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研究成果の概要（和文）：われわれは、Chd8重複が転写、神経解剖学的、行動表現型に及ぼす影響を明らかにす
るため、Chd8ノックインマウスを樹立した。その結果、Chd8を過剰発現させると、脳の深層ニューロンの産生が
障害され、神経発生や精神神経疾患に関連する遺伝子の発現を変化させること、またChd8ノックインマウスの脳
における遺伝子発現パターンは、Chd8ヘテロ接合体変異マウスで明らかなパターンと負の相関があることが示さ
れた。さらに、行動解析の結果、Chd8の過剰発現は多動と不安様行動の減弱をもたらし、これらの行動変化は遺
伝学的と薬理学的介入によって改善されることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：We have now established Chd8 knock-in mice in order to characterize the 
effects of Chd8 duplication on transcriptional, neuroanatomical, and behavioral phenotypes. We found
 that Chd8 overexpression impairs the generation of deep-layer neurons in the brain. Transcriptomic 
analysis showed that Chd8 overexpression alters the expression of genes related to neural 
development and neuropsychiatric disease, and that the pattern of gene expression in the brain of 
Chd8 knock-in mice was negatively correlated with that apparent for Chd8 heterozygous mutant mice. 
Furthermore, behavioral analysis revealed that Chd8 overexpression results in hyperactivity and 
attenuated anxiety-like behavior, and that these behavioral changes were ameliorated by genetic or 
pharmacological interventions.

研究分野： 分子生物学

キーワード： クロマチンリモデリング　発達障害

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
神経発達障害には、自閉スペクトラム症（ASD）、注意欠陥・多動性障害（ADHD）、知的障害などさまざまな疾
患が含まれ、遺伝的要素が強い複雑な病因が特徴である。ゲノムの特定領域の増減を伴うコピー数変異は、神経
発達障害の根底にある主要な遺伝的要因である。欠失と重複の両方がこれらの病態に関与する個々の遺伝子座が
数多く同定されており、適切な遺伝子量が神経発達と脳機能の重要な決定因子であることが示唆されているが、
その根底にあるメカニズムは不明である。Chd8ノックインマウスはヒトのCHD8重複症候群のモデルマウスとして
適しており、CHD8の発現増加が脳の発達と機能を変化させるメカニズムに光を当てた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 多くの発達障害の発症には遺伝的要因が強く関与しており、患者を対象としたゲノム解析か
ら発症に関連する単一遺伝子のコピー数の変化（欠失や重複）が多数同定されている。その中で
も、例えば MECP2 という遺伝子は、欠失すると Rett 症候群、重複すると MECP2 重複症候群と
いう発達障害の原因になる。このように一部の遺伝子についてはコピー数が多くても少なくて
も発達障害を引き起こすことが明らかになっており、同一遺伝子の欠失と重複の表現型を解析
することはその遺伝子の分子機能や発症メカニズムを明らかにする上で重要である。 
 近年、自閉症患者における大規模な原因遺伝子探索によってクロマチンリモデリング因子
CHD8 が最も有力な自閉症原因候補遺伝子として同定され、世界中で大きな反響を呼んでいる。
自閉症は胎生期における神経発生の異常が原因と考えられているが、自閉症は脳の疾患である
ため、ヒト患者の生体サンプルの入手が困難であり、また介入的治療実験も困難であることから、
本質的な病態の解明には至っていない。そこで自閉症を含む発達障害研究においてモデル動物
は非常に重要な実験ツールである。申請者らのグループは、自閉症患者で報告された CHD8 変
異を模倣した全身 CHD8 へテロ欠損マウスを作製し行動解析を行ったところ、自閉症を特徴付
ける行動異常が再現されることを確認した。さらに遺伝子発現解析によって神経発生の重要な
制御因子である REST が異常活性化しており、ヒトでの知見と同様に神経発生遅延が起こるこ
とを実証した。その後も、世界中の多くの研究者が CHD8 ヘテロ欠損マウスを解析した論文を
報告している。 
 多くの研究により、CHD8 の機能喪失変異と自閉症の発症との強い関連が明らかになる一方
で、CHD8 の遺伝子座を含む領域の重複が発育遅滞の原因になる（CHD8 重複症候群）ことが相
次いで報告されている。以上のことから正常な脳機能には CHD8 の適切な発現量が重要である
ことが示唆されており、CHD8 発現量の減少（機能喪失）や増加（機能獲得）による神経発生の
異常が自閉症や発育遅滞などの発達障害発症の根底にあることが予想される。 
 そこで申請者はこれまで用いていた CHD8 機能喪失型変異マウスに加えて、予備的研究にお
いて新たに CHD8 過剰発現マウスの作製を行った。この 2 種類のマウスを用いて機能喪失と機
能獲得の両面から分子、細胞、回路レベルでの異常を明らかにすることで、CHD8 の量的変化に
起因する発達障害の発症メカニズムを明らかにし、最終的には疾患治療への応用に繋げたい。 
 
２．研究の目的 
 
 自閉症を含む発達障害の患者の多くは社会生活に支障をきたしており、社会的に大きな問題
となっているため、病態の解明と科学的根拠に基づいた治療法の確立が急務となっている。近年
クロマチンリモデリング因子 CHD8 が自閉症の最も有力な原因候補遺伝子として報告された。
申請者らは長年にわたり CHD8 の研究を続けてきたが、自閉症患者の CHD8 変異を再現したモ
デルマウスを作製し行動解析を行ったところ、自閉症様の行動異常を再現することに成功した。
このように CHD8 の機能喪失が自閉症の発症に強く関連している一方で、CHD8 の遺伝子座を
含む領域の重複も発育遅滞の原因になる可能性が報告されている。そこで、本研究では CHD8 機
能喪失型マウス（ノックアウトマウス）と CHD8 機能獲得型マウス（トランスジェニックマウ
ス）の表現型を比較することで、分子－細胞－回路－行動の階層縦断的に、そして構成的に発達
障害の病態生理を明らかにし、発達障害の発症メカニズムの解明と新しい治療法の確立を目的
とする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) CHD8 機能獲得型マウスの作製 
 遍在的に発現している ROSA26 遺伝子座に CHD8 の cDNA をノックインし、内因性の ROSA26
プロモーター下に CHD8 が発現誘導されるマウスを作製する。この CHD8 過剰発現マウスを用
いて網羅的な行動テストバッテリーを行い、ヒトの CHD8 重複症候群と同様の行動異常を示す
かどうかを明らかにする。CHD8 重複症候群の患者では発育遅滞や学習障害、攻撃的行動が観察
されているため、特にこれらの行動異常に着目して解析を行う。 
 
(2) CHD8 機能喪失/機能獲得が遺伝子発現に与える影響の解析 
 CHD8 機能喪失型マウスおよび機能獲得型マウスを用いて、胎仔脳から神経幹細胞を単離し、
RNA-seq 解析により遺伝子発現パターンを調べる。また同様に神経幹細胞を用いて抗 CHD8 抗
体による ChIP-seq 解析を行い、CHD8 の標的遺伝子を明らかにする。標的遺伝子候補の中で、
CHD8 のヘテロ欠損と過剰発現で発現レベルが逆相関している遺伝子は、真の CHD8 標的遺伝
子であると推察される。このように解析結果を比較することで CHD8 の真の標的遺伝子を同定
し、その量的変化が神経発生に与える影響を明らかにする。 



 
(3) CHD8 機能喪失/機能獲得がニューロンやグリア細胞に与える影響の解析 
 CHD8 機能喪失型マウスおよび機能獲得型マウスの特定の脳領域における電気生理学的解析
を行う。CHD8 を機能喪失/機能獲得させた神経の電気生理学的特性を比較し、共通点と相違点
を明らかにする。さらに、ニューロンやグリア細胞の形態や細胞数の変化、神経細胞同士のシナ
プス形成やスパインの数などの変化を病理学的解析により明らかにする。 
 
４．研究成果 
 
(1) 神経前駆細胞/幹細胞における Chd8のアブレーションは、成長遅延と小脳低形成をもたらす 
 まず、様々な発生段階におけるマウスの大脳および小脳における Chd8の発現を調べた。大脳
における Chd8 mRNA の量は、生後（P）0日目と比較して生後発生中に減少し、これまでの観察
結果と一致した。一方、小脳における Chd8の発現は、出生後に徐々に増加した。脳の発生にお
ける CHD8 の役割を調べるため、Chd8対立遺伝子をフロックスしたマウスと、神経前駆/幹細胞
で活性を示すマウス Nestin プロモーターの制御下で Cre リコンビナーゼを発現するマウスを交
配し、Nestin-Cre/Chd8F/F マウスを作製した。その結果、大脳および小脳において、Chd8 フロッ
クス化対立遺伝子が Cre により効率的に欠失することが確認された。Nestin-Cre/Chd8F/Fマウスは
ほぼ予想されるメンデル比で生まれたが、これらの動物はその後、対照同腹子と比較して成長遅
延と体重減少が現れ、そのほとんどが 3週齢前に死亡した。Nestin-Cre/Chd8F/Fマウスの脳もコン
トロールの同腹子に比べ小さく、P14 で著しい小脳低形成を示した。小脳の病理組織学的解析で
は、出生後の Nestin-Cre/Chd8F/Fマウスにおいて、葉状化の顕著な異常と、基底部および半球の低
形成が認められた。これらの結果は、CHD8 が小脳の正常な発生に必須であることを示唆するも
のであった。 
 
(2) 小脳顆粒ニューロン前駆細胞（GNP）における Chd8の欠損が小脳奇形を生む 
 小脳発生における CHD8 の機能をさらに検討するため、Chd8F/Fマウスを GNP 特異的 Atoh1プ
ロモーターまたはプルキンエ細胞特異的 Pcp2プロモーターの制御下で Creトランスジーンを保
有するマウスと交配した。その結果、Atoh1-Cre/Chd8F/Fおよび Pcp2-Cre/Chd8F/Fマウスは成体ま
で生存し、体重も正常だった。しかし、脳の全体的な大きさや大脳の重量は正常に見えたのに対
し、小脳の重量は Atoh1-Cre/Chd8F/F マウスで対照動物と比較して著しく減少した。Pcp2-
Cre/Chd8F/Fマウスでは、小脳重量の同様の減少は明らかでなかった。病理組織学的解析の結果、
Atoh1-Cre/Chd8F/Fマウスでは、P0 から小脳虫部の小葉 I〜V の顆粒層のサイズが著しく減少し、
小脳の前部への Atoh1-Cre発現の局在と一致する。また、成体 Atoh1-Cre/Chd8F/Fマウスの小脳小
葉 I〜V の顆粒層における一部のプルキンエ細胞（カルビンディン陽性細胞）の異常分布が観察
された。ゴルジ染色した脳切片の Sholl 解析により、Atoh1-Cre/Chd8F/Fマウスのプルキンエ細胞
の樹状突起の複雑さがコントロールマウスと比較して著しく減少していたことから、CHD8 欠損
による顆粒層の異常が副次的に影響していると考えられた。Atoh1-Cre/Chd8F/Fマウスとは対照的
に、Pcp2-Cre/Chd8F/F マウスは小脳低形成やプルキンエ細胞の異常表現型が認められなかった。
これらのデータから、Nestin-Cre/Chd8F/F マウスで見られる小脳低形成は、Chd8 変異によって誘
導された GNP 自律的な異常の結果であることが示唆された。 
 Atoh1-Creは GNP に加えて耳毛細胞、前庭神経細胞、蝸牛神経細胞にも発現していることが示
されていることから、Atoh1-Cre による Chd8 切除が内耳毛細胞や蝸牛神経細胞の発生に影響を
与えるかどうかを検討した。ファロイジン染色で可視化した有毛細胞の形態は、コントロールマ
ウスと Atoh1-Cre/Chd8F/Fマウスの間で区別がつかないことが判明した。さらに、20〜80 dB の刺
激に対する聴性脳幹反応は、コントロールマウスと Atoh1-Cre/Chd8F/F マウスの間で差はなかっ
た。このように、Atoh1-Cre/Chd8F/Fマウスでは、耳毛細胞や蝸牛ニューロンの発生は正常である
ように見え、これらの細胞における Chd8欠失が小脳発生に及ぼす影響は小さいことが示唆され
た。 
 
(3) CHD8 は GNP の増殖と分化を制御する 
 次に、Chd8欠失によって引き起こされる小脳低形成のメカニズムを探った。GNP の増殖を評
価するために、5-bromo-2'-deoxyuridine（BrdU）パルスチェイス解析を実施した。BrdU で 2時間
パルス標識したところ、Pax6+ GNP のうち BrdU取り込みに陽性な細胞数は、胎生（E）17.5日
目では変化しなかったが、Atoh1-Cre/Chd8F/Fマウスでは P0、P3 ともにコントロール動物と比較
して少なかった。小脳におけるカスパーゼ 3 の切断型に陽性な細胞（アポトーシス細胞）の頻度
は、コントロールと Atoh1-Cre/Chd8F/Fマウスの間で差がなかった。また、P7 のコントロールマ
ウスと Atoh1-Cre/Chd8F/Fマウスにおいて、BrdU で 48 時間パルス標識し、GNP の分化能を調べ
た。EGL において最近細胞周期から外れた GNP（BrdU+/Ki67-）の頻度は、変異マウスではコン
トロール動物よりも有意に低かった。このように、EGL における BrdU+/Ki67-細胞の割合は変異
体マウスで再び低くなったが、小脳皮質における BrdU+/Ki67-または BrdU+/Pax6+細胞の数は
Atoh1-Cre/Chd8F/Fマウスで著しく増加した。GNP は EGL で活発に増殖し、細胞周期から外れた
後に大脳皮質に移動することを考えると、これらの細胞集団の変化は、Atoh1-Cre/Chd8F/Fマウス
においてGNPの細胞周期終了が進み、EGLから早期に剥離したことを示していると考えられる。



次に、EGL の前駆細胞プールから離脱したこれらの細胞が成熟した神経細胞になったかどうか
を調べた。大脳皮質の NeuN+/Pax6+成熟ニューロンの数は、Atoh1-Cre/Chd8F/Fマウスではコント
ロールマウスに比べて著しく減少した。これは、CHD8 欠損 GNP は早期の分化を行うが完全に
成熟しないことを示唆している。これらの結果から、Chd8 欠損に伴う小脳低形成は、CHD8 欠
損 GNP の増殖抑制と早期分化の結果、EGL の前駆細胞プールが早期に枯渇したことに起因する
と考えられる。 
 
(4) CHD8 は小脳顆粒ニューロン（CGN）のシナプス前およびシナプス後の完全性に必要である 
 小脳の形態異常がChd8変異マウスの生理的表現型と関連している可能性があるかどうかを調
べるため、電気生理学的解析を行った。まず、成体コントロールマウスと Atoh1-Cre/Chd8F/Fマウ
スの小脳において、CGN の平行線維（PF）からプルキンエ細胞への神経伝達を検討した。PF刺
激により誘発される興奮性シナプス後電流（EPSC）は、Atoh1-Cre/Chd8F/Fマウスのプルキンエ細
胞ではコントロールマウスのそれよりも著しく小さかった。Atoh1-Cre/Chd8F/Fマウスのシナプス
前機能を評価するために、様々な刺激間隔における EPSC のペアパルス比を測定した。ペアパル
ス促進は、Atoh1-Cre/Chd8F/F マウスの PF－プルキンエ細胞シナプスで増加していることがわか
り、シナプス前神経伝達物質放出の確率が低下していることを示唆する。次に、コントロールマ
ウスと Atoh1-Cre/Chd8F/Fマウスの CGN から、小型 EPSC（mEPSC）と小型抑制性シナプス後電
流（mIPSC）の記録を行った。Atoh1-Cre/Chd8F/Fマウスでは、mEPSC のイベント数ではなく、振
幅が有意に減少した。また、mIPSC の振幅とイベント数の両方が有意に減少した。これらの結果
は、CGN における Chd8のアブレーションが、シナプス後受容体の機能を変化させることを示唆
している。以上のことから、電気生理学的解析により、Atoh1-Cre/Chd8F/Fマウスの CGN におい
て、シナプス前およびシナプス後の機能が低下していることが明らかになった。 
 
(5) GNP 特異的な Chd8欠損マウスが運動行動障害を示す 
 小脳が運動協調や学習だけでなく ASD 関連行動にも寄与することを踏まえ、GNP 特異的およ
びプルキンエ細胞特異的Chd8欠損マウスに運動または他の行動異常が現れるかどうかを検討し
た。ワイヤーハングテストにおける握力および転倒までの潜伏時間は、遺伝子型間で差がなかっ
た。オープンフィールド試験においても、総移動距離や中央空間での滞在時間に遺伝子型間の差
は検出されなかった。ロータロッドテストでは、Atoh1-Cre/Chd8F/Fマウスが加速するロータロッ
ド上で転倒せずにいられる時間がコントロールマウスと比較して著しく減少しており、運動行
動の異常が示唆された。Atoh1-Cre/Chd8F/Fマウスは、試行回数が増える（ロータロッドから落ち
るまでの時間が長くなる）ほど成績が良くなり、運動学習に異常がないことが示唆された。一方、
このテストでは、Pcp2-Cre/Chd8F/F とコントロールマウスの間に有意な差は見られなかった。ま
た、床面より高く設置され、ゴールにつながる幅の広いまたは狭い梁に沿ってマウスが歩行する
バランスビーム試験では、Atoh1-Cre/Chd8F/Fマウスでは、コントロールマウスと比較してゴール
への到達時間が長くなり、運動協調性とバランス感覚の異常が示唆された。Pcp2-Cre/Chd8F/F マ
ウスのゴール到達遅延時間は、コントロールマウスと同程度であった。 
 次に、ASD の顕著な特徴である社会的行動の障害を評価するために行動試験を実施した。全
身 Chd8ヘテロ接合体変異マウスは社会的相互作用の異常を示すが、社会的相互作用試験中の社
会的接触回数および総接触時間は、対照マウスと Atoh1-Cre/Chd8+/Fまたは Pcp2-Cre/Chd8+/Fマウ
スとの間に差がなかった。また、社交性や社会的新奇性への選好性などの社会的行動を評価する
ために、三部屋式社会性行動試験を実施した。三部屋式社会性行動試験では、変異体および対照
動物は新規マウスに対して有意な選好を示し、選好指数は遺伝子型間で差がなかった。社会性－
新規性選好試験では、対照動物（Chd8+/+および Atoh1-Cre/Chd8+/+）および変異体（Atoh1-Cre/Chd8+/F、
Atoh1-Cre/Chd8F/F、Pcp2-Cre/Chd8+/Fおよび Pcp2-Cre/Chd8F/F）マウスは、見慣れたマウスよりも
見知らぬマウスを有意に選好し、選好指数もまた遺伝子型間で差がなかった。これらの結果から、
これらの変異マウスは、社会性や社会的新規性選好に関して正常であることが示唆された。さら
に、高架式十字迷路試験による不安様行動の評価では、オープンアームにいる時間や入場回数に
遺伝子型間の差は見られなかった。反復掘削行動の程度を評価するため、20 個のビー玉を入れ
た寝具を入れたケージに被験マウスを入れ、マウスが埋めたビー玉を数えた。埋まったビー玉の
数は、遺伝子型間で有意な差は見られなかった。これらの結果から、Chd8 変異による小脳の機
能異常は、運動行動障害をもたらすが、ASD 関連行動には結びつかないことが示唆された。 
 
(6) CHD8 は GNP 分化時の神経系遺伝子の発現に必要である 
 小脳発生における CHD8 の機能をさらに検討するため、Chd8F/Fマウスを GNP 特異的 Atoh1プ
ロモーターまたはプルキンエ細胞特異的 Pcp2プロモーターの制御下で Creトランスジーンを保
有するマウスと交配した。その結果、Atoh1-Cre/Chd8F/Fおよび Pcp2-Cre/Chd8F/Fマウスは成体ま
で生存し、体重も正常だった。しかし、脳の全体的な大きさや大脳の重量は正常に見えたのに対
し、小脳の重量は Atoh1-Cre/Chd8F/F マウスで対照動物と比較して著しく減少した。Pcp2-
Cre/Chd8F/Fマウスでは、小脳重量の同様の減少は明らかでなかった。病理組織学的解析の結果、
Atoh1-Cre/Chd8F/Fマウスでは、P0 から小脳虫部の小葉 I〜V の顆粒層のサイズが著しく減少し、
小脳の前部への Atoh1-Cre発現の局在と一致する。また、成体 Atoh1-Cre/Chd8F/Fマウスの小脳小
葉 I〜V の顆粒層における一部のプルキンエ細胞（カルビンディン陽性細胞）の異常分布が観察



された。ゴルジ染色した脳切片の Sholl 解析により、Atoh1-Cre/Chd8F/Fマウスのプルキンエ細胞
の樹状突起の複雑さがコントロールマウスと比較して著しく減少していたことから、CHD8 欠損
による顆粒層の異常が副次的に影響していると考えられた。Atoh1-Cre/Chd8F/Fマウスとは対照的
に、Pcp2-Cre/Chd8F/F マウスは小脳低形成やプルキンエ細胞の異常表現型が認められなかった。
これらのデータから、Nestin-Cre/Chd8F/F マウスで見られる小脳低形成は、Chd8 変異によって誘
導された GNP 自律的な異常の結果であることが示唆された。 
 CHD8 が GNP の遺伝子発現を制御する可能性のある分子メカニズムについて理解を深めるた
め、CHD8 に対する抗体を用いて、これらの細胞のクロマチン免疫沈降－配列決定（ChIP-seq）
解析を実施した。CHD8 との結合を示す全ピークのかなりの割合が、プロモーター（転写開始部
位（TSS）に対して-1〜+1 kb）周辺で検出された。これらの結果を、GNP から抽出した全 RNA
を用いて行った RNA-sequencing（RNA-seq）解析の結果と統合すると、CHD8 は活発に発現する
遺伝子の TSS 周辺に優先的に濃縮されていることが明らかになった。次に、P7 の Atoh1-
Cre/Chd8F/Fおよびコントロールマウスから単離した GNP を用いて、RNA-seq 解析を実施した。
Atoh1-Cre/Chd8F/Fマウスの GNP では、Atoh1-Cre/Chd8+/+マウスの GNP と比較して 317 遺伝子の
発現レベルが低下し、196 遺伝子の発現レベルが上昇した。発現量の異なる遺伝子のうち、75個
のダウンレギュレーション（23.7%）および 14 個のアップレギュレーション（7.1%）の遺伝子
は、ChIP-seq データによって特定された CHD8 ターゲットだった。ダウンレギュレートされた
75 個の CHD8 標的遺伝子のジーンオントロジー（GO）解析では、「シナプス」および「シナプ
ス後膜」、Slc17a7、Snap25、Cadps2、Cbln1、Kcnd2、Gabra2、Gabrb3などの神経機能に関する用
語に有意な濃縮が見られた。Slc17a7遺伝子にコードされ、PF－プルキンエ細胞シナプスにおけ
る特異的なシナプス前マーカーである VGLUT1 タンパク質の発現は、P7 において Atoh1-
Cre/Chd8F/Fマウスの小脳で著しく減少した。一方、登上線維－プルキンエ細胞シナプスにおける
特異的なシナプス前マーカーである VGLUT2 の発現は、両遺伝子型間で差がなかった。さらに、
Atoh1-Cre/Chd8F/Fマウスでは、分子層における VGLUT1陽性パンクタが Atoh1-Cre/Chd8+/+マウス
と比較して有意に減少しており、CHD8 欠損 GNP におけるシナプス関連遺伝子の発現低下によ
り PF シナプス欠損が生じることを示していると考えられた。また、CGN で選択的に発現する
50 の遺伝子について、RNA-seq データの遺伝子セット濃縮解析（GSEA）を行った。これらの
CGN 特異的遺伝子の発現は、Atoh1-Cre/Chd8F/Fマウスの細胞では、Atoh1-Cre/Chd8+/+マウスの細
胞と比較して低下していた。また、GSEA により、CHD8 欠損 GNP において、神経細胞の移動
に関連する遺伝子の発現が有意に低下していることが明らかになった。これらの結果から、
CHD8 は多くのシナプスや CGN 関連遺伝子の発現を制御し、それによって GNP の分化を促進
している可能性が高いことが示唆された。 
 また、RNA-seq データから、CHD8 欠損 GNP では E2F標的遺伝子の発現が著しく低下してお
り、CHD8 欠損 GNP の増殖抑制と一致している。転写因子の E2Fファミリーは、細胞周期の進
行や細胞増殖に必要な遺伝子の発現に必須の役割を果たし、CHD8 は細胞周期の G1-S移行に必
要である。さらに、免疫ブロット解析の結果、Atoh1-Cre/Chd8F/Fマウスの小脳細胞では、プロテ
アソーム阻害剤 MG132 で 6時間処理してもサイクリン D1 の発現が低下しており、サイクリン
D1 のプロテアソーム依存分解が Chd8 切除により促進されていないことが示唆された。その代
わり、Chd8 のアブレーションにより、小脳におけるサイクリン D1 の存在量は減少した。これ
らの結果から、CHD8 の欠損は、細胞周期制御因子の発現を転写レベルで阻害することにより、
前駆細胞の増殖能を減弱させることが示唆された。 
 
(7) CHD8 は GNP の分化を促進するアクセシブルなクロマチンランドスケープを形成している 
 次に、GNP の CHD8 結合部位が、ヒストン修飾部位やアクセシブルな DNA 領域と一致する
かどうかを検討した。そこで、GNP の CHD8 ChIP-seq データを、以前に発表されたヒストン 3
リジン 27アセチル化（H3K27ac、活性クロマチンマーク）または CHD7 の ChIP-seq データ、さ
らにはトランスポザーゼアクセシブルクロマチンシーケンス（ATAC-seq）プロファイルと比較
した。高信頼度の CHD8 ChIP-seq ピーク周辺のヒートマップおよび密度プロファイルは、CHD8
が CHD7、H3K27ac、およびアクセシブルなクロマチン部位と著しく共局在することを明らかに
した。また、Cadps2、Pax6、Reln などの GCN 関連遺伝子を含む遺伝子の TSS 周辺領域におい
て、CHD8 ピークが H3K27ac ピークやアクセシブルなクロマチンサイトと重なることがわかっ
た。FAIRE（ホルムアルデヒドによる調節要素の分離）解析により、Atoh1-Cre/Chd8F/Fマウスの
小脳では、コントロールマウスと比較して、これらの遺伝子のプロモーターにおけるオープンク
ロマチンの範囲が減少していた。さらに、ルシフェラーゼレポーターアッセイにより、CHD8 の
過剰発現が Neuro2A 細胞におけるこれらの遺伝子のプロモーター活性を上昇させることが示さ
れた。これらの結果から、CHD8 によるクロマチンアクセシビリティと遺伝子の転写活性の制御
が、GNP の発生に寄与していることが示唆された。 
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