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研究成果の概要（和文）：レット症候群は自閉症やてんかんなどを主徴とする進行性の精神・神

経疾患である。この疾患の原因として MECP2 遺伝子変異であることが明らかになっているが、

自閉症病態の解明に結びつく標的遺伝子は見つかっていない。本研究で我々はマイクロアレイ

を用いた網羅的解析により、新たな MeCP2 標的分子として３つのシナプス関連遺伝子（LIN7A、

PCDHB1、PCDH7）を同定した。これらの分子の発現調節異常を介したシナプス機能異常が自閉症

病態に関与することが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Rett syndrome is a neurodevelopmental and autistic disease caused 

by mutations of Methyl-CpG-binding protein 2 (MECP2) gene. MeCP2 protein binds to 

methylated gene promoters to suppress their expression, indicating that Rett syndrome 

is caused by the deregulation of target genes. However, it is likely that there are more 

unidentified neuronal MeCP2-targets associated with the neurological features of RTT. 

Using a genome-microarray approach, we found 22 genomic regions that contain sites 

potentially regulated by MeCP2. Within these regions, Chromatin immunoprecipitation 

(ChIP) analysis revealed that MeCP2 binds to the upstream regions of the LIN7A, PCDHB1 

and PCDH7. Since these genes are generally essential for brain development, aberrant 

regulation of these molecules may contribute to the pathogenesis of the neurological 

features observed in Rett syndrome.  
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１．研究開始当初の背景 

（１）MeCP2 は脳発達過程において遺伝子発

現調節を行う重要な転写因子であり、これま

で MeCP2蛋白の標的遺伝子は神経栄養因子の

BDNF や GABA 合成酵素の１つである GAD の発

現誘導に関与する DLX5 など約 20種の遺伝子

が報告されていた。 

（２）一方で、自閉症疾患を始めとした神経

発達障害がシナプス形成や機能異常と関連

があることが報告されているが、シナプス機

能に関連した MeCP2の標的遺伝子はまだ見つ

かっていない。 

（３）MeCP2 はメチル化 DNA に結合し、転写

抑制複合体を形成することで遺伝子の発現

を抑制することが報告されてきたが、近年、

MeCP2 が転写抑制だけでなく、転写の促進に

も関与していることが報告された。 

 
２．研究の目的 

（１）シナプス形成・機能に関連した MeCP2

の新規標的遺伝子を明らかにし、新たな自閉

症（レット症候群）病態メカニズムを明らか

にすることである。 

 

３．研究の方法 

（１）ヒト培養細胞を用いて、抗 MeCP2抗体、

抗メチルシトシン抗体及び抗ヒストン H3K27

トリメチル化抗体でそれぞれクロマチン免

疫沈降（CｈIP）を行い、マイクロアレイに

より網羅的解析を行った。 

（２）３種類のマイクロアレイの結果から共

通する遺伝子を見出し、ChIP-PCR で確認した。 

（３）それぞれの遺伝子のプロモーター領域

のメチル化をバイサルファイトシークエン

ス法で解析した。 

（４）MeCP2 による遺伝子発現が調節されて

いるかをレポーターアッセイ法、MECP2 ノッ

クダウン法及び Mecp2ノックアウトマウスを

用いて定量 RT-PCR 法で解析した。 

 

４．研究成果 

（１）３種類のマイクロアレイの結果から、

２２染色体領域が同意された。その中から神

経関連遺伝子を４種類選択し、マイクロアレ

イの結果が妥当かどうかを ChIP 法で確認し

た（図１）。その結果、LIN7A,PCDHB1,PCDH7

の３つの遺伝子で MeCP2と結合していること

がわかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．クロマチン免疫沈降法による MeCP2 の
標的遺伝子領域への結合 
 

（２）３つの遺伝子のうちプロトカドヘリン

ファミリーである PCDHB1 及び PCDH7 につい

てプロモーター領域のメチル化を解析した

（図２）。その結果、PCDHB1 は高メチル化、

PCDH7 は低メチル化であった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ プロモーター領域のメチル化 
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（３）MeCP2 によって各遺伝子が発現調節を

受けているかをルシフェラーゼアッセイに

より解析した。各遺伝子のプロモーター領域

のルシフェラーゼコンストラクト及び MECP2

発現、MBD 欠損ベクターをコトランスフェク

ションし、ルシフェラーゼ活性を測定した

(図３)。その結果、どちらの遺伝子も正常

MeCP2 蛋白では発現を抑制し、異常 MeCP2 で

は抑制効果が解除されたことから、これらの

遺伝子は MeCP2により発現抑制を受けている

ことがわかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ レポーターアッセイ 
 

（４）内因性の遺伝子発現の影響を解析する

ため、神経芽細胞腫 SHSY-５Y細胞を用いて、

MECP2siRNA によるノックダウン法による定

量 RT-PCR法を行った(図４)。その結果、MECP2

をノックダウンすると、どちらの遺伝子も遺

伝子発現が増加することがわかった。 

 
 
 
 
 
 
図４ MECP2 ノックダウンにおける遺伝子発
現解析 
 

（５）Mecp2 ノックアウトマウスを用いて定

量 RT-PCR を行った（図５）。その結果、ノッ

クアウトマウスで有意に遺伝子発現が増加

していることがわかった。 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
図５ Mecp2 ノックアウトマウスにおける遺
伝子発現解析 
 

（６）Neuro2a 細胞を用いて、Mecp2siRNA に

よるノックダウン法による Lin7a遺伝子発現

を定量 RT-PCR法で行った(図６)。その結果、

これまでの２つの遺伝子とは逆に遺伝子発

現が減少していることがわかった。LIN7A は

これまでの MeCP2による遺伝子発現抑制では

なく、促進に作用することが示唆される。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６Mecp2 ノックダウンにおける Lin7a 遺伝
子発現解析 
 

（７）これまで MeCP2 の標的遺伝子としてレ

ット症候群の病態を解明できるようなもの

は見つかっていなかった。本研究で我々は新

たな MeCP2 の標的遺伝子を発見した。PCDHB1

と PCDH7はプロトカドヘリンファミリーに属

し、細胞接着分子でありシナプス間の接着に

重要である。LIN7A はシナプスの足場形成に

重要な分子である。これらのシナプス形成・

機能に関係する分子の発現調節異常がレッ

ト症候群を含む自閉症の病態の一端である

ことが示唆される。今後さらなる機能解析を

進めていくことで新たな自閉症病態メカニ

ズムの解明、治療薬の開発につながることが

期待される。 
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