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研究成果の概要（和文）：Sotos症候群 (SS) は知的障害を伴う過成長症候群である。その原因遺伝子は、ヒス
トンH3リジン36メチル化酵素をコードするNsd1遺伝子である。我々は、SSモデルマウスを樹立するために、大脳
皮質、海馬でNsd1をノックアウトしたマウスを樹立した。このマウスは、ヘマトキシリン染色による組織学的解
析とMRI解析により、側脳室の拡大や歯状回の短縮を伴う海馬面積の減少を認めた。また、行動表現型解析では
空間記憶の低下を認めた。これらの結果より、海馬の成熟神経細胞に焦点を当て、エピゲノム解析と遺伝子発現
解析を網羅的に行い、行動表現型に関与する候補遺伝子を同定した。

研究成果の概要（英文）：Sotos syndrome (SS) is an overgrowth syndrome associated with intellectual 
disability. The responsible gene is the Nsd1 gene, which encodes histone H3 lysine 36 
methyltransferase. We established conditional knockout mice in which the Nsd1 is deleted in the 
cerebral cortex and hippocampus. The mice showed a decrease in hippocampal area with shortening of 
the dentate gyrus and enlargement of the lateral ventricles by hematoxylin staining and MRI 
analyses. Behavioral phenotyping also showed a decrease in spatial memory. Based on these results, 
we focused on mature neurons in the hippocampus and conducted comprehensive epigenetic and gene 
expression analyses. Thereby, we identified some candidate genes involved in the behavioral 
phenotype.

研究分野： エピジェネティクス
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Sotos症候群 (SS)の知的障害障害発症メカニズムは全く解明されていない。このことは、モデルマウスが確立し
ていないことが一因である。我々は、初めて大脳皮質と海馬でSSの原因遺伝子であるNsd1を破壊したマウスを作
成した。このマウスは海馬面積の減少や空間記憶の低下を示した。また、これら表現型に関与するNsd1の下流に
存在する遺伝子を同定した。このように、モデルマウスを使用した分子レベルでの解明は、新たな治療基盤の確
立の礎になると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

Sotos 症候群 (SS) は、知的障害を伴う過成長症候群である。原因遺伝子は、ヒストン H3
リジン36メチル化酵素をコードするNsd1遺伝子であり、そのハプロ不全によって発症する。
過去に Nsd1 のノックアウトマウスが作製された。しかし、ハプロ不全に相当するヘテロ欠損
マウスの表現型は正常であり、一方、ホモ欠損マウスは胚性致死を示した。つまり、現在の
ところ、SSのモデルマウスは存在しない。モデルマウスの樹立は、SSの知的障害発症メカニ
ズムの解明には必須である。そのため、本研究では、SS 知的障害モデルマウスを樹立するこ
とから着手した。 

 
２．研究の目的 

SS 知的障害モデルマウスを樹立し、まずその解剖学的、組織学的な表現型と行動表現型を
明らかにする。次に、表現型、つまり知的障害の発症原因となる分子メカニズムを、網羅的
エピゲノミクス・網羅的遺伝子発現解析を行い、これら解析結果をバイオインフォマティク
スにより統合的に解析することにより明らかにする。将来的には、このモデルマウスを、そ
の発症機構をもとに開発した分子標的治療薬やエピジェネティック治療薬、あるいは既存の
治療薬のスクリーニングに用いることにより、SS 患者の知的障害に対する治療法の確立を目
指す。 

 
３．研究の方法 
(1) SS 知的障害モデルマウスの樹立 

ハプロ不全に相当する全身性ヘテロ欠損マウスの表現型は正常であり、一方、全身性ホモ欠
損マウスは胚性致死を示す。そこで、Nsd1 flox マウスを Emx1-Cre トランスジェニックマウス
と交配し、大脳皮質、海馬、嗅球の興奮性神経細胞特異的に Nsd1 をノックアウトしたマウス
（SSモデルマウス）を作製した。 

 
(2) SS モデルマウスの表現解析 

① 週齢による体重の測定 
1 週齢から 15週齢まで週齢ごとに行った。 
 

② 脳の重量測定 
15 週齢マウスを潅流固定後、マウス脳を取り出し、その重量を測定した。 
 

③ 組織学的解析 
12 週齢マウスの冠状断新鮮凍結切片を作成後、ヘマトキシリン染色を行った。 
 

④ MRI 解析 
15 週齢マウスの脳を MRI にかけ、正中矢状断、冠状断、水平断において様々な脳領域にお
ける二次元解析を行った。 
 

⑤ 行動表現解析 
以下の行動テストバッテリーを行った。一般的身体所見・神経学的スクリーニング、明暗

選択テスト、オープンフィールドテスト、高架式十字迷路テスト、ローターロッドテスト、
ホットプレートテスト、社会的相互作用テスト、社会的行動テスト、聴覚性驚愕反応とプレ
パルス抑制テスト、ポーソルト強制水泳テスト、位置認識試験、Beam テスト、Pattern 
separation、バーンズ迷路テスト、恐怖条件付けテスト、尾懸垂テスト。 
 

(3) 免疫組織化学染色 
8 週齢マウスにおいて、海馬の神経新生の状態を、抗 DCX 抗体を用いて共焦点顕微鏡にて観

察した。 
 

(4) マウス海馬より成熟神経細胞核の分離 
14 週齢マウスより海馬を取り出し、ダウンス型ホモジナイザーにかけ、その後 Percoll 密度

遠心勾配により細胞核を分離した。その後、分離した核を蛍光標識された抗 NeuN 抗体を用い、
FACS ソーティングによって、海馬成熟神経細胞核を分離した。 

 
(5) 海馬成熟神経核を用いた網羅的エピゲノム解析と網羅的遺伝子発現解析 

① 網羅的 DNA メチル化解析と網羅的遺伝子発現解析 
上記の海馬成熟神経核より、DNA と RNA を同時に抽出した。EM-seq に DNA を用い網羅的 DNA

メチル化解析を行った。一方、RNA-seq に RNA を用い網羅的遺伝子発現解析を行った。 



 
② ヒストン修飾のゲノム網羅的解析 
海馬成熟神経核も用い、CUT&Tag を行った。使用した抗体は、抗 H3K36me2 抗体、抗 H3K36me3

抗体、抗 H3K27me3 抗体、抗 H3K27ac 抗体の 4種類である。 
 
４．研究成果 
(1) SS モデルマウスの表現型解析の結果 

① 体重と脳の重量 
コントロールに比べて、4 週齢において体重減少が見られ、その後 9 週齢にかけて体重が

catch up しコントロールと同等になった。15週齢時点での脳の重量はコントロールと差はな
かった。また、脳の外見において大きさや形態に特に異常は認めなかった。 

 
② ヘマトキシリン染色 
コントロールに比べて、脳梁正中交差の尾側側で早期喪失、歯状回の upper と lower blade

短縮を伴う海馬面積の減少を認めた。 
 

③ MRI 解析 
コントロールに比べて、脳梁頭尾長の短縮が見られた。この結果は、ヘマトキシリン染色で

見られた脳梁正中交差の尾側側の早期喪失に一致する。その他に、脳梁膨大部の菲薄化、海
馬面積の縮小、側脳室体部の拡大が認められた。一方、冠状断、水平断共に脳面積全体の変
化はなかった。 

 
④ 行動表現型解析 
位置認識試験において、空間記憶の低下を示した(下図)。 

 
(2) 海馬神経新生 

統計を行えるだけの匹数を解析していないが、コントロールに比べて、明らかに海馬の神経
新生が減少していた。また、神経の形態も神経突起が十分に伸びていなかった。 

 
(3) 網羅的エピゲノミクス解析 

バイオインフォマティクスによる解析が終わっていないので、IGV による視覚的感想を述べ
る。Nsd1 ノックアウト ES細胞で報告された結果同様に、遺伝子間領域の H3K36me2 レベルの低
下、DNA メチル化の低下、H3K27me3 レベルの上昇、H3K27ac レベルの減少を認めた。また、い
くつかのプロモーター領域では DNA の低メチル化がおきていた。 

 
(4) 網羅的遺伝子発現解析 

SS モデルマウスで発現が上昇した遺伝子は 1549 個、発現が低下した遺伝子は 908 個であっ
た。Gene Ontology 解析では、発現が低下した遺伝子に神経投射やシナプスに関わる遺伝子が
多く見られた。また、発現が上昇した遺伝子、発現が減少した遺伝子の Top5 を抽出した時、
その中に SS モデルマウスの表現型に関与すると思われる遺伝子が含まれていた。 

 
(5) 研究成果のまとめ 

空間記憶の低下は、海馬が大きく関与している。事実、海馬面積の減少やプレリミナリーな
がらも海馬神経新生に異常が認められた。記憶・学習には海馬神経新生が関与していることか
ら、今後、神経新生阻害の分子メカニズムを解明する予定である。また、海馬成熟神経細胞に
おける網羅的遺伝子発現解析と網羅的エピゲノム解析の結果をバイオインフォマティクスに
より統合することにより、遺伝子発現異常のメカニズムを解明する予定である。これらの結果
により、Nsd1 の下流に存在し、SS の知的障害発症に主に関与する遺伝子を同定できればと考
えている。 
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