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研究成果の概要（和文）：本研究では、ニューロンの発達と機能発現におけるDNA化学修飾酵素の機能解析を行
い、ニューロンのDNA化学修飾機構の破綻と精神疾患発症との関連を明示することを目的とした。これまでに、
胎生後期のDNAメチル化酵素の欠損が、成体神経新生の減少と不安様行動の増加することを明らかにした。ま
た、ニューロン特異的なDNAメチル化酵素の欠損が、海馬ニューロンの形態異常、及び、マウスの活動量の増加
を誘導した。これらのことは、発達過程のDNAメチル化酵素の機能異常が精神疾患を誘発する可能性あることを
示している。さらに、DNAメチル化酵素と相互作用するLSD1タンパク質のヒト神経幹細胞における役割を明らか
にした。

研究成果の概要（英文）：To investigate the function of DNA methyltransferases in neural cells, we 
deleted dnmt1 gene in these cells and examined the phenotype in vitro and in vivo. We found that 
prenatal deletion of DNA methyltransferase 1 (Dnmt1) in neural stem cells causes the impairment of 
neurogenesis in the adult mouse brain. Moreover, these mice exhibited anxiety-like behavior. In 
addition, in DNMT1 deficient neurons, axonal elongation tends to be accelerated compared to that in 
wild type neurons, suggesting that DNMT1 regulates neurite outgrowth during neuronal maturation. 
Furthermore, conditional knockout mice that dnmt1 is deleted in post-mitotic neuron exhibited 
hyperactivity at adult stage. Thus, these results imply that DNA methyltranseferases in neural cells
 play an important role in neuronal development and its mutation links to psychiatric diseases. 

研究分野：神経科学
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトやマウスなどの哺乳類において、エピ
ジェネティクス制御の一つである DNA メチ
ル化の神経細胞（ニューロン）における異常
が、精神疾患発症や幼児期のストレス暴露に
よる成体の行動異常などに関与することが
指摘された。また、ヒドロキシメチル化とい
う新たな DNA 化学修飾の存在が明らかとな
り、それが脱メチル化の際に生じる中間産物
であることが示唆されている。特に、ヒドロ
キシメチル化された DNA がニューロンのゲ
ノムに豊富に存在していることが報告され
たことから、ニューロンにおけるそれらの
DNA 化学修飾を担う酵素群の役割解明につ
いては世界的に注目を集めている。しかし、
実用性の高い研究材料の不足や解析技術の
未開発などから、ニューロンの発達や機能維
持におけるそれらの酵素群の役割解明や、そ
れら酵素群の機能異常と精神疾患との関連
の直接的証明は未だ行われていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、神経細胞（ニューロン）特異
的に DNA 化学修飾酵素を欠損又は過剰発現
する申請者が開発した新規遺伝子改変マウ
スを実験材料として、ニューロンの発達と機
能発現における DNA 化学修飾酵素の機能解
析を行う。これにより、ニューロンにおける
DNA 化学修飾酵素群の機能解析を行うこと
で、その機能破綻と精神疾患発症との関連を
明示することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、神経系細胞特異的に DNA 化学
修飾酵素を欠損（CKO マウス）、又は過剰発現
させたマウス（TG マウス）や培養神経系細胞
を用いて、以下の研究を行う。 
１） 解剖学的解析による脳発達における DNA
化学修飾酵素の役割解明：TG 及び CKO
マウスの成体期において、ニューロンの
軸索や樹状突起の形態観察などの解剖
学的解析と、in vitro での DNA 化学修飾
酵素群のノックダウンなどを実施する
ことで、脳の発達に伴う組織構築におけ
るニューロンのDNAメチル化酵素の役割
を明らかにする。 

２） DNA 化学修飾酵素の機能破綻と神経精神
疾患との関連解析：不安様行動試験と
PPI試験等の行動学的解析から、脳のDNA
化学修飾酵素の機能破綻と精神疾患と
の関連を調べる。 

３） ニューロンにおけるDNA化学修飾酵素の
標的同定：全ゲノム解析を用いて DNA 化
学修飾酵素の標的領域を同定し、ニュー
ロンにおけるDNA化学修飾の分子メカニ
ズムを解明する。 

 
４．研究成果 
①脳の発達過程におけるDNAメチル化酵素の
機能解析 

 胎生後期に DNA メチル化酵素 DNA 
methyltransferase-1（DNMT1）を神経幹細胞
特異的にノックアウトしたマウスを用いて、
DNA メチル化酵素の発達期における役割を検
証した。その結果、そのマウスの成体期の海
馬と脳室周囲部における成体神経新生の減
少が認められた。さらに、オープンフィール
ド試験による行動解析を行ったところ、不安
様行動の増加が認められた。さらに、そのマ
ウスの各脳領域において、活性化型アストロ
サイトの増加と、マイクログリアの増加も観
察され、脳内炎症が亢進していることも示さ
れた。これらのことから、発達後期における
DNA メチル化酵素の機能欠損が、脳内炎症と、
不安様行動の増加を伴う精神疾患発症に関
与する可能性があることがわかった
（Noguchi, 2016）。 
 
②ニューロンにおける DNMT1 の役割解析 
 我々はニューロンに発現するDNMT1と精神
疾患との関連を明らかにするために、ニュー
ロン特異的にDnmt1遺伝子を欠損させたコン
ディショナルノックアウト (cKO) マウスを
作製した。まず、DNMT1 の発現を免疫組織化
学により調べたところ、精神疾患と関わりの
深い脳領域である海馬、偏桃体、大脳皮質に
おいて DNMT1 の欠損が確認された。次に、こ
の cKO マウスに対して、不安様行動評価試験
を行った。その結果、オープンフィールド試
験において、Dnmt1 cKO マウスが多動性を示
すことが明らかとなった。また海馬歯状回由
来ニューロンにおいてDnmt1をノックダウン
したサンプルを用いてマイクロアレイ解析
を行い、遺伝子発現変化を調べた。Gene 
Ontology 解析を行った結果、神経活動に関わ
りの深い遺伝子群であるカルシウムチャネ
ル群やカリウムチャネル群の遺伝子発現の
亢進が認められた。さらに、NCBI のデータベ
ース上にある統合失調症や双極性障害の患
者の海馬でのマイクロアレイのデータと比
較すると、Dnmt1 cKO マウスと共通して突起
進展に関与する遺伝子の発現が上昇してい
ることが明らかとなった。これらの遺伝子発
現の上昇がメチル化酵素活性依存的である
かどうかを、Dnmt1 酵素活性変異体の導入や
bisulfie sequence により調べたところ、メ
チル化酵素活性に依存していないことが明
らかとなった。また、sholl analysis により
実際に突起進展に異常が現れることも示さ
れた。これらの結果から、cKO マウスで観察
された多動性は、DNMT1 のメチル化酵素活性
非依存的な遺伝子発現によるニューロンの
形態変化による影響である可能性が考えら
れた（論文投稿準備中）。 
 
③DNA メチル化酵素と相互作用する因子の神
経発達における役割解析 
 DNA メチル化酵素はヒストン脱メチル化酵
素 (Lysine Specific Demethylase 1, LSD1）
と相互作用し、遺伝子発現を制御しているこ



とが知られている。そこで、LSD1 タンパク質
のヒト神経幹細胞における役割についても
検討した。その結果、その結果、LSD1 の働き
を妨げる薬剤（LSD1 阻害剤）をヒト神経幹細
胞に添加すると、神経細胞への分化が抑制さ
れることを発見した。また、LSD1 の働きを阻
害すると、HEYL と呼ばれるタンパク質の発現
が増加した（図１）。 

 
さらに、HEYL が胎児の脳内では神経幹細胞だ
けで発現していることや、その発現量が増加
すると、神経細胞の産生が抑制されることが
わかった。すなわち、HEYL がヒト神経幹細胞
での神経産生を抑制していることを今回初
めて明らかにした。比較のため、マウスの神
経幹細胞を用いて同様の実験を行った。その
結果、マウス由来神経幹細胞では、ヒト神経
幹細胞で見られたような、LSD1 阻害剤による
神経細胞への分化抑制作用がなかった。また、
HEYL 発現量も増加しなかった。これらの結果
から、今回明らかにしたヒトの神経細胞の産
生メカニズムは、ヒトに特徴的である可能性
が示された。このことは、今回ヒト神経幹細
胞で発見されたヒストン修飾酵素によって
制御される仕組みが、長い進化の過程で得ら
れた新しいものである可能性を示唆してい
る（Hirano, 2016）。 
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