損 ES細胞、マウスにおいて、RTT 病態におけるミクログリアの役割を解

明し、ミクログリアの制御および、ES細胞由来ミクログリアを移植、機能制御することによっ

て、治療薬探索や新規の移植再生療法の開発を目的としている。 

 

３．研究の方法 

（１）RTT モデル ES細胞由来ミクログリアの分化誘導 

 MeCP2 欠損、ならびにコントロール野生型 ES 細胞からミクログリア/マクロファージ様細胞

を分化誘導するために、様々な細胞増殖因子、サイトカインを添加した培養液により、分化支

持細胞と共培養した。分化誘導後の細胞は、shake off 法によって回収し、遺伝子発現、サイ

トカインへの反応性、貪食能の評価を行った。 

（２）RTT モデルマウス由来ミクログリアの特性解析 

 新生仔 MeCP2 欠損、ならびにコントロール野生型マウス由来ミクログリアの初代培養を行い、

shake off 法により回収後、遺伝子発現、サイトカインへの反応性、貪食能の評価を行った。 

 



（３）RTT モデルマウス血球細胞における遺伝子発現の解析 

 7-9 週齢の MeCP2 欠損、ならびにコントロール野生型マウスの全血より、血漿を採取後、塩

化アンモニウム溶血処理を行った。血球細胞は、溶血処理後の試料を遠心することで分離・回

収した。回収後の細胞より全 RNA を抽出し、qRT-PCR により遺伝子発現を解析した。 

（４）RTT モデルマウス血清におけるサイトカイン、ケモカインのプロファイリング 

 7-9 週齢の MeCP2 欠損、ならびにコントロール野生型マウスマウスの全血より、遠心分離に

より血漿を回収し、BioPlex Pro によりサイトカイン/ケモカインの測定を行った。 

（５）RTT モデルマウス、胸腺、脾臓における遺伝子発現の解析 

 6,8 週齢の MeCP2 欠損、ならびにコントロール野生型マウスにおける胸腺、脾臓を摘出した。

摘出した組織より全 RNA を抽出し、qRT-PCR により遺伝子発現を解析した。 

（６）RTT モデルマウスの死因の解析 

 RTT モデルマウスは、生後 2-3 週間は、ほぼ正常に成長、発達するが、4週目頃より成長が遅

滞するとともに、行動量が減少し、7-８週目頃より死亡する。6-8 週の MeCP2 欠損マウスを観

察、解剖、さらに脳組織を始めとする臓器の摘出後、遺伝子やタンパク質の発現を解析した。

遺伝子発現は、全 RNA を抽出し、qRT-PCR により、タンパク質発現は組織の免疫染色や western 

blot による解析を行った。 

（７）RTT モデルマウスに対する治療因子の投与による治療効果の検討 

 6週齢のMeCP2欠損、ならびにコントロール野生型マウスに治療候補因子を投与することで、

その体重、生存率及び組織における遺伝子発現を調べた。治療候補因子の投与は MeCP2 欠損マ

ウスに対しては、毎日、死亡時まで行い、体重を測定した。目的の組織に及ぼす影響は、治療

因子を 2 週間投与後、目的の組織を摘出し、遺伝子発現を解析した。摘出した組織から全 RNA

抽出後、qRT-PCR による遺伝子発現を解析した。 

 

４．研究成果 

（１）RTT モデル ES細胞由来ミクログリアの分化誘導 

 コントロール野生型、及び MeCP2 欠損 ES細胞を分化支持細胞とともに共培養し、ミクログリ

ア/マクロファージの分化を促進するために、macrophage colony stimulating factor （M-CSF）

を添加したところ、10 日以降に浮遊する細胞が観察された。この浮遊細胞を shake off 法によ

って回収し、免疫染色を行った結果、ミクログリアやマクロファージのマーカーとして知られ

る Iba1、CD11b、F4/80 を発現していた。回収したほとんどの細胞で CD11b を発現することから、

この分化細胞をミクログリア/マクロファージ様細胞として実験に用いることにした。分化細胞

の性質を比較評価するために、分化誘導後 5日、10日目の分化細胞を回収し、DNA マイクロア

レイによる遺伝子発現を解析した結果、コントロール細胞に対して、MeCP2 欠損細胞で 2 倍以

上の差で増減した遺伝子が多数抽出された。また、その中には、免疫システムに関連する遺伝

子がいくつか認められ、これらの遺伝子の病態との関連を進めている。その一方で、LPS、IL4

刺激への反応性や蛍光ビーズを用いた貪食能の解析では、大きな機能的な違いは認められず、

遺伝子発現以外での生理活性の違いは見出せなかった。 

（２）RTT モデルマウス由来ミクログリアの特性解析 

 更に、MeCP2 欠損マウス由来のミクログリアの解析を行うため、新生仔マウスの主に皮質領

域をトリプシン処理後、グリア細胞を 10日間培養し、浮遊してくる細胞を回収した。回収した

細胞は、そのほとんどが CD11b 陽性細胞であったため、それぞれ野生型、MeCP2 欠損マウス由

来のミクログリアとして遺伝子発現の比較を行った。その結果、qRT-PCR によってミクログリ



アや免疫に関わる 31遺伝子に関して発現を比較したところ、6遺伝子で発現が低下する傾向が

認められた。しかし、ES 細胞由来分化細胞と同様に、野生型と MeCP2 細胞において、遺伝子発

現の変化は認められる一方で、サイトカイン刺激への反応性、貪食能など生理的な活性として

の異常は認められなかった。以上の結果より、マウス由来初代培養ミクログリアや ES 細胞由来

ミクログリア/マクロファージ様細胞は、MeCP2 欠損により遺伝子発現が変化する一方、生理機

能は維持していると考えられた。 

（３）RTT モデルマウス血球細胞における遺伝子発現の解析 

 先の実験により、MeCP2 欠損した ES 細胞由来ミクログリア/マクロファージ様細胞や、初代

培養ミクログリアでは、コントロールの野生型細胞に比較して、遺伝子発現の変化が認められ

た。そこで、脳組織以外での in vivo の免疫系における MeCP2 欠損の影響を調べるために、野

生型及び、MeCP2 欠損マウスにおける末梢血の白血球細胞における遺伝子発現を比較した。採

血後、簡易的に白血球を濃縮するために、溶血処理後の細胞沈殿における遺伝子発現を qRT-PCR

によって調べた結果、免疫関連の 16遺伝子のうち、6遺伝子で MeCP2 欠損による有意な増減が

見出された。 

（４）RTT モデルマウス血清におけるサイトカイン、ケモカインのプロファイリング 

 MeCP2 欠損により、in vivo の末梢血白血球細胞において遺伝子発現が変化することから、更

に、血中のサイトカイン、ケモカインのプロファイリングを行った。その結果、23 因子を調べ

た中で、MeCP2 欠損により増減する 3因子を見出した。これに関連して、3種類の因子について

血中濃度を比較したところ、MeCP2 欠損により、有意に血中濃度が変化する 2 つの因子を見出

している。 

（５）MeCP2 欠損マウスの脾臓、胸腺における遺伝子発現の解析 

 これまでの実験から、ES 由来ミクログリア/マクロファージ様分化細胞、初代培養ミクログ

リアともに、MeCP2 欠損細胞は、野生型と比較して、いくつかの遺伝子の発現が異なるものの、

病態に関連する生理的活性の異常は見出せなかった、その一方で、in  vivo の末梢血における

サイトカインプロファイルが異なることから、免疫細胞の教育器官である脾臓、胸腺における

遺伝子の発現を調べた。まず、6または 8週齢マウスの脾臓、胸腺を摘出した結果、MeCP2 欠損

マウスの脾臓、胸腺は野生型マウスと比較して有意に小さかった。また更に、それぞれの組織

から全 RNA を抽出後、qRT-PCR を行った結果、組織における免疫細胞の成熟や分化に関わる胸

腺 18 遺伝子、脾臓 19 遺伝子のうち、それぞれ、10、7 遺伝子で発現の有意な変化が認められ

た。以上の結果から、MeCP2 欠損は免疫細胞の成熟組織である胸腺、脾臓の遺伝子発現を変化

させ、機能に影響を及ぼす可能性が示された。 

（６）RTT モデルマウスの死因の解析 

 MeCP2 欠損マウスは、生後 2-3 週目まで、ほぼ正常に発育するが、4週目以降、発育遅滞、行

動量低下などが認められ、7 週以降、死亡する個体がでてくる。これまで、その死因は、不整

脈や呼吸異常による突然死とされてきたが、MeCP2 欠損マウスの病態を観察する過程で、死亡

するまでには、劇的に衰弱する期間が存在し、突然死は多くないこと、更に、組織の摘出のた

めの解剖の過程で、肺における部位特異的なゼリー状の傷害を見出した。そこで、肺組織を詳

細に解析した結果、肺の傷害部位に、免疫細胞が集積し、foreign body の存在が明らかとなっ

た。また、in vivo の誤嚥モデルによって MeCP2 欠損マウスでは、誤嚥を起こしやすいこと、

更には、脳幹において、嚥下や咳反射に関わる Substance P の発現が低下することが示された。

また、特に部位特異的な肺傷害の認められた個体では、全身の強い炎症反応を示す SAP（血清

アミロイド P成分：ヒトの C反応性タンパク質に相当する）濃度が高く、MeCP2 欠損マウスは、



誤嚥性肺炎による強い全身性炎症反応により死亡している可能性が示された（Kida et al., Sci 

Rep 2017）。 

（７）RTT モデルマウスに対する治療因子の投与による治療効果の検討 

 先の実験で、MeCP2 欠損マウスは誤嚥性肺炎による強い全身性炎症反応で死亡することが明

らかとなった。そこで、現在、これまでの解析から治療効果が期待される因子を投与すること

で、マウスの病態に及ぼす影響の解析を試みている。予備実験ではあるが、治療候補因子の連

日投与によって、体重を増加させる傾向が認められた。また、誤嚥による肺傷害に対する影響

を調べるために、治療候補因子投与の有無における MeCP2 欠損マウス肺における炎症マーカー

遺伝子の発現を調べたところ、投与群の肺では、炎症マーカー遺伝子の発現が低下する傾向が

認められ、本治療候補因子の治療因子としての可能性が期待された。 

 

 以上のように、本研究課題において、RTT モデル ES細胞やマウスにおけるミクログリアの病

態への関わりを解析した。その結果、MeCP2 欠損ミクログリアや分化誘導したミクログリア/マ

クロファージ様細胞では、野生型細胞に比較して、遺伝子発現が変化する一方で、生理機能に

おける明らかな異常は認められなかった。しかし、個体全身における免疫系は、MeCP2 欠損に

よる影響を受けており、ミクログリアをはじめとする免疫系を制御する因子に関しては引き続

き解析を続けている。 
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