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研究成果の概要（和文）：責任遺伝子(MECP2)が判明している自閉症であるレット症候群の患者から樹立したiPS細胞か
ら神経細胞を作製し、その異常を調べた。その結果、本来神経細胞では発現しないアストロサイト特異的遺伝子の異常
な発現が認められた。またMeCP2とタンパク質複合体を形成しているHDACやSin3の標的化合物にレット症候群や自閉症
関連遺伝子の発現回復作用があることが判明した。以上より、レット症候群患者iPS神経細胞における異常発現の基盤
にMeCP2の機能不全に起因するゲノム配列異常が存在しうることと、MeCP2複合体タンパク質作用化合物が遺伝子の異常
発現を是正する治療候補化合物である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated abnormalities in the neuronal cells differentiated from the 
induced pluripotent stem cells (iPSC) derived from Rett syndrome patients, a representative autistic 
disorder caused by MECP2 mutations. As a result, we found abnormal expression of astrocyte-specific 
genes. Furthermore, we found that the chemicals, target to HDAC and Sin3 which are parts of MeCP2 protein 
complex, up-regulated Rett syndrome- and autism-associated genes. These findings suggest that malfunction 
of MeCP2-induced genomic changes may underlie the alteration of astrocyte-specific genes, and indicate 
that the chamicals examined possibly recover the gene expression which were down-regulated in Rett and 
autistic patients.

研究分野：エピジェネティクス
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１．研究開始当初の背景 

 ヒトゲノムDNA上に存在する繰り返し配列

（レトロポゾン）はかつて活性化して自らを

コピーし、その結果、ヒトゲノム上に散在し

たと考えられている。通常はこの活性は DNA

上の化学修飾（メチル化修飾）によって不活

性化されている。しかし、近年、神経細胞分

化の段階では例外的に活性化し配列変化が

生ずることが示唆され始めた。 

 一方、代表的な自閉症疾患であるレット症

候群の原因が、メチル化修飾された DNA 領域

を認識して結合し、遺伝子発現を調節してい

るMeCP2タンパク質の遺伝子変異であること

が明らかにされた。したがって、この患者で

は神経細胞におけるMeCP2の機能不全による

異常遺伝子発現とレトロトランスポゾン配

列の活性化によるゲノムDNA配列変化が予測

され、前者は証明されたが、後者の詳細は不

明であった。 

 このような背景の下、われわれはレット症

候群患者の皮膚線維芽細胞からiPS細胞を樹

立し、神経分化細胞を作製した。これまで、

海外の研究グループによっても本症候群患

者の iPS 由来神経細胞が作製され、レトロポ

ゾン活性の上昇が報告されたが、実際に、ゲ

ノム配列変化が生じているかどうかは明ら

かでなかった。 

 

２．研究の目的 

 レット症候群の原因はMECP2遺伝子変異

であり、この遺伝子がコードするMeCP2タ

ンパク質は遺伝子の発現制御やゲノムの安

定化を司る。そこで、本研究では、MeCP2

の機能不全によって生ずる遺伝子の発現制

御不全とその背景にあると考えられるゲノ

ム配列の不安定化を明らかにすることであ

った。 

 この目的のため、以下の課題を設定の上、

実施した。 

(1) 患者 iPS細胞の新手法による再樹立 

 iPS 細胞は成熟した細胞に４種の初期化因

子をコードする遺伝子を染色体ゲノムの

DNA 上を挿入することで作製される。この

際、ゲノム DNA の改変（配列変化）が生ず

る。本研究の目的は、神経細胞におけるゲノ

ムの不安定化による DNA 上の配列変化有無

の検証である。したがって、人為的な配列変

化を加えない方法を用いることが望ましく、

ゲノム DNA 上への初期化因子の挿入のない

新手法で iPS細胞の樹立を行った。 

(2) 患者 iPS 細胞から作製した神経細胞にお

ける遺伝子の発現制御不全の把握 

 MeCP2 の機能不全によってさまざまな神

経機能に関係する遺伝子の発現が変化する

ことが、培養細胞やモデルマウス脳組織、患

者の死後脳組織を材料にした研究で明らか

にされてきた。しかしながら、ヒトの患者脳

の発達過程でどのような遺伝子の発現不全

が生ずるかは明らかでなかった。本研究では、

患者由来の iPS細胞を神経分化させ、その過

程での異常発現遺伝子を探索した。 

(3) 候補薬剤の治療効果の確認 

 MeCP2 タンパク質は、単独ではなく、各

種酵素タンパク質と複合体を形成して遺伝

子の発現制御やゲノムの安定化を司ってい

る。MeCP2 は酵素でないため活性化させる

ことは困難であるが、複合体を形成している

タンパク質を標的とする化合物を活性化さ

せることでその代わりを果たすことが原理

的には可能である。そこで、複合体形成タン

パク質を標的とする化合物の探索を行った。 

 

３．研究の方法 

(1)患者 iPS細胞の新手法による再樹立 

 ゲノム DNA への初期化因子遺伝子の挿入

によらず、プラスミドのかたちで細胞に導入

することで成熟細胞を iPS細胞化させる方法

（Episomal iPSC Reprogramming Kit, Life 

Technology社）を使用した。 

 



(2) 患者 iPS 細胞から作製した神経細胞にお

ける遺伝子の発現制御不全の把握 

 MeCP2 タンパク質発現の検出には蛍光抗

体法を、遺伝子発現量の定量には定量

RT-PCR法を、iPS細胞とこれを神経分化さ

せたそれぞれの状態における解析対象全遺

伝子の発現変化の把握には主成分分析法を

用いた。 

 

(3) 候補薬剤の治療効果の確認 

 遺伝子発現量の定量には定量 RT-PCR 法

を用いた。 

 

４．研究成果 

(1)患者 iPS細胞の新手法による再樹立 

 正常対照者の皮膚線維芽細胞に対し４因

子の導入を行ったところ、iPS細胞が作製で

きることを確認した（図を提示せず）。しか

しながら、既に採取し保管してあったレット

症候群患者の皮膚線維芽細胞からの作製を

行ったが、２年間の研究期間内に iPS細胞株

を樹立させることができなかった。 

 

(2)患者 iPS 細胞から作製した神経細胞にお

ける遺伝子の発現制御不全の把握 

（図１） 

 ２名の同一遺伝子変異を有するレット症

候群患者から作製した iPS細胞は、X染色体

不活化パターンに従って、母由来の正常

MECP2遺伝子を有するX染色体が活性化し

た細胞株（52M と 65M）と父由来の変異

MECP2遺伝子を有するX染色体が活性化し

た細胞株（61Pと 62P）を樹立した（図１）。

正常遺伝子発現株はMeCP2タンパク質が検

出され、変異遺伝子発現株では検出されなか

った。これより、前者は内部対照細胞株、後

者はレット症候群モデル細胞として使用で

きると考えられた。 

（図２） 

 樹立した iPS株を常法に従い神経分化させ

た。その結果、正常MECP2発現株（52Mと

65M）と変異MECP2発現株（61Pと 62P）

のいずれも神経細胞の形態には違いが認め

られなかった（図２）。すなわち、予測され

たMeCP2発現不全による神経突起形成異常

は認められなかった。 

 

（図３） 



 発現マイクロアレイ解析で正常MECP2発

現株（52Mと 65M）と変異 MECP2 発現株

（61Pと 62P）の遺伝子発現差異を主成分分

析法で調べた。その結果、神経分化前の iPS

細胞の段階では両者にほとんど差は認めら

れなかったが、神経分化後は両者間に遺伝子

発現差異が顕在化した（図３）。 

 

 

（図４） 

 神経分化後に発現差異が顕在化した遺伝

子は本来神経細胞では発現しない、アストロ

サイト特異的発現遺伝子（GFAP、S100β）

であった（図４）。すなわちMeCP2不全下で

アストロサイトで発現している遺伝子が異

常発現してくることが判明した。 

 

(3)候補薬剤の治療効果の確認 

 

（図５） 

 バルプロ酸ナトリウム（VPA）はてんかん

や精神疾患の治療薬である。MeCP2 タンパ

ク質複合体を形成するヒストン脱アセチル

化酵素の阻害作用を有する。この薬物を神経

培養細胞(SH-SY5Y)に投与したところ、自閉

症や関連疾患で低下が予測されている遺伝

子の発現を増強する作用があることが判明

した（図５の灰色のバー。黒のバーは無投与

対照）。 

 

 以上の研究成果は、MeCP2 不全下で神経

細胞が成熟すると本来、神経分化過程で発現

が抑制されるはずのアストロサイト特異的

遺伝子がMeCP2による発現発現を免れて発

現してしまうことを示していると考えら得

た。この知見は、神経培養細胞、モデルマウ

ス脳、患者の死後脳研究、ならびに最近の国

外で行われたレット症候群患者 iPS細胞研究

でも見いだせなかった、世界に先駆けての本

症の神経細胞病態の重要な知見となった。 

 

 なお、本研究で見いだされたアストロサイ

ト特異的発現遺伝子は、MeCP2 の直接的な

発現抑制効果の異常と解釈されるとともに、

遺伝子領域あるいはその近傍領域のレトロ

トランスポゾンの挿入による発現変化とも

考えられる。したがって、今後、新手法で樹

立される本症候群患者の iPS細胞によってこ

れを明らかにすることが必要と考えられた。

また、本研究で見いだされた VPA を含む既

存の薬剤あるいは新規化合物を用いて、

MeCP2 機能不全に基づく発現調節不全やゲ

ノム配列異常を改善させることが可能か、今

後、検証することが必要と思われた。 
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