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研究成果の概要（和文）：レット症候群（RTT）は、X染色体上のMeCP2遺伝子変異が主因の女児で発症する発達障害で
ある。本研究ではRTTモデル（Mecp2欠損）ES細胞から様々なグリア細胞を分化誘導後、そのグリア細胞の機能評価を行
った。Mecp2欠損ES細胞は、それぞれの分化マーカーを発現するアストロサイト、オリゴデンドロサイト、ミクログリ
アに分化した。特にES細胞から効率良く分化するミクログリアにおけるマーカー分子やサイトカインの発現を調べた結
果、いくつかの遺伝子発現がMeCP2の有無で変化することを見出した。更に、種々の活性化刺激に対する反応性や貪食
能を解析し、Mecp2欠損ミクログリアの性状を評価した。

研究成果の概要（英文）：Rett syndrome (RTT) is a neurodevelopmetal disorder associated with mutations in 
the methyl-CpG－binding protein 2 (MeCP2) gene. Mecp2-deficient ES/iPS cells provide a powerful research 
tool for disease mechanism studies of RTT. In this study, we found that RTT model (Mecp2-null) ESCs could 
differentiate into astroglia, oligodendrocyte, and microglia. These results suggest that MeCP2 is not 
essential for induction of glial cell differentiation. Quantitative RT-PCR analysis revealed that some of 
microglia marker and cytokine signal genes were lower in Mecp2-null mice than in wild-type mice. These 
results indicate that loss of MeCP2 leads, either directly or indirectly, to transcriptional 
dysregulation of these genes in the differentiating microglia. In addition, to confirm the effects of 
MeCP2 deficiency on microglia function, we investigated the cytokine response and the phagocytic activity 
of the microglia derived from the wild-type or Mecp2-null cultures.

研究分野： 小児神経学

キーワード： レット症候群
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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 遺 伝 子 で あ る MeCP2 

(Methyl-CpG-binding protein 2)遺伝子変

異を主因とする主に女児で発症する進行性

精神発達障害である。典型的 RTT では出生

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し多くは若くして死

亡する。2001 年に単一遺伝子変異による発

達障害モデルとして Mecp2 欠損マウス

（Guy-J,et al., Nat Gentics ‘01）が作

出されて以降、世界中で病態解析が行われ

ており、中枢神経系の Mecp2 欠損が RTT 発

症の主因とされている。しかし国内外のRTT

患者、又は Mecp2 欠損マウスの詳細な生理、

病理学的な解析や MeCP2 標的遺伝子の同定

にも関わらず、未だ RTT 病態発症メカニズ

ムは不明で、治療法の開発も急務である。 

 これまでの研究から、主な RTT 病態はニ

ューロンにおける Mecp2 欠損による細胞自

律的な中枢神経系の異常が原因とされてき

た。しかし近年、Mecp2 は脳組織を構成す

るニューロン以外のグリア細胞においても

発現し、ニューロンの細胞非自律的的なメ

カニズムが病態に関わるとする報告が蓄積

されつつある。実際、我々も、Mecp2 欠損

ES細胞やマウスを利用した研究から、Mecp2

欠損はアストログリアの分化やグルタミン

代謝に影響し、病態に関わる可能性を示し

ている。 

 
２．研究の目的 
 本研究は MeCP2 欠損した RTT モデル

（Mecp2 欠損）ES/iPS 細胞から様々なグリ

ア細胞を分化誘導し、分化誘導したグリア

細胞の機能評価を行うことで、MeCP2 欠損

によるグリア細胞を介した RTT 発症メカニ

ズムを解明し、治療薬探索による新規治療

法の開発を目的としている。 

３．研究の方法 
（１）Mecp2 欠損 ES 細胞によるグリア細胞

の分化誘導法の確立：Mecp2 欠損（Mecp2 

lox-Stop/y）、ならびにコントロール野生型

(Mecp2 lox-Stop/y,Cre; Mecp2 +/y)ES 細

胞を以下の方法でそれぞれ、培養すること

で分化誘導を行った。８日間の無血清培地

にて胚様体（EBs）形成により神経幹細胞を

誘導後、①アストロサイトの分化のために、

血清添加培地で培養した。②オリゴデンド

ロサイトは EBs 形成後、ITS 添加培地で 8

日間、その後、N2、bFGF、PDGF 添加培地で

12日間培養した。一方、③ミクログリアは、

分化支持細胞と共培養することで分化誘導

を行った。それぞれのグリア細胞の分化は、

PCR および免疫染色によりマーカー分子の

発現解析により評価した。  

 

（２）Mecp2 欠損による ES 細胞のミクログ

リアの分化に及ぼす影響の解析：MeCP2 欠

損、ならびにコントロール野生型 ES 細胞よ

りミクログリアを誘導後、定量 PCR によっ

てマーカーならびに、刺激反応に関わる遺

伝子の発現を解析した。 

 

（３）Mecp2 欠損ミクログリアの機能解析：

MeCP2 欠損、ならびにコントロール野生型

ES 細胞よりミクログリアを誘導後、蛍光ビ

ーズの取り込みによる貪食能を比較検討し

た。 

 

（４）Mecp2 欠損マウスの脳組織における

ミクログリア関連分子の発現解析：8 週目

の MeCP2 欠損、及びコントロール WT マウス

の脳におけるミクログリア関連遺伝子の発

現を定量 PCR によって解析した。 

 
 
 
 
 
 
 



４．研究成果 

（１）胚様体形成法により分化誘導後、8 日

目の胚様体の細胞を分散後、染色したところ

Mecp2 欠損の有無にかかわらず、Nestin、A2B5

陽性細胞が観察され、グリア幹細胞が分化誘

導できた事が確認された。また、それぞれ 10

日、2０日培養後、GFAP（アストロサイト）、

O4(オリゴデンドロサイト)のマーカーの発

現が観察され、アストロサイト、オリゴデン

ドロサイトが分化誘導されている事が確認

された。 

 また、共培養により、分化誘導後、15 日目

には CD11b、Iba1 の発現が観察され、MeCP2

欠損 ES 細胞において、ミクログリアの分化

誘導が確認できた。以上の結果から、MeCP2

欠損 ES 細胞は、アストロサイト、オリゴデ

ンドロサイト、ミクログリアのいずれのグリ

ア細胞にも分化可能であり、グリア細胞の発

生・分化に MeCP2 は必須ではない事は明らか

となった。とりわけ、ミクログリアの分化に

関しては、浮遊してくる細胞を回収すること

で、ほぼ 100％に近い純度の目的細胞が得ら

れ、この後、分化誘導ミクログリアに関する

解析を進めた。 

 

（２）Mecp2 欠損および、コントロール WT-ES

細胞よりミクログリア分化誘導開始後、5 日

目、15 日目の細胞を回収し、15 種類のミク

ログリア特異的なマーカー遺伝子、免疫反応

などに関わる遺伝子発現を定量PCRによって

解析した。その結果、CD11b などマーカー分

子のほとんどでは発現が変わらず、免疫反応

に関わる機能的な分子においても、MeCP2 欠

損グループで若干発現が変わるものがある

以外は、ほぼ同様に発現した。また、LPS や

IL4 による刺激後の遺伝子発現についても調

べたが、僅かに変化を示す遺伝子があるもの

の、Mecp2 欠損グループで大きく変化する遺

伝子は同定されず、ここでも MeCP2 欠損にか

かわらず ES 細胞はミクログリアに分化し、

機能的にも問題のないミクログリアが発

生・分化している可能性が考えられた。 

 

（３）Mecp2 欠損および、コントロール WT-ES

細胞よりミクログリア分化誘導開始後、15 日

目の細胞を回収し、蛍光ビーズを添加し、24

時間後にそれぞれの細胞が取り込む蛍光ビ

ーズを蛍光顕微鏡下で観察した。その結果、

蛍光ビーズの取り込み量は、Mecp2 欠損グル

ープとコントロール WT で比較して僅かに変

化するののの、有意な差はなく、大きな機能

的な異常は認めなかった。 

 

（４）Mecp2 欠損および、コントロール WT マ

ウス脳における 25 種類のグリア細胞関連遺

伝子の発現を定量PCRで比較した。その結果、

アストロサイトやミクログリアの機能に関

わるいくつかの遺伝子で発現が有意に変化

することが明らかとなった。 

 

 以上の結果から、Mecp2 の有無にかかわら

ず、ES 細胞は、アストロサイト、オリゴデン

ドロサイト、ミクログリア細胞に分化し、

MeCP2 はこれらの細胞種の発生・分化に必須

でないことが明らかとなった。一方、Mecp2

欠損 ES 細胞由来ミクログリアは、コントロ

ール WT 群に比較して、僅かであるが幾つか

の遺伝子で発現変化が認められることから、

Mecp2 はこれらの遺伝子の発現制御に関わる

可能性が考えられる。 

 また、変化の認められる遺伝子の関連分子

はMeCP2欠損マウス脳においても発現変化が

認められており、今後、これらの因子を足が

かりにMecp2欠損による病態メカニズムの解

明が期待される。 
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