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厚生労働科学研究費補助金（障害者対策総合研究事業（神経・筋疾患分野））	 

総括研究報告書	 

	 

レット症候群の早期診断と治療をめざした統合的研究	 

	 

研究代表者	 伊藤	 雅之	 国立精神・神経医療研究センター	 室長	 

	 

研究要旨	 

レット症候群(RTT)は年齢依存的に多彩な症状を呈する特異な発達障害である。RTTの原因遺伝子で

あるメチル化CpG結合タンパク2(MECP2)の基礎研究は進展しているものの、臨床研究は少なく、確立

された治療法や療育法がない。本研究では、患者データーベース（DB）を構築し、基礎研究とあわ

せてトランスレーショナルリサーチを展開し、科学的根拠に基づいた生物マーカーと早期診断法を

確立し、創薬・治療法の開発を目指す。	 

	 DBの構築は臨床医、臨床遺伝医、基礎研究者、患者代表者などによる研究チームを組織し、患者

登録制によるDBシステムを作った。また、これまでの見直しにより新たに診断基準を作成した。	 

	 臨床研究では、グレリンの生物学的意義を検証し、有効性が示唆された。また、CDKL5とFOXG1の

臨床遺伝学的意義を評価し、診断基準への適合を検討し、臨床病型と遺伝子異常との異同を明らか

にした。	 

	 基礎研究では、MECP2のメチル化DNA結合領域（MBD）の点変異の研究より、臨床症状の軽症化に関

与する候補分子の同定を行なった。マウス骨髄移植の技術的確立とMecp2欠損アストロサイトの生物

学的意義を解明した。また、Mecp2欠損マウスの呼吸生理の病態を調べ、治療法開発の足がかり的研

究を行った。IGFBP3の過剰発現が脳にもたらす影響を調べ、シナプスの安定化に関与していること

を明らかにした。さらに、15q11-13領域のMECP2を介する遺伝子発現制御機構を解明し、非典型（早

期発症てんかん）RTTの原因遺伝子であるCDKL5の発症機序を明らかにした。	 

	 

分担研究者	 

松石豊次郎	 久留米大学医学部	 教授	 

白川	 哲夫	 日本大学歯学部	 教授	 

高橋	 悟	 	 旭川医科大学	 講師	 

青天目	 信	 大阪大学医学部	 特任助教	 

	 

研究協力者	 

堀家	 慎一	 金沢大学学術総合センター	 准教授	 

田中	 輝幸	 東京大学医学部	 准教授	 

栗政	 明弘	 鳥取大学医学部	 准教授	 

立森	 久照	 国立精神・神経医療研究センター室長	 

梶浦	 一郎	 大阪発達総合療育センター	 理事長	 

森崎市治郎	 大阪大学歯学部	 教授	 

原	 	 宗嗣	 久留米大学医学部	 助教	 

西	 	 芳寛	 久留米大学医学部	 講師	 

谷岡	 哲次	 NPOレット症候群支援機構	 理事長	 

	 

Ａ．研究目的	 

レット症候群(RTT)は乳児期からの姿勢・協調運動異

常、常同運動、自閉性行動障害、てんかんを主徴とし

、呼吸運動異常や心電図異常、側彎症など年齢依存的

に多彩な症状を呈する疾患である。RTTの原因遺伝子

としてメチル化CpG結合タンパク2(MECP2)が解明され

たが、その複雑な分子機構と多彩な症状、診断の困難

さにより臨床研究の進展は少なく、確立された治療法

や療育法がない。本研究では、これまでの疫学研究か

ら患者データーベース（DB）を構築し、基礎研究とあ

わせてトランスレーショナルリサーチを展開し、科学

的根拠に基づいた生物マーカーと早期診断法を確立

し、創薬・治療法の開発を目指す。	 

	 DBの構築は臨床医、臨床遺伝医、基礎研究者、患者

代表者などによる研究チームを組織し、諸外国を含め

た広範な情報収集と意見交換を行ない、患者登録制に

よるDBシステムを作った。これにより、臨床研究の基

盤を作り上げる。	 

	 臨床研究では、生物学的マーカーとしてのグレリン

（GRL）の意義を検証した。さらに、2010年の国際的

診断基準改訂をもとに、CDKL5とFOXG1の臨床遺伝学的

意義を評価し、我々の診断基準への適合を検討する。

基礎研究では、MECP2のメチル化DNA結合領域（MBD）

の点変異がもたらす生物学的影響を解明する。骨髄移

植および幹細胞移植療法をめざし、ES細胞とiPS細胞

の樹立と臨床応用を展開する。また、RTTの呼吸生理

に関する病態を調べた。IGFBP3の症状形成の分子病態

的解析を行い、治療法開発のための基盤研究を進める

。さらに、RTTおよびMECP2に関与する病態として、

15q11-13領域のMECP2を介する遺伝子発現制御機構を

解明し、非典型（早期発症てんかん）RTTの原因遺伝

子であるCDKL5の発症機序を明らかにする。	 

	 

Ｂ．研究方法	 

(1)	 患者データベース：DB研究チームにより患者DB

のあり方を検討した（図１）。これに基づき、これま

での疫学研究を参考に患者登録票を作成した（資料２

）。あわせて、患者登録票記入のための手引きを作成

した。また、これまでの診断基準を見直し、国際的な
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基準をもとに診断基準を作成した（資料１）。	 

(2)	 臨床研究：①生物マーカーとしてのGRLを検証し

た。レット症候群女児（RTT症例）および年齢・性別

等を一致させた疾患コントロール（てんかん/精神発

育遅滞症例（EP/MR症例））の空腹時GRL、GH、IGF-1

の血中濃度を測定し、身体パラメーター（身長、体

重、頭周囲長、BMI）との相関について比較検討した

。②CDKL5とFOXG1の臨床遺伝学的意義を調べるため

に、非典型的レット症候群を疑われ、MECP2遺伝子異

常のない患者を対象とし、CDKL5あるいはFOXG1遺伝

子の塩基配列決定法を行なった。必要に応じてmulti

plex	 ligation-dependent	 probe	 amplification	 (M

LPA)法あるいは定量的PCR（qRT-PCR）を行なった。	 

(3)	 基礎研究：①MECP2のMBDの変異発現ベクターを

作成し、マウス線維芽細胞に導入し、ヘテロクロマ

チンの集積性とその構造の影響と重症度との関連性

を検討し、網羅的発現解析を行なった。②骨髄移植

の解析では、放射線照射後マウスにGFP発現骨髄細胞

を移植した。また、Mecp2欠損マウスからアストロサ

イト初代培養を行ない、細胞傷害に対する細胞生存

率をWST-8	 assayで評価し、グルタミン酸（Glu）代

謝能を1mM	 Gluを添加後経時的に培養上清中のGlu濃

度を測定して評価した。③RTTの呼吸病態解析では、

全身型プレチスモグラフを用いて呼吸波形を1時間

（2-3週齢）と24時間（7週齢）連続で記録し、1秒以

上の無呼吸の回数を調べ、病理学的解析を行なった

。病理学的解析では、8週齢脳組織の小胞膜モノアミ

ントランスポーター2（VMAT2）の免疫組織化学を行

い、自律神経中枢のdorsal	 motor	 nucleus	 of	 the	 v

agus（DMV）と呼吸リズム形成を担っているnucleus	 

of	 the	 solitary	 tract（NST）およびventral	 respi

ratory	 group（VRG）のVMAT2陽性puncta数を明視野

画像処理ソフトウエア（ImagePro7.0）を用いて解析

した。また、ミルナシプラン（セロトニン・ノルア

ドレナリン再取り込み阻害薬）の内服効果を調べた

。④IGFBP3のRTTの病態への影響を調べるために、hI

GFBP3過剰発現マウスを作成しMecp2欠損マウスと交

配し、二重変異（hIGFBP3+/Mecp2-）マウスを作成し

た。このマウスの生後42日の体重と脳重量、体性感

覚野の皮質厚、Golgi染色による体性感覚野第V層の

尖端樹状突起の基部から100µｍの分岐数、樹状突起

上のシナプスボタンの形態（filopodia	 spine、mush

room	 spine）の数を比較した。⑤15q11-13領域のイ

ンプリンティングセンター（PWS-IC）の機能を調べ

るために、特定性由来ヒト15番染色体を1本保持した

マウスF12細胞（神経様細胞株）のPWS-IC欠失改変ヒ

ト15番染色体を構築し、qRT-PCR、	 DNAメチル化解析

、DNA-FISH法、ChIP法で15q11-q13領域のクロマチン

動態と遺伝子発現を解析した。⑥Cdkl5	 欠損マウス

の表現型解析（形態学的解析、電気生理学的解析、

行動解析）を行なった。また、CDKLリン酸化基質ス

クリーニングをbaculovirus発現系を用いて行なっ

た。	 

（倫理面への配慮）本研究では、各研究施設の当該委

員会等において承認済み、あるいは承認申請中である

。臨床研究では、事前に書面で承諾・不承諾をはかり

、本人および保護者の承諾下で施行した。また、回収

されたデータは個人照合が出来ないように、データ収

集の時点から匿名化を徹底した。学内外の種々の指針

や法令を尊守し実施した。	 

	 

Ｃ．研究結果	 

(1)	 患者データベース：DBシステムを作った（図１）

。これに基づき、患者団体および研究班のホームペー

ジに登録票と手引き（資料２）を案内した。また、診

断基準を作成した（資料１）。	 

(2)	 臨床研究：①GRLの検証では、RTT症例の体重と血

中GRL濃度で負の相関が認められた。しかし、RTT症例

の身長、BMIとGRL濃度の間には有意な相関は認められ

なかった。RTT症例、EP/MR症例ともに、その頭周囲径

はGRL濃度と正相関を、血中IGF-1濃度とは負相関を示

した。前思春期では、RTT症例の活性型GRLの比率が

EP/MR症例の比率より高かった（p<0.05）。②非典型

的RTTの診断基準に合致したのは、CDKL5遺伝子異常1

例（1/2）、FOXG1遺伝子異常1例（1/3）であった。診

断基準に合致しなかったのは、重度の精神運動発達遅

滞のために	 “退行”が困難な症例であった。	 

(3)	 基礎研究：①MECP2のMBD領域の変異によるヘテロ

クロマチンの集積性と症状の重症度との間に関連性

を見出し、発現解析の結果、変異に特異的な異常発現

分子を2つ同定した。②放射線照射後マウスにGFP発現

骨髄細胞を移植し、生着した。また、アストロサイト

の初代培養では野生型に比しGFAPとS100βの発現が

2-3倍していた。Glu代謝能解析では、Mecp2欠損は細

胞増殖や生存率に影響をしなかったが、Gluトランス

ポーター（EAATs）と合成酵素（GS）の発現を調べた

結果、これらの遺伝子発現に異常が認められた。③RTT

の呼吸病態解析では、生後2-3週齢のMecp2欠損マウス

は野生型に比し無呼吸回数が増加し、生後7週では暗

期に比べ明期で無呼吸回数の有意な増加がみられた。

病理学的には、DMVとNST、VRGは野生型に比べVMAT2

陽性puncta数の著しい減少がみられた。また、生母の

遺伝子型の影響を調べた結果、生後2週から7週までは

ヘテロ接合雌由来野生型の無呼吸回数は野生型雌由

来野生型の無呼吸回数に比べ有意に多かった。さらに

、ミルナシプランの長期経口投与で、無呼吸回数の有

意な減少がみられた（Mecp2欠損マウスの寿命は約20

％延長した）。④hIGFBP3+/Mecp2-マウスの体重は

11.95±15.39gでMecp2欠損マウスと差がなかった

(p>0.05)。また、脳重量は0.28	 ±	 0.00	 g	 (p<0.05)

、大脳皮質厚は940.83	 ±	 1782.73μm	 (p>0.05)、分

岐数は6.05	 ±	 0.66	 本	 (p>0.05)、filopodia	 spine

は79.4	 ±	 301.72本	 (p>0.05)、mushroom	 spineは3.13	 

±	 0.59本	 (p<0.05)であった。⑤ヒト染色体工学技術

を用いてPWS-IC欠失改変母方15番染色体および改変

父方15番染色体の構築に成功した。PWS-IC欠失染色体
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で、15q11-13領域の解析で父方特異的なMAGEL2遺伝子

の発現低下が認められた。また、DNA-FISH法により、

父方アレル特異的なクロマチン脱凝集はPWS-ICを欠

失したにも関わらずクロマチン脱凝集状態を維持し

ていた。一方、PWS-IC欠失母方染色体では異所的クロ

マチン脱凝集が起こっていた。	 

⑥Cdkl5欠損マウスは海馬神経細胞樹状突起の長さ、

分枝、樹状突起スパイン形態・密度に異常が認められ

た。また、過剰な易けいれん性がみられ、海馬の長期

増強	 (LTP)の異常等を同定した。行動解析では、不安

様行動とうつ様行動の亢進等の情動異常、記憶障害、

社会性の異常、日内行動の異常等を同定した。生化学

的手法を用いたKOマウスの興奮性シナプス解析によ

り、グルタミン酸受容体サブユニットの異常を同定し

た。さらに、CDKL5リン酸化基質スクリーニングから

複数の結合蛋白質候補を得た。	 

	 

Ｄ．考察	 

(1)	 患者データベース：疾患DBは、その疾患の実態

を解明するだけでなく、患者・医療者・研究者をつ

なぎ、治験への基盤データとして重要である。今回

作成したDBは、患者（およびその家族）主導による

患者登録制はこれまでに数少ない。患者（およびそ

の家族）が積極的に関わることで、研究への理解と

課題の共有化が期待できる。全国的に3つレット症候

群の患者団体が知られているが、その数は患者総数

の半分に満たない。今後の課題として、登録患者数

をいかに増やすかが重要である。	 

(2)	 臨床研究：①前思春期における活性型GRL比率が

RTTの身体発育（低身長・小頭症）の生物マーカーと

なる可能性が推定された。今後さらに症例数を増やし

た検討が必要である。②非典型RTTはRTTの診断基準の

全てを満たさないが、類似した症状を示すものと理解

される。典型的RTTでは3歳以前にてんかんを発症する

ことはまれであるが、CDKL5遺伝子異常の患者は乳児

期早期から難治性てんかんを発症し、それ以外の症状

は多彩である。その要因として、CDKL5遺伝子発現のX

染色体不活化パターンの影響が考えられる。非典型

RTTの診断基準に合致しなかったのは、運動機能・言

語機能の発達障害が重度であった症例である。FOXG1

遺伝子異常の症例の特徴は乳児期早期からの精神運

動発達遅滞と小頭症である。FOXG1遺伝子は14番染色

体（14q12）上にあり、患者間の臨床症状の重症度は

比較的均一である。乳児期から重度の精神運動発達遅

滞を呈するために、退行があると判断することが難し

い症例が多い。今後、患者DBにより、これらの疾患の

臨床症状の特徴が明らかになり、典型的RTTとの違い

が明確になることが期待される。	 

(3)	 基礎研究：①MBDの点変異がヘテロクロマチン構

造の違いもたらし、MECP2の標的遺伝子の動態に影響

を及ぼしていることが想定される。さらに解析を進め

、軽症化に特有の遺伝子発現を見つけ出すことが期待

できる。②骨髄の移植細胞のキメラ化が確認された。

今後、生存個体の各種臓器への移植細胞生着状況を調

べる。GRL併用による移植細胞の生着率も解析し、

Mecp2欠損マウスの効率的な骨髄移植手技を確立する

。Mecp2がアストロサイトに発現し、細胞の生存率に

影響しないが、アストロサイトの特異的遺伝子発現に

関与している。また、Glu代謝の関与が示唆された。

③Mecp2欠損マウスの無呼吸回数が明期に多いことは

、明期の光刺激が自律神経系に影響し、呼吸を不安定

化させている可能性が考えられ，今後検討が必要であ

る。延髄呼吸関連中枢のモノアミン作動性シナプスの

減少とミルナシプランの無呼吸回数の改善は、RTTに

みられる無呼吸発作にセロトニンあるいはノルアド

レナリン神経伝達の低下が関与するという仮説を支

持する。今後、他の神経伝達物質の関与についても検

討する必要がある。また、生母マウスの遺伝子型の違

いが無呼吸回数に影響していたことはヘテロ接合母

マウスの何らかの病的因子が仔の呼吸中枢の発達を

遅延させていることを示唆している。今後、分子遺伝

学的解析が必要である。④hIGFBP3+/Mecp2-マウスは

Mecp2欠損マウスに比して、体重は有意差はないが、

脳重量は有意に軽かった。また、尖端樹状突起の分岐

数や filopodia	 spine数には差がなかったが、

mushroom	 spine数は有意に減少していた。安定して存

続する成熟型spineであるmushroom	 spineは、IGFBP3

過剰発現により神経伝達の障害が示唆される。また、

IGFBP3はIGF-1の機能発現に重要な分子であり、

IGFBP3の動態を詳細に調べることで生物マーカーや

治療法開発へ進展させることが可能性である。⑤

PWS-IC欠失父方染色体で父方アレル特異的なクロマ

チン脱凝集が維持されていたことは、父方アレル特異

的なクロマチン脱凝集の形成・維持に父性発現する

ncRNAやUBE3A-ATSを必要としないことを意味してい

る。また、PWS-IC欠失母方染色体で異所的クロマチン

脱凝集が生じたことはMeCP2などのメチル化CpGを認

識する分子が正常母方アレルのコンパクトなクロマ

チン状態の維持に重要であることが示された。今後、

15q11-13領域のクロマチン状態の形成・維持に関わる

因子を同定すると共に、MeCP2を介した遺伝子発現制

御機構を明らかにする。さらに、RTTの治療ターゲッ

ト分子の同定を試み、治療法の開発へ発展させる。⑥

CDKL5遺伝子変異による発達障害の病態がシナプス機

能異常であることが初めて明らかとなった。	 

	 

Ｅ．結論	 

(1)	 患者データベース：RTTのDBを構築した。あわせ

て、診断基準の見直しを行なった。今後、セミナー

等の広報活動を通して、患者データベースへの登録

数を増やす。	 

(2)	 臨床研究：①RTTの身体発育マーカーとしてGRL

を含めたGH-IGF-1系のホルモン測定の部分的有効性

が推定できた。②CDKL5あるいはFOXG1の遺伝子異常患

者の中には、重度の精神運動発達遅滞のために退行の

判断が困難であり、非典型RTTの診断基準に合致しな
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い症例もある。	 

(3)	 基礎研究：①MECP2のMBDの点変異によるヘテロ

クロマチンの異常と症状の重症度との相関を明らか

にした。さらに、解析を進め、治療法開発へ発展さ

せる。②骨髄キメラマウスを作出した。今後、骨髄

移植技術の改良とGRL投与による補助療法の研究を

進める。また、Mecp2欠損アストロサイトの発現異常

やグルタミン酸代謝の影響は病態の一部を説明でき

る。今後、マウス由来iPS細胞の効率良い分化誘導系

の開発を進める。	 

③Mecp2欠損マウスは明期の無呼吸発生回数が増加し

、ミルナシプランが改善した。このことから、自律神

経系のセロトニンあるいはノルアドレナリン神経伝

達を改善させることで呼吸機能を含めたRTTの症状を

改善できることが示唆された。④hIGFBP3+/Mecp2-マ

ウスの成熟spineの減少は、RTTの神経機能障害との関

連性が考えられる。治療法開発の糸口となる可能性が

示された。⑤MeCP2による15q11-13領域の遺伝子発現

制御機構の解明は、RTTの複雑な病態を明らかにする

上で重要である。15q11-q13領域のクロマチン脱凝集

にPWS-IC結合因子の重要性を明らかにした。この領域

の分子機構の解明はRTTのみならずASやPWS、自閉症な

どの分子病態解明につながる。⑥Cdkl5	 欠損マウスで

は、海馬神経細胞樹状突起とスパインの形態とシナプ

ス機能の異常があり、行動解析の結果と一致していた

。	 

	 

Ｆ．健康危険情報	 

なし。	 
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資料１	 レット症候群診断基準	 

レット症候群診断基準改訂版(2010年版)訳注1

（「Neul	 	 JL,	 et	 al.	 Rett	 Syndrome:	 Revised	 Diagnostic	 Criteria	 and	 Nomenclature.	 Ann	 Neurol	 2010;68:

944‒950.」の和訳および著者らとの意見交換から）	 

出生時の頭囲が正常だが、生後頭囲の成長速度が遅れてきた時にも診断を考慮する訳注2	 

典型的レット症候群の診断要件	 

1. 回復期や安定期が後続する退行期があることa

2. すべての主要診断基準とすべての除外診断基準を満たすこと

3. 支持的診断基準は必須ではないが、典型的レット症候群では認められることは多い

非典型的レット症候群の診断要件	 

1. 回復期や安定期が後続する退行期があること

2. 主要診断基準4項目のうち2つ以上を満たすこと

3. 支持的診断基準11項目のうち5つ以上を満たすこと

主要診断基準	 

1. 目的のある手の運動機能を習得した後に、その機能を部分的、あるいは完全に喪失すること

2. 音声言語bを習得後に、その機能を部分的、あるいは完全に喪失すること

3. 歩行異常：歩行障害、歩行失行

4. 手の常同運動：手をねじる・絞る、手を叩く・鳴らす、口に入れる、手を洗ったりこすったりするよ

うな自動運動	 

典型的レット症候群診断のための除外基準	 

1. 明らかな原因のある脳障害（周産期・周生期・後天性の脳障害、神経代謝疾患、重度感染症などによ

る脳損傷c）	 

2. 生後6ヵ月までに出現した精神運動発達の明らかな異常d

非典型的レット症候群診断のための支持的診断基準e	 

1. 覚醒時の呼吸異常

2. 覚醒時の歯ぎしり

3. 睡眠リズム障害

4. 筋緊張異常

5. 末梢血管運動反射異常訳注4
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6. 側弯・前弯

7. 成長障害

8. 小さく冷たい手足

9. 不適切な笑い・叫び

10. 痛覚への反応の鈍麻

11. 目によるコミュニケーション、じっと見つめるしぐさ

脚注	 

a	 明らかな退行が判明する前にMECP2の遺伝子変異が同定された患者において、3歳未満で機能的な退行を認

めないが、その他の臨床所見がレット症候群を示唆する場合には、「レット症候群疑い例	 (possible	 Rett

	 syndrome)	 」と診断をつける。こうした患者は明らかな退行を認めるまでは6-12ヵ月おきに診察をして再

評価するべきである。退行が明らかになれば、診断は「確定的なレット症候群	 (definite	 Rett	 syndrome)

	 」に変更する。しかし、5歳までに明らかな退行を示さなかった場合には、レット症候群の診断は疑わし

い。	 

b	 習得した言語の喪失は、患者が発語・発声の点で、最もできるようになった状態を基準とする。これは、

明確な単語やより高度な言語機能の獲得に限らない。つまり、喃語訳注5を習得した後に、それが消失した場

合には、習得した言語を喪失したと判定する。	 

c	 神経機能異常を直接生じると考えられる所見が、神経学的診察、眼科的診察、またはMRIやCTで示されなけ

ればならない	 

d	 正常の発達水準で、定頸(首のすわり)、嚥下、あやし笑いが認められない場合を指す。生後6ヵ月までに、

全身性の軽い筋緊張異常や微細な発達異常訳注3が生じることは、レット症候群ではよくあり、除外診断基準

の要件とはならない。	 

e	 ここに挙げた臨床症候をが、現在または過去に認められれば、支持的診断基準を満たしたと考える。こう

した症候の多くは年齢依存性に変化し、特定の年齢で明らかになるか優勢になる。そのため、非典型的レ

ット症候群の診断は、年少例よりも年長例で容易となる。5歳未満の若い患者で、退行期があり、主要診断

基準を2つ以上満たすが、支持的診断基準が5つ以上は認められない場合には、「非典型的レット症候群疑

い例	 (probably	 atypical	 Rett	 syndrome)	 」と診断すべきである。こうした患者はその後も再評価し、診

断をその時の所見に合わせて変更しなくてはいけない。	 

訳注1	 これまでに1985年から2002年にかけて、6つの診断基準が発表されてきた。1999年にMECP2が原因遺伝子と

して同定され、その後症例の解析を行う中で、2002年版の診断基準を含め、これまでの診断基準に適合しない症

例があることが明らかになってきた。RTT	 Rare	 Disease	 Clinical	 Research	 Center	 (RDCRC)は、2006年から201

0年にかけて、819人のレット症候群患者の診察・病歴聴取・遺伝子解析を行い、レット症候群の自然歴を明らか

にして、新しい診断基準を2010年に提案した。この研究により、より重要で本質的な症状が明らかになり、明瞭・

簡潔な診断基準が完成した。	 

訳注2	 頭囲拡大の速度が鈍化することは、以前の診断基準(2002年版など)では、必須診断基準の項目に含まれて

いたが、必ずしも不可欠でないことが明らかになった。しかし、有名な症候であり、臨床医にレット症候群を鑑

別診断にあげる可能性があること、特徴的な症候であることから、前文としては記載するが、診断基準には含め

ないことにした。	 

訳注3	 レット症候群の患者の自発的な運動をビデオ解析した研究で、生後4ヵ月までの動きについても、診断がつ

く前に家族が撮影していたビデオを用いて、general	 movementを含めて、全例で異常を認めた、とする研究があ

る。	 

訳注4	 環境や外界からの刺激(寒冷・疼痛・緊張、入浴など)により、末梢血管が拡張・収縮する反応	 

訳注5	 乳児期に出す意味のない声。生後2-3ヵ月頃のアーアー、ウーウー、5-6ヵ月頃のバーバー、ダーダーとい

う声など。9-10ヵ月頃までに母音・子音を発音する技術が確立して、単語を話せなくても、成人の発話に近い発

声が可能となる。声帯や咽頭・喉頭などの発声器官の運動練習という意味があると言われているが、初期は必ず

しも周囲の人への意思伝達の意図があるとは限らない。	 
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資料２	 レット症候群患者データベースのための登録票	 
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II．分担研究報告
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厚生労働科学研究費補助金（障害者対策総合研究事業（神経・筋疾患分野））	 

分担研究報告書	 

レット症候群患者データベース構築と運用に関する研究	 

研究代表者	 伊藤	 雅之	 国立精神・神経医療研究センター	 室長	 

分担研究者	 松石豊次郎	 久留米大学医学部	 教授	 

分担研究者	 高橋	 	 悟	 旭川医科大学医学部	 講師	 

分担研究者	 青天目	 信	 大阪大学医学部	 特任助教	 

分担研究者	 谷岡	 哲次	 NPOレット症候群支援機構	 理事長	 

研究協力者	 立森	 久照	 国立精神・神経医療研究センター	 室長	 

研究協力者	 森崎市治郎	 大阪大学歯学部	 教授	 

研究協力者	 梶浦	 一郎	 大阪発達総合療育センター	 理事長	 

研究要旨	 

レット症候群の原因遺伝子であるメチル化CpG結合タンパク2（MECP2）のメチル化DNA結合領域（MBD

）点変異の生物学的意義を調べるために、変異発現ベクターをつくり、線維芽細胞へ導入した。発

現解析の結果、症状への関連性が予測される分子を同定した。今後、分子生物学的な解析を進め、

治療法開発へ発展させる。	 

Ａ．研究目的	 	 

本邦におけるレット症候群患者数は、これまでの研

究から約1000人で、20歳までの女性の0.09%の有病率

であることを報告している。ときに、診断が困難な

ことがあり、病状が進んだ後に診断されることも少

なくない。一方、欧米諸国では治験の試みがなされ

ている。本邦においても、生物マーカーの実用化や

治療候補分子の検索が進んでいる。そこで、治験を

含む臨床研究と広く国内外の疫学研究等のための患

者データベースを構築することが必要である。本研

究では、新しい診断基準を作り、その手引きをもと

に、患者データベースを構築する。	 

Ｂ．研究方法	 

まず、患者データベースのあり方を検討した（（総

括）図１）。さらに、これまでの疫学研究をもとに

、患者登録票を作成した（（総括）資料２）。あわ

せて、手引きを作成した。また、これまでの診断基

準を見直し（表１）、国際的な基準にもとづいた診

断基準を作成した（（総括）資料１）。	 

（倫理面への配慮）本研究では、当該研究施設の倫

理問題検討委員会において承認申請中である。	 

Ｃ．研究結果	 

患者データベースのあり方として、患者団体および

研究班のホームページを通して、患者およびその家

族が登録票（（総括）資料２）と手引きを入手し、

医師（主治医）と登録票を作成する（（総括）図１

）。その後、患者データベース管理者へ郵送し、登

録する。その際に必要な遺伝子解析の案内も行なう

。これらの準備は完了したので、当該研究施設の倫

理問題検討委員会の承認を得られ次第実行する。	 

Ｄ．考察	 

疾患患者データベースは、その疾患の実態を解明す

るだけでなく、患者・医療者・研究者をつなぎ、治

験への基盤データとして重要である。	 

	 今回作成した患者データベースは、患者（および

その家族）主導による点で斬新である。これは、患

者（およびその家族）が積極的に関わることで、研

究への理解と課題の共有化が期待できる。	 

	 全国的に3つレット症候群の患者団体が知られて

いるが、その数は患者総数の半分に満たない。いか

に啓蒙し、参加数を増やすかが今後の課題である。	 

Ｅ．結論	 

レット症候群の患者データベースを構築した。あわ

せて、診断基準の見直しを行ない、分かりやすいも

のにした。今後、セミナー等の広報活動を通して、

患者データベースへの参加者を増やしていく。	 

Ｇ．研究発表

１.論文発表

	 	 なし。	 

２.学会発表

1. 伊藤雅之.	 本邦におけるレット症候群研究の現

状と課題.	 2012レット症候群シンポジウムIN大阪.	 

大阪,	 平成24年12月16日.	 	 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況	 

1. 特許取得 なし。	 

2. 実用新案登録 なし。	 

3. その他 なし。	 
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表１	 これまでのレット症候群診断基準の比較	 
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厚生労働科学研究費補助金（障害者対策総合研究事業（神経・筋疾患分野））	 

分担研究報告書	 

MECP2遺伝子変異の生物学的解析	 

研究代表者	 伊藤	 雅之	 国立精神・神経医療研究センター	 室長	 

研究協力者	 栗政	 明弘	 鳥取大学大学院医学系研究科	 准教授	 

研究要旨	 

レット症候群の原因遺伝子であるメチル化CpG結合タンパク2（MECP2）のメチル化DNA結合領域（MBD

）点変異の生物学的意義を調べるために、変異発現ベクターをつくり、線維芽細胞へ導入した。発

現解析の結果、症状への関連性が予測される分子を同定した。今後、分子生物学的な解析を進め、

治療法開発へ発展させる。	 

Ａ．研究目的	 	 

レット症候群は、主に女児にみられる特異な発達障

害である。本症の原因遺伝子として、メチル化CpG結

合タンパク2（MECP2）が報告されている。MECP2は標

的遺伝子の転写を抑制する分子であり、メチル化DNA

結合領域（MBD）と転写抑制領域（TRD）からなる。

レット症候群患者にみつかる点変異の多くはMBD内

にあり、徴候－遺伝子変異相関が知られている。そこ

で、MBDの点変異がもたらす生物学的影響について、

培養細胞を用いて明らかにする。	 

Ｂ．研究方法	 

MECP2のMBDの変異遺伝子7種類についてGFPとの融合

タンパク発現ベクターを作成し、マウス線維芽細胞

に導入した。導入した細胞において、(1)	 遺伝子変

異による変異タンパクのヘテロクロマチンへの集積

性とその構造への影響を観察し、変異がもたらすレ

ット症候群患者の症状の重症度との関連性を検討し

た。(2)	 発現パターンの違いについて、DNAチップを

用いて網羅的に調べた。	 

（倫理面への配慮）本研究では、確立された培養細

胞を用いた実験であり、遺伝子組換えにおいては国

立精神・神経医療研究センター組換えDNA実験安全委

員会の承認を得た。	 

Ｃ．研究結果	 

MECP2のMBD領域に変異発現ベクターをマウス線維芽

細胞に導入し、(1)変異タンパクのヘテロクロマチン

への集積性とその構造への影響を観察した結果、変

異によるヘテロクロマチンの集積性と症状の重症度

との間に関連性が存在することを見出した。また、

(2)ゲノムDNAへの結合能、転写活性化能、転写に与

える影響についてDNAチップによる発現解析および

クロマチン免疫沈降（ChIP）解析を行なった。その

結果、変異に特異的な異常発現分子を2つ同定した。

そのうち1つはレット症候群の症状に関連した分子

である可能性が分かった。	 

Ｄ．考察	 

MBDの点変異がヘテロクロマチン構造の違いもたら

し、影響の度合いと症状の重症度に相関があること

を見出した。このことは、MBDの遺伝子変異がMECP2

の多数の標的遺伝子の動態に影響を及ぼし、症状の

一部を説明しうることを示唆している。今後、解析

を進め、軽症化に特有の遺伝子発現パターンを見つ

け出すことが期待できる。	 

Ｅ．結論	 

MBDの点変異によるヘテロクロマチンの異常と症状

の重症度との相関を明らかにした。さらに、解析を

進め、治療法開発へ発展させる。	 

Ｇ．研究発表

１.論文発表

1. Arai	 A,	 Saito	 T,	 Hanai	 S,	 Otsuki	 T,	 Nakagawa

E,	 Takahashi	 A,	 Kaneko	 Y,	 Kaido	 T,	 Saito	 Y,	 Sugai	 

K,	 Sasaki	 M,	 Goto	 Y,	 Itoh	 M.	 Abnormal	 maturation	 

and	 differentiation	 of	 neocortical	 neurons	 in	 

epileptogenic	 cortical	 malformation:	 unique	 

distribution	 of	 layer-specific	 marker	 cells	 of	 

focal	 cortical	 dysplasia	 and	 

hemimegalencephaly.	 Brain	 Res	 2012;1470:89-97.	 

2. Sakakibara	 T,	 Sukigara	 S,	 Otsuki	 T,	 Takahashi

A,	 Kaneko	 Y,	 Kaido	 T,	 Yuko	 Saito	 Y,	 Sato	 N,	 

Nakagawa	 E,	 Sugai	 K,	 Sasaki	 M,	 Goto	 Y,	 Itoh	 M.	 

Imbalance	 of	 interneuron	 distribution	 between	 

neocortex	 and	 basal	 ganglia:	 Consideration	 of	 

epileptogenesis	 of	 focal	 cortical	 dysplasia.	 J	 

Neurol	 Sci	 2012;	 323:	 128-133.	 

3. Sakakibara	 T,	 Saito	 T,	 Otsuk	 T,	 Takahashi	 A,

Kaneko	 Y,	 Kaido	 T,	 Saito	 Y,	 Sato	 N,	 Nakagawa	 E,	 

Sugai	 K,	 Sasaki	 M,	 Goto	 Y,	 Itoh	 M.	 Delayed	 

maturation	 of	 neurons	 of	 focal	 cortical	 

dysplasia	 IIA	 and	 IIB:	 consideration	 from	 

specific	 neocortical-layer	 marker	 expression.	 J	 

Neuropathol	 Exp	 Neurol	 2012;	 71	 (8):	 741-749.	 

4. Itoh	 M,	 Tahimic	 CGT,	 Ide	 S,	 Otsuki	 A,	 Sasaoka

T,	 Noguchi	 S,	 Oshimura	 M,	 Goto	 Y,	 Kurimasa	 A.	 
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	 Methyl	 CpG-binding	 protein	 isoform	 MeCP2_e2	 is	 

dispensable	 for	 phenotypes	 but	 essential	 for	 

embryo	 viability	 and	 placenta	 development.	 J	 

Biol	 Chem	 2012:	 287	 (17):	 13859‒13867.	 

5. Suzuki	 Y,	 Ichinomiya	 S,	 Kurosawa	 M,	 Matsuda	 J,

Ogawa	 S,	 Iida	 M,	 Kubo	 T,	 Tabe	 M,	 Itoh	 M,	 Higaki	 

K,	 Nanba	 E,	 Ohno	 K.	 Therapeutic	 Chaperone	 Effect	 

of	 N-Octyl	 4-Epi-b-Valienamine	 on	 Murine	 

GM1-Gangliosidosis.	 Mol	 Genet	 Metab	 2012;	 106:	 

92-98.	 	 

6. Kaido	 T,	 Otsuki	 T,	 Saito	 Y,	 Sugai	 K,	 Takahashi

A,	 Kaneko	 Y,	 Sakakibara	 T,	 Saito	 Y,	 Takahashi	 H,	 

Honda	 R,	 Nakagawa	 E,	 Sasaki	 M,	 Kakita	 A,	 Itoh	 M.	 

Novel	 pathological	 abnormalities	 of	 deep	 brain	 

structures	 including	 dysplastic	 neurons	 in	 

anterior	 striatum	 associated	 with	 focal	 

cortical	 dysplasia	 in	 epilepsy.	 J	 Neurosurg	 

Pediatr	 2012;10:217-225.	 

7. 伊藤雅之.	 てんかんの病理.	 最新医学別冊.	 新

しい診断と治療のABC	 74.	 てんかん.	 最新医学社.	 

大阪.	 72-82pp,	 2012.	 

２.学会発表

1. Itoh	 M,	 Okazaki	 S,	 Kawawaki	 H,	 Inoue	 T,	 Goto

Y.	 GABAergic	 interneurons	 lead	 to	 the	 

epileptogenesis:	 Interneuron	 pathology	 

associated	 with	 ARX	 mutation.	 Symposium	 1,	 Basic	 

Science.	 The	 10th	 European	 Congress	 on	 

Epileptology.	 London,	 UK,	 1,	 October,	 2012.	 

2. Itoh	 M,	 Inage	 Y,	 Kitamura	 K,	 Goto	 Y,	 Halliday

WC.	 GABAergic	 interneuron	 pathology:	 ARX	 normal	 

development	 and	 its	 mutation.	 The	 10th	 European	 

Congress	 of	 Neuropathology,	 Edingburgh,	 UK,	 5-9	 

June,	 2012.	 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況	 

1. 特許取得 なし。	 

2. 実用新案登録 なし。	 

3. その他 なし。
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厚生労働科学研究費補助金（障害者対策総合研究事業（神経・筋疾患分野））	 

分担研究報告書	 

レット症候群の臨床病態マーカーとしてのグレリンの検討と再生医療技術を利用した病態解明に関する研究	 

分担研究者	 松石豊次郎	 久留米大学医学部	 小児科学講座	 主任教授	 

研究協力者	 西	 	 芳寛	 久留米大学医学部	 生理学講座	 講師	 

研究協力者	 平田留美子	 久留米大学医学部	 小児科学講座	 大学院	 

研究協力者	 高橋	 知之	 久留米大学	 高次脳疾患研究所	 准教授	 

研究協力者	 原	 	 宗嗣	 久留米大学医学部	 小児科学講座	 助教	 

研究協力者	 岡部	 恭典	 久留米大学医学部	 生理学講座	 助教	 

研究要旨	 

１．グレリンの研究：今年度は、以下の2つの解析を施行した。①Rett症候群の症例（RTT症例）に

おけるグレリン，成長ホルモン（GH），インスリン様成長因子１（IGF-1）の血中濃度と身体パラメ

ーター（身長，体重，頭周囲ほか）の各々の相関についての検討。②レット症例への新規治療法の

確立を目指して、レット症候群モデルマウス（RTTマウス）へのグレリン投与による治療効果の検討

、及び、RTTマウスへの骨髄移植（骨髄キメラマウス作成）に向けた基礎検討を施行した。結果、RTT

症例およびEP/MR症例ともに「グレリン・GH・IGF-1システム」の機能障害が存在し、「血中の全グ

レリンに対する活性型グレリンの比率」が両群の身体発育，脳発育の指標となる可能性が推定され

た。グレリン投与により、発症早期のRTTマウスの死亡率が低下した。野生型マウスにGFP-Tgマウス

の全骨髄細胞を移植して「骨髄キメラマウス」の作出に成功した。今後、RTTマウスの生命予後・身

体症状に対する骨髄移植の改善効果について「グレリンの併用」を含めて検討していく。	 

２．ES細胞、iPS細胞を用いた研究：本年度は、RTTモデルES細胞の分化研究において関連の示唆さ

れた、グリア細胞におけるMeCP2の機能的役割を調べるために、RTTモデルマウス脳由来のグリア細

胞の分子生物学、生理学的な解析を行った。その結果、対照コントロールの正常マウス由来グリア

細胞と比較して、MeCP2を欠損したグリア細胞では、細胞増殖や細胞障害、細胞毒に対する細胞生存

率の有意な差が認められないものの、アストロサイト特有の遺伝子発現やグルタミン代謝の亢進が

認められることが明らかとなった。近年、MeCP2欠損マウスのRTT様症状の発症にニューロン以外の

アストロサイトやマイクログリアの異常が関わる可能性が報告されており、本成果はグリア細胞か

らみたMeCP2欠損によるRTT病態メカニズム解明の一助となることが期待される。

Ａ．研究目的	 

１．グレリンの研究	 

①レット症候群の生物学マーカーの確立

1. グレリン研究：レット症候群症例（ヒト）の身体

発育・臨床症状のパラメーターとしての、グレリン

・GH・IGF-1システムの有効性について検討した。	 

②レット症候群への骨髄移植・幹細胞移植療法をめ

ざした基礎的検討	 

骨髄中・脂肪組織中に存在する幹細胞を用いた再生

医療の技術は、各種の難治性疾患の治療へと応用さ

れつつある。本研究は、正常骨髄幹細胞に由来する

グリア系細胞をRTT症例の脳組織内に生着させ、これ

によってRTT症例の臨床症状の進展を防止する事を

最終目標とする。今年度はその第１段階として、野

生型マウスにGFP-Tgマウスの骨髄細胞を移植して「

骨髄キメラマウス」を作成する為の「基本手技の確

立」をめざした。	 

２．ES細胞、iPS細胞を用いた研究：本研究は、RTT

モデル動物やES/iPS細胞を利用することで、RTT発症

メカニズムを解明、更に治療薬物のスクリーニング

システムを樹立することを目的としている。本研究

により、RTT発症に関わるMeCP2遺伝子の神経分化過

程における機能的役割の解明、更には、患者由来の

生体試料の限られる中で、将来、RTT患者由来iPS細

胞を用いた病態メカニズムの解明や治療薬スクリー

ニングの基盤確立の一助として期待される。	 

Ｂ．研究方法	 

１．グレリンの研究	 

レット症候群・女児（RTT症例）、および、年齢・性

別等を一致させた疾患コントロール（てんかん・精

神発育遅滞症例：EP/MR症例）について、空腹時採血

でのグレリン，GH，IGF-1の血中濃度を測定し、各ホ

ルモン値と身体パラメーター（身長，体重，頭周囲

長，BMI）との相関について、両群を比較・検討した

。	 

（倫理面への配慮）採血・データ収集については、

事前に書面で承諾・不承諾をはかり、本人および保

護者の承諾下で施行した。また、回収されたデータ

は個人照合が出来ないように、データ収集の時点か

ら匿名化を徹底させた。	 

野生型マウス（C57BL/6）にγ線照射を施行して、
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LD50-30（照射後30日で50%生存となるγ線照射量）

を決定した。決定されたLD50-30の照射下（～11.5	 Gy

）で骨髄系細胞を除去した野生型マウス（♂，生後4

週齢ほか）に、オワンクラゲの緑色蛍光色素（GFP

）を全身性に発現させたトランスジェニックマウス

（GFP-Tgマウス：10-15週齢，♀）（C57BL/6の同種

遺伝背景）の大腿骨から回収した全骨髄細胞を移植

して、アイソレータ管理・抗生剤投与下に飼育して

生存率を測定した。生存マウスは、骨髄移植後４，

８週で尾静脈採血を施行し、血中の白血球における

緑色蛍光の有無について、蛍光顕微鏡下に観察した

。	 

２．ES細胞、iPS細胞を用いた研究	 

RTTモデルマウス由来グリア細胞によるMeCP2欠損の

グリア細胞に及ぼす影響の解析	 

	 本施設では、RTT病態解明するために、Bird-Aらに

RTTモデル動物として樹立されたMePC2欠損マウスを

維持してきた。そこで、MeCP2欠損のグリア細胞を得

るために新生仔RTTモデルマウス（Hemi・♂）の大脳

皮質からグリア細胞の初代培養を行った。対照コン

トロールのグリア細胞は、同腹の新生仔マウス（

wild-type・♂）から培養した。初代培養グリア細胞

は、継代とともに増殖能を失うことから、3回継代目

の細胞により、細胞の分子生物学的、機能評価を行

った。細胞の増殖率に関しては、継代時の細胞計数

とBrdU取り込みによるDNA合成を指標とし、種々の細

胞傷害に対する細胞生存率はWST-8	 assayにより評

価した。アストロサイト特有遺伝子や蛋白質の発現

は、それぞれ半定量RT-PCR法、ウエスタンブロット

法によって調べた。グルタミン酸（Glu）の代謝能に

ついては、1mM	 Gluを添加後、経時的に培養上清中の

Glu濃度を測定することで評価した。	 

（倫理面への配慮等）	 

	 本研究では、ヒトに由来する試料や遺伝子情報を

始めとする個人情報を取り扱わないが、以下の研究

課題名で、それぞれ久留米大学の遺伝子組換え実験

安全委員会、ならびに動物実験センターに設置する

委員会で審査後、実施の承認を受けている。従って

第二種使用等に当たって執るべき拡散防止措置が定

められている実験として、学内外の種々の指針や法

令を尊守し実施されている。	 

・Rett症候群の動物モデルにおける分子基盤の確立

と遺伝子治療の試み	 

・ヒト組織由来幹細胞と胚性幹（ES）細胞による目

的細胞分化誘導法の確立と再生医療技術の開発	 

・レット症候群モデルマウス(MeCP2-null	 mutation)

の神経生化学的研究と遺伝子治療の試み	 

Ｃ．研究結果	 

１．グレリンの研究	 

RTT症例の体重と血中グレリン濃度との間に有意な

負の相関が認められた。一方で、同症例の身長，BMI

とグレリン濃度の間には有意な相関は認められなか

った。RTT症例、EP/MR症例ともに、その頭周囲径は

血中グレリン濃度と有意な正相関を、血中IGF-1濃度

とは有意な負の相関を示した。前思春期では、RTT症

例の活性型グレリンの比率（全グレリン濃度に占め

るオクタン酸グレリン濃度の比率）は、EP/MR症例の

比率より有意に高かった（p<0.05）。	 

野生型マウス（４週齢）へのγ線照射による	 LD50-30

は	 10～12	 Gyと算定された。野生型マウスにγ線照

射（11.5	 Gy：0.76	 Gy/min	 x	 13.8	 min）を施行し、

２時間後にGFP-Tgマウスの大腿骨から回収した全骨

髄細胞（2.5	 x	 106	 cells/匹）を静脈注入で移植。移

植後のマウスはアイソレータ（準無菌）管理・抗生

剤投与下に経過観察した。移植マウス10匹中７匹が

移植翌日まで生存。移植後２週間の時点で４匹が生

存。移植後４週の時点での検討で、４匹中４匹（100%

）のマウスの末梢血・白血球に「GFP」による蛍光が

確認された。同４個体については移植後８週の時点

で全個体が生存している。	 

RTTモデルマウス由来グリア細胞によるMeCP2欠損の

グリア細胞に及ぼす影響の解析	 

まず、RT-PCR法によって、初代培養した対照コント

ロールのWild-type（WT）グリア細胞には、MeCP2が

発現することが、一方で、RTTモデルマウス由来（RTT

）のグリア細胞では、種々のアストログリア細胞の

マーカー遺伝子（GFAP;	 glial	 fibrillary	 acidic	 

protein、S100beta）の発現が、2-3倍亢進すること

が示された。このことからグリア細胞にもMeCP2が発

現し、遺伝子発現の制御に関わることが示唆された

。	 

２．ES細胞、iPS細胞を用いた研究	 

WTグリア細胞と比較して、RTTグリア細胞では、形態

的な異常は認められなかった。また、継代毎の細胞

計数やBrdUの取り込み効率による細胞増殖について

は、WTグリア細胞と有為な差は認められなかった。

次に、酸化ストレスや高アンモニア、グルタミン酸

（Glu）神経毒による影響を調べたが、H202やNH4Clに

よって両群のグリア細胞ともに濃度依存的な細胞傷

害が観察されるものの、その生存率に有意差は認め

られなかった。一方、Glu神経毒に対しては、両群と

も10	 mM	 Gluという高濃度でも細胞傷害はほとんど認

められなかった。この結果から、我々の実験条件下

ではグリア細胞におけるMeCP2の欠損は、細胞増殖や

生存率にはほとんど影響しないことが示された。	 
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グリア細胞の生体内での働きには、サイトカイン等

の分泌を介したニューロン支持細胞として働く以外

に、神経毒として働く過剰なグルタミン酸を取り込

み、代謝する働きがある。そこで次に、MeCP2の欠損

がグリア細胞のGlu取り込み、代謝に及ぼす影響を調

べた。まず、Glu添加によるGlu代謝関連のトランス

ポーター（EAATs;	 Excitatory	 amino	 acid	 

transporters）や酵素（GS;	 glutamine	 synthetase

）遺伝子の発現を調べた。その結果、WTグリア細胞

では、Glu添加後、EAATs遺伝子の発現が低下するの

に対して、RTTグリア細胞では、EAATs遺伝子の発現

低下が認められないなど、EAATs遺伝子発現に異常が

認められた。更にEAAT1とGS蛋白質の発現をウエスタ

ンブロットで調べたところ、遺伝子発現と同様に、

WTグリアではGlu添加によりEAAT1蛋白質発現は低下

するのに対して、RTTグリア細胞では、その発現がほ

とんど変化せず維持された状態であった。また、GS

蛋白質はGlu添加前からRTTグリア細胞で2.5倍程度

発現が高く、両群ともにGlu刺激によりGS蛋白質の発

現は一過性の上昇を示すものの、RTTグリア細胞にお

けるGS蛋白質の高値は維持されていた。以上の結果

から、MeCP2は、グリア細胞においてグルタミン酸添

加によるEAATs遺伝子の発現制御のみならず、GS蛋白

質の発現に関与することが示された。	 

更に、実際の生理的な働きとして、添加したGluに対

するグリア細胞の代謝能について調べた結果、両群

とも1	 mM	 Gluを添加後、24時間もすれば培養上清中

のほとんどのGluを取り込み、代謝するが、添加後、

12-18時間では有為にRTTグリア細胞の培養上清中の

Gluが低値を示すことが明らかとなり、RTTグリア細

胞ではGluの代謝が亢進している可能性が示唆され

た。	 

Ｄ．考察	 

１．グレリンの研究	 

前思春期における血中の活性型グレリンの比率（全

グレリン濃度に占めるオクタン酸グレリン濃度の比

率）が、RTT症例の身体発育（低身長・小頭症）のマ

ーカーとなる可能性が推定された。今後さらに症例

数を増やした検討が必要であると思われる。	 

マウス（野生型）へのγ線照射～骨髄移植の移植後

８週での生存率（成功率）は40%	 であり、生存した

全個体での「骨髄のキメラ化」が確認された。移植

後の死亡については移植直後の生存率が70%と低か

った。今後、移植手技の習熟により生存率を向上さ

せる必要がある。８週齢以降の生存個体については

、今後、脳を含む各種臓器への「移植細胞」（骨髄

幹細胞に由来する細胞群）生着状況について解析を

進めていく。さらに、神経内分泌ホルモン「グレリ

ン」の併用によるγ線照射後の生存率・移植細胞の

生着率への影響についても解析し、最終的にRTTマウ

スへの効率的な骨髄移植手技の確立を行う。	 

２．ES細胞、iPS細胞を用いた研究	 

本研究により、MeCP2はグリア細胞で発現し、グリア

細胞の増殖や細胞傷害に対する生存率には影響しな

いものの、アストロサイト特有の遺伝子の発現調節

に関わることが明らかとなった。グリア細胞は、種

々の栄養因子やサイトカインの分泌によりニューロ

ンの支持細胞として働く以外に、神経毒の過剰なGlu

の取り込みや代謝を行っているが、MeCP2は、Glu代

謝関連遺伝子や蛋白質の発現調節を介してグリア細

胞のGlu代謝に関わることが示された。今後、MeCP2

欠損グリア細胞のGlu代謝の異常とin	 vivoフェノタ

イプの関連を調べることで、RTT発症や病態メカニズ

ム解明の一助となることが期待される。実際、古く

からRTT患者由来の脳脊髄液中のGlu濃度や核磁気共

鳴スペクトルなどによるグルタミン-グルタミン酸

の代謝等を調べたいくつかの報告があり、近年、RTT

モデル動物でも同様の解析が進められている。その

一方で、RTT患者におけるNMDR型グルタミン酸レセプ

ターの発現の変化も認められており、RTTの発症・病

態メカニズムとグルタミン酸シグナルの関連を示す

知見も蓄積されつつある。既に海外ではRTT患者に対

するDextromethorphan（グルタミン酸レセプターア

ンタゴニスト）を利用した治験なども進められてい

る。ただし、上述のin	 vivoにおける研究には技術的

な問題から解釈の困難な報告もあり、今後、本研究

を発展させるには、高度なバイオイメージングなど

新技術を利用したRTTの発症や病態メカニズムとグ

ルタミン酸ならびにグルタミン酸シグナルの詳細な

解析が必要と思われる。	 

Ｅ．結論	 

Rett症候群症例の身体発育のマーカーとして、グレ

リンを含めた	 GH-IGF-1系のホルモン測定が一部で

有効である可能性が推定された。	 

γ線照射後に同種マウスの骨髄細胞を移植して、「

骨髄キメラマウス」の作出に成功した。今後、グレ

リン投与による補助療法の検討を含めて骨髄移植技

術を改良し、移植効率の改善を進める。さらに、RTT

マウスに骨髄移植を施行して「骨髄キメラ・RTTマウ

ス」を作出して、神経・発達障害に対する再生・移

植療法の効果について	 検討していく。	 

MeCP2欠損マウス由来のアストロサイトの解析によ

り、MeCP2欠損はアストロサイトにおけるアストロサ

イト特異的遺伝子の発現やグルタミン酸代謝に影響
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することを見出した。	 

前年度に続いて、正常マウスならびにMeCP2欠損マウ

スから樹立したiPS細胞による種々のニューロン、ア

ストロサイト、オリゴデンドロサイトへの効率良い

分化誘導系の開発を継続している。	 
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8. Okabe	 Y,	 Takahashi	 T,	 Mitsumasu	 C,	 Kosai	 K,

Tanaka	 E,	 Matsuishi	 T.	 Alterations	 of	 Gene 	 	 	 	 	 	 	 

Expression	 and	 Glutamate	 Clearance	 in	 

Astrocytes	 Derived	 from	 an	 MeCP2-null	 Mouse	 

Model	 of	 Rett	 Syndrome.	 PloS	 ONE	 

2012:7(4):e35354	 

２. 学会発表

1. Hara	 M,	 Nishi	 Y,	 Hirata	 R,	 Yoh	 J,	 Matsuishi	 T.

Plasma	 ghrelin	 and	 serum	 IGF-1	 levels	 in	 

patients	 with	 Rett	 syndrome	 and	 its	 relationship	 

to	 the	 head	 growth.	 12th	 International	 Child	 

Neurology	 Congress	 2012.5/27-6/1,	 Australia	 

2. 佐藤元康,杉本博之,西	 芳寛.	 血中グレリン切

断酵素の精製と分解産物の生理活性	 第54回日本脂

質生化学会	 2012.	 6.	 7-6.8,	 福岡.	 

3. 西	 芳寛,平田留美子,御船弘治,細田洋司,寒川

賢治,馬田敏幸,児島将康,松石豊次郎.	 レット症候

群モデルマウスにおけるグレリンの産生分泌動態

とグレリンの治療応用	 第39回	 日本神経内分泌学

会学術集会	 2012.9.28-29,小倉.	 

4. 田尻祐司，西	 芳寛，原	 健人，平田留美子，御

船弘治：肥満糖尿病モデル	 SDT	 fatty	 ラットにお

ける過食とグレリン分泌動態	 第27回	 日本糖尿病

肥満動物学会	 2013.2.22-23,東京.	 

5. 濱田直和，西	 芳寛，田尻祐司，細田洋司，寒川

賢治，児島将康，御船弘治：自然発症高血圧ラット

における血圧調節とグレリン産生分泌調節の相互

作用の障害について	 第12回	 日本内分泌学会九州

地方会	 2012.8.25,久留米.	 

6. 小戝健一郎、三井薫、王宇清、高橋知之.ヒト

ES/iPS細胞での再生医療の課題を克服する独自の

アデノウイルスベクターと発現技術の開発	 第11

回日本再生医療学会総会（横浜）平成24年6月12-14

日	 パシフィコ横浜	 

7. Okabe	 Y,	 Takahashi	 T,	 Tanaka	 E,	 Matsuishi	 T.

Neural	 development	 of	 MeCP2	 null	 embryonic	 stem	 

cells.	 RETT	 syndrome	 Symposium	 in	 Fukuoka	 平

成24年4月22日	 福岡	 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況（予定を含む）	 

１. 特許取得

1. 特願2012-117128	 発明者；発明者；小戝健一郎

、三井薫、高橋知之	 発明の名称：ヒトES/iPS細胞

における遺伝子発現方法	 出願日：2012年5月23日	 

2. 特許第4839476号

特願2005-283085出願日：2005年9月28日	 発明者；

小財健一郎、ニン・チン・カイ、高橋知之。発明の

名称：ヘパリン結合上皮増殖因子様増殖因子の新規

医薬用途。登録日：2011年10月14日

２. 実用新案登録 なし。	 ３.その他 なし。



厚生労働科学研究費補助金（障害者対策総合研究事業（神経・筋疾患分野））	 

分担研究報告書	 

レット症候群モデルマウスの呼吸機能異常に関する研究	 

研究分担者	 白川	 哲夫	 日本大学歯学部小児歯科学講座	 教授	 

研究要旨	 

MeCP2が欠損している雄ノックアウトマウス（Mecp2-/y）について，全身型プレチスモグラフを用いて

無拘束下で呼吸を測定し，得られたデータを野生型雄マウス（wild）と比較した。Mecp2-/yについて

，生後2週においてwildに比べ有意な無呼吸回数の増加がみられ，生後7週での24時間の連続測定で

は，明期で無呼吸回数の有意な増加がみられた。また，セロトニン・ノルアドレナリン再取り込み

阻害薬であるミルナシプランの長期経口投与により，無呼吸回数の減少がみられた。Mecp2-/yではwild

に比べ呼吸中枢を含む延髄での小胞膜モノアミントランスポーター2陽性終末数の著しい減少がみ

られたことから，Mecp2-/yでの無呼吸回数の増加について，呼吸関連中枢におけるモノアミン作動性

シナプスの異常が関与している可能性が示唆された。	 

Ａ．研究目的	 

レット症候群（RTT）は乳児期からの姿勢・協調運動

異常，常同運動，ジストニアなどの運動症状，知的

発達障害，自閉性行動を特徴とし，心電図異常や側

彎症など多臓器にわたる疾患である。	 

	 RTTのモデルマウスであるMeCP2欠損雄マウス

Mecp2-/yでは，生後5週以降に無呼吸発作の頻度が著

しく増加するとの報告があるが，呼吸動態の生後変

化，ならびに24時間変動に関する報告は少なく，ま

た脳内セロトニンやノルアドレナリン動態と無呼吸

との関連についても十分な知見が得られていない。

そこで今回，MeCP2の欠損が延髄の呼吸関連中枢にお

けるモノアミン神経伝達にどのような変化を惹起し

ているのかを明らかにすることを目的として

Mecp2-/yを対象に研究を行った。また，MeCP2につい

ての生母の遺伝子型（野生型とヘテロ接合型）の違

いが，仔の呼吸中枢の発達にどのように影響してい

るかについても調べた。	 

Ｂ．研究方法	 

①2~10週齢のMecp2-/yならびに野生型雄マウス

(wild)を一匹ずつ全身型プレチスモグラフ（PLY4211

；Buxco	 Electronics，大阪）のチャンバー内に入れ

，明暗が12:12の条件下で呼吸波形を1時間（2，3週

齢），あるいは24時間（7週齢）連続で測定・記録し

たのち，1秒以上の無呼吸の発生回数について解析を

行った。また，セロトニン・ノルアドレナリン再取

り込み阻害薬であるミルナシプランを飲料水中に溶

解し，生後3週から継続して摂取させ，７週齢で24

時間の呼吸測定を行った。ミルナシプランの摂取量

は約2	 mg/dayとなるように濃度調節した。	 

②Mecp2-/yならびにwildについて８週齢で脳組織を

とりだし，小胞膜モノアミントランスポーター2（

VMAT2）についての免疫組織染色を行った。呼吸を含

めた自律神経機能の調節に関与している延髄の

dorsal	 motor	 nucleus	 of	 the	 vagus（DMV），呼吸

リズム形成を担っているnucleus	 of	 the	 solitary	 

tract（NST）およびventral	 respiratory	 group（VRG

）について，VMAT2陽性puncta数を，明視野画像処理

ソフトウエア（ImagePro7.0）を用いて数えた。	 

（倫理面への配慮）	 

本研究は日本大学歯学部実験動物委員会の承認を得

て実施し，実験動物の取扱いは同委員会の指針に従

って行った。（承認番号18-7	 2006歯007-1,007-2）	 

Ｃ．研究結果	 

①Mecp2-/yについて，生後2，3週においてwildに比べ

著明な無呼吸回数の増加がみられ，生後7週で実施し

た24時間の連続測定では，暗期に比べ明期で無呼吸

回数の有意な増加がみられた。	 

②ミルナシプランの長期経口投与により，24時間デ

ータについて比較した場合，無呼吸回数の有意な減

少がみられた（Mecp2-/yの寿命は約20％延長した）。	 

	 DMV,NST,VRGについて，8週齢のMecp2-/yではいずれ

の部位についてもwildに比べVMAT2陽性puncta数の

著しい減少がみられた。	 

③生後2週以降のMecp2-/yとwildの比較によって明ら

かになった無呼吸回数の違いについて，生母の遺伝

子型がどのように影響しているかを調べる目的で，2

~10週齢のwildマウスを2群（野生型雌から生まれた

wild，およびヘテロ接合雌から生まれたwild）に分

け測定を行った。その結果，生後2週から7週までは

，ヘテロ接合雌から生まれたwildの無呼吸回数が，

野生型雌から生まれたwildの無呼吸回数に比べ有意

に多かった。	 

Ｄ．考察	 

Mecp2-/yの無呼吸回数が明期に多いという結果につ

いては，明期の光刺激が自律神経系に影響して呼吸

を不安定化させている可能性が考えられ，今後検討

が必要と思われる。	 

組織学的検索により，延髄の呼吸関連中枢でのモ



ノアミン作動性シナプスの減少を示唆する結果が得

られたこと，およびミルナシプランの経口投与によ

り無呼吸回数の有意な減少がみられたことは，RTT

患者にみられる無呼吸発作にセロトニンあるいはノ

ルアドレナリン神経伝達の低下が関与するとの仮説

を支持するが，今後その他の神経伝達物質の関与に

ついても検討する必要がある。	 

	 MeCP2の産生に異常がみられないwildマウスにお

いて，母マウスの遺伝子型の違いが無呼吸回数に影

響していたことは，ヘテロ接合母マウスの何らかの

病的因子が仔の呼吸中枢の発達を遅延させているこ

とを示唆している。	 

Ｅ．結論	 

Mecp2	 -/yでは明暗条件下で明期において無呼吸の発

生回数が増加することが明らかになり，ミルナシプ

ランの長期経口投与により無呼吸回数の有意な減少

がみられたことから，医療応用を考えた場合，主と

して自律神経系でのセロトニンあるいはノルアドレ

ナリン神経伝達を向上させることで，呼吸機能を含

めたRTT患者の病態を改善できる可能性が示唆され

た。	 

Ｇ．研究発表	 

１. 論文発表

1. Takei	 H,	 Song	 L,	 Ebihara	 K,	 Shirakawa	 T,

Koshikawa	 N,	 Kobayashi	 M.	 Histaminergic	 effects	 

on	 the	 frequency	 of	 repetitive	 spike	 firing	 in	 

rat	 insular	 cortex.	 Neurosci	 Lett	 2012;518:	 

55-59.	 

２. 学会発表

1. Shirakawa	 T,	 Takeuchi	 M,	 Nishiyama	 M,

Kamoshita	 R,	 Takiguchi	 H,	 Wada	 T.	 Therapeutic	 

management	 of	 malocclusion	 caused	 by	 a	 lip	 

sucking	 habit	 in	 a	 girl	 with	 Rett	 syndrome.	 The	 

21st	 Congress	 of	 the	 International	 Association	 

for	 Disability	 and	 Oral	 Health,	 28-31,	 October	 

2012,	 Melbourne.	 

2. Nishiyama	 	 M,	 Wada	 T,	 Takiguchi	 H,	 Takamori	 K,

Asano	 M,	 Iwasa	 S,	 Suzuki	 A,	 Shirakawa	 T.	 

Abnormal	 breathing	 and	 occlusal	 disharmony	 in	 

a	 mouse	 model	 of	 Rett	 syndrome.	 The	 21st	 

Congress	 of	 the	 International	 Association	 for	 

Disability	 and	 Oral	 Health,	 28-31,	 October	 

2012,	 Melbourne.	 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況	 

1. 特許取得 なし。	 

2. 実用新案登録 なし。	 

3. その他 なし。	 
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分担研究報告書	 

レット症候群の臨床遺伝学的研究	 

分担研究者	 高橋	 悟	 旭川医科大学小児科	 講師	 

研究要旨	 

非典型的レット症候群の原因遺伝子CDKL5あるいはFOXG1に遺伝子異常が同定された患者の臨床症状

を評価し、2010年に改訂されたレット症候群の診断基準との適合を検討した。非典型的レット症候

群の診断基準に合致したのは、CDKL5に遺伝子異常を有した２例中１例、FOXG1に遺伝子異常を有し

た３例中１例のみだった。診断基準に合致しなかったのは、重度の精神運動発達遅滞のために、一

度習得した機能を失うといった“退行”の判断が困難な症例であった。レット症候群の治療研究を

行うには、診断基準に合致した均一な患者集団を対象とすることが必要であり、遺伝子異常と臨床

症状との関連を明確にする必要がある。	 

Ａ．研究目的	 

レット症候群の原因遺伝子としてMECP2が同定され

て以来、レット症候群に類似した臨床症状を呈する

非典型例の存在が知られ、「早期発症てんかん型」

の原因遺伝子としてCDKL5、「先天型」の原因遺伝子

としてFOXG1が同定された。レット症候群の治療法を

確立するためには、病態の均一な患者集団を対象と

した研究が必要である。このような目的のもと、2010

年に国際的な診断基準の改訂が提案された（１，２

）。本研究では、CDKL5あるいはFOXG1に遺伝子異常

が同定された患者の臨床症状を再評価し、改訂診断

基準への適合を検討した。	 

Ｂ．研究方法	 

非典型的レット症候群を疑われ旭川医科大学小児科

を紹介された患者のうち、MECP2に遺伝子異常のなか

った患者を対象とした。遺伝子解析は、末梢血白血

球より抽出したDNAを用いて、CDKL5あるいはFOXG1遺

伝子について塩基配列決定法にて解析した。変異が

同定されなかった場合には、multiplex	 

ligation-dependent	 probe	 amplification	 (MLPA)法

あるいは定量的PCR法にて解析した。遺伝子診断は、

旭川医科大学の倫理委員会の承認を得て、患者ある

いは保護者への十分な説明と同意が得られた場合に	 

行われた。	 

Ｃ．研究結果	 

非典型的レット症候群の診断基準に合致したのは、

CDKL5に遺伝子異常を有した２例中１例、FOXG1に遺

伝子異常を有した３例中１例のみだった（表１）。

診断基準に合致しなかったのは、重度の精神運動発

達遅滞のために、一度習得した機能を失うといった

“退行”の判断が困難な症例であった。	 

Ｄ．考察	 

非典型的レット症候群とは、①	 手の合目的運動の退

行、②	 言語機能の退行、③	 歩行異常、④	 手の常同

運動といった典型的レット症候群の診断基準の全て

を満たさないが、類似した症状を示すものと理解さ

れる。典型的レット症候群の患者では３歳以前にて

んかんを発症することはまれであるが、CDKL5に遺伝

子異常を有する患者は、乳児期早期から難治性てん

かんを発症する。それ以外の症状は、多様性を示す

。その要因として、X染色体（Xp22）上にあるCDKL5

遺伝子の発現に及ぼすX染色体不活化パターンの影

響が考えられている。非典型的レット症候群の診断

基準に合致しなかったのは、運動機能・言語機能の

発達障害が重度であった症例である。FOXG1に遺伝子

異常を有する症例の特徴は、乳児期早期からの精神

運動発達遅滞と小頭症である。FOXG1遺伝子は１４番

染色体（14q12）上にあり、患者間の臨床症状の重症

度は比較的均一である。乳児期から重度の精神運動

発達遅滞を呈するために、退行があると判断するこ

とが難しい症例が多い。これから行われる全国から

の患者登録により、これらの疾患の臨床症状の特徴

が明らかになり、典型的レット症候群との違いが明

確になることが期待される。	 

Ｅ．結論	 

CDKL5あるいはFOXG1に遺伝子異常を有する患者の中

には、重度の精神運動発達遅滞のために退行の判断

が困難であり、非典型的レット症候群の診断基準に

合致しない症例もある。	 

参考文献	 

1) Neul	 JL,	 Kaufmann	 WE,	 Glaze	 DG,	 et	 al.	 Rett

syndrome:	 revised	 diagnostic	 criteria	 and	 

nomenclature.	 Ann	 Neurol.	 2010;	 68:	 944-950	 

2) Percy	 AK,	 Neul	 JL,	 Glaze	 DG,	 et	 al.	 Rett

syndrome	 diagnostic	 criteria:	 lessons	 from	 the	 

Natural	 History	 Study.	 Ann	 Neurol	 2010;	 68:	 

951-955	 

Ｇ．研究発表	 



１. 論文発表

1. Takahashi	 S,	 Matsumoto	 N,	 Okayama	 A,	 Suzuki	 N,

Araki	 A,	 Okajima	 K,	 Tanaka	 H,	 Miyamoto	 A.	 FOXG1	 

mutations	 in	 Japanese	 patients	 with	 the	 

congenital	 variant	 of	 Rett	 syndrome.	 Clin	 Genet	 

2012;82:	 569-573.	 

２. 学会発表

1. Hara	 M,	 Nishi	 Y,	 Yoh	 J,	 Takahashi	 S,	 Yamashita

Y,	 Hosoda	 H,	 Kangawa	 K,	 Kojima	 M,	 Matsuishi	 T.	 	 

Plasma	 IGF-1	 and	 serum	 ghrelin	 in	 patients	 with	 

Rett	 syndrome	 and	 its	 relationship	 to	 the	 head	 

growth.12th	 International	 Child	 Neurology 

Congress	 and	 11th	 Asian	 Oceanian	 Child	 Neurology	 

Congress,	 May	 27-Jun	 1,	 2012,	 Brisbane,	 

Australia	 

2. 熊倉啓、中田昌利、内尾寛子、高橋悟、秦大資.

FOXG1遺伝子異常を認めた	 congenital	 Rett症候群

の一男児例.	 日本小児神経学会近畿地方会第52回

例会	 平成24年10月20日（大阪市）	 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況	 

１. 特許取得 なし。	 

２. 実用新案登録 なし。	 

３. その他 なし。	 



表１	 非典型的レット症候群の臨床症候と改訂診断基準	 

患者・性別 No.1, female No.2, female No.3, female No.4, female No.5, male 

遺伝子異常 CDKL5 CDKL5 FOXG1 FOXG1 FOXG1 

c.2112C>A c.1568delA c.689G>A c.256dupC deletion of 

the gene 
p.Tyr704X p.Asp523AlafsX2 p.Arg230His p.Gln86ProfsX35

＜必須事項＞ 

 退行 ○ × ○ × ○ 

＜主要診断基準＞ 

１．手の合目的運動の退行 ○ × × × × 

２．言語機能の退行 × × × × × 

３．歩行異常 ○ ○ ○ ○ ○ 

４．手の常同運動 ○ ○ ○ ○ × 

＜支持的診断基準＞ 

１. 覚醒時の呼吸障害 × × × × × 

２. 覚醒時の歯ぎしり ○ ○ ○ ○ × 

３. 睡眠リズム障害 ○ ○ ○ ○ ○ 

４. 筋緊張異常 ○ ○ ○ ○ ○ 

５. 末梢血管運動反射異常 × × × × × 

６. 側彎・前彎 ○ ○ ○ ○ ○ 

７. 成長障害 ○ × ○ ○ ○ 

８. 小さく冷たい手足 ○ × × ○ × 

９. 不適切な笑い・叫び × × ○ × × 

１０. 痛覚反応の鈍麻 × × × × × 

１１. 見つめるしぐさ × × × × × 

典型的レット症候群：必須事項＋４つの主要診断基準をすべて満たす。 

非典型的レット症候群：必須事項＋主要診断基準（２つ以上）＋支持的診断基準（５つ以上） 





 

	 

厚生労働科学研究費補助金（障害者対策総合研究事業（神経・筋疾患分野））	 

分担研究報告書	 

	 

レット症候群のモデルマウスを用いたIGFBP3過剰発現の影響	 

	 

研究分担者	 青天目	 信	 大阪大学大学院医学系研究科小児科学	 特任助教	 

	 

研究要旨	 

本研究では、レット症候群(RTT)の原因遺伝子のMECP2の下流遺伝子であるIGFBP-3が、レット症候群

の病態に、どのように関与しているのかを解明する。また、近年、開発されたIGF-1治療は、モデル

マウスと患者の双方で、症状を改善するが、そのメカニズムはまだ解明されていない。レット症候

群のモデルマウスのIGFBP-3の発現量を変化させることにより生じる表現型を解析し、IGFBP3の発現

増加がRTTの病態に与える影響を解明し、IGF-1療法のメカニズムを解明して、より有効な治療法の

開発に役立てる。	 

	 

Ａ．研究目的	 

レット症候群(RTT)の原因遺伝子であるMECP2は、さ

まざまな遺伝子のプロモーターに結合してその発現

を調節する働きを担っている。我々は、MECP2の下流

遺伝子としてIGFBP3を発見した	 (J	 Neuropathol	 Exp	 

Neurol	 2007;66:117)。成長ホルモン	 (GH)は下垂体

で分泌された後、肝臓でIGF-1の産生を促し、この

IGF-1が体内の各臓器で作用を発揮する。筋や長管骨

、軟骨に働いて、体格を大きくし、神経では神経発

生、髄鞘化、シナプス形成、樹状突起形成を促す。

IGF-1には、特異的な結合タンパクが存在し、血液中

ではIGF-1と結合して、標的臓器まで運ぶ機能と

IGF-1の機能を制御する役割を担っている。そうした

結合タンパクの中で、最も多いのがIGFBP3である。

我々は、先述の研究で、IGFBP3遺伝子の上流のプロ

モーター領域に、MECP2が結合すること、モデルマウ

スとヒトのRTT患者の双方でIGFBP3の発現が増加し

ていることを示した。	 

	 

Ｂ．研究方法	 

すでにRTTのモデル動物として確立されたMecp2欠損

(Mecp2-KO)マウス	 (Nat	 Genet	 2001;27:322)と既報

告のヒトIGFBP3を組み込んだhIGFBP3トランスジェ

ニック	 (hIGFBP3-TG)マウス	 (Endocrinol	 2001;142:	 

1958)を掛け合わせて、Mecp2-KOとhIGFBP3のダブル

ミュータントマウスを作成した。Mecp2-KOマウスと

Mecp2-KO-hIGFBP3-TGダブルミュータントマウスに

ついて、生後42日時点での体重と脳重量、体性感覚

野における皮質厚、Golgi染色で、体性感覚野第V層

に存在する尖端樹状突起の基部から100µｍにおける

分岐数、樹状突起上のシナプスボタンを形態別に糸

状のfilopodia-type	 spine、キノコ状の

mushroom-type	 spineの数を比較した。	 

	 

Ｃ．研究結果	 

Mecp2-KOマウスとMecp2-KO-hIGFBP3-TGダブルミュ

ータントマウスの体重は、13.83	 ±	 3.31g,	 11.95	 ±	 

15.39	 g	 (p>0.05)、脳重量は、0.37	 ±	 0.00	 g,	 0.28	 

±	 0.00	 g	 (p<0.05)、皮質厚は974.85	 ±	 3225.55	 μ

m,	 940.83	 ±	 1782.73μm	 (p>0.05)、分岐数は	 

5.49	 ±	 0.31	 本,	 6.05	 ±	 0.66	 本	 (p>0.05)、

filopodia	 type	 spineは、59.64	 ±	 27.32本,	 79.4	 ±	 

301.72本	 (p>0.05)、mushroom-typeは、6.02	 ±	 3.38

本,	 3.13	 ±	 0.59本	 (p<0.05)であった。	 

	 

Ｄ．考察	 

Mecp2のKOマウスで、IGFBP-3を過剰発現させたダブ

ルミュータントのマウスでは、Mecp2単独のKOマウス

と比較して、体重は有意差はないが、脳重量は有意

に軽かった。また、Golgi染色では、尖端樹状突起の

分岐数やfilopodia-type	 spineの数には有意差がな

かったが、mushroom-typeの数は有意に減少していた

。神経樹状突起上に存在するdendritic	 spineは、形

態からfilopodia	 type	 spine、stubby	 type	 spine、

mushroom-type	 spineに分類されるが、filopodia	 

type	 spineは分～日単位で出現・消失することが知

られているが、mushroom-type	 spineは週～月単位に

わたって、安定して存続する成熟するspineと考えら

れている。神経と神経の間の興奮性信号伝達が行わ

れるのは、こうしたspine上に存在するシナプスであ

り、mushroom-type	 spineがダブルミュータントマウ

スで有意に減少していたことは、IGFBP3の過剰発現

により、神経伝達が安定して行われないことを示唆

している可能性がある。	 

	 IGF-1は、IGFBP3が結合して、標的臓器に運搬され

たり、左葉を修飾されたりする重要な生理活性を持

つホルモンだが、近年、IGF-1をRTTのモデルマウス

に投与すると、生存期間、運動機能、呼吸数、心拍

数が改善することが示された	 (PNAS	 2009;106:2029)

。また、米国とイタリアで行われている治験でIGF-1

により患者の症状が改善していることも示されてい

る(私信)。しかし、IGF-1が、どのようなメカニズム

によりRTTのモデルマウスや患者の症状を改善して

いるのかは、不明である。IGFBP3はIGF-1の機能発現

に重要な役割を果たしているホルモンであり、

IGFBP3の動態や働きを探ることにより、IGF-1治療の



 

	 

メカニズムの解明や、より効率的な治療法について

理解を深められる可能性があると考えられた。	 

	 

Ｅ．結論	 

本研究では、hIGFBP3を過剰発現させたMecp2-KOマウ

スでは、脳重量が減り、成熟したdendritic	 spineが

減少していることが示された。この減少は、RTTの患

者の神経機能障害と関連している可能性とIGF-1療

法のメカニズムを解明する糸口となる可能性が示さ

れた。	 

	 

Ｇ．研究発表	 

１.	 論文発表	 なし。	 

２.	 学会発表	 なし。	 

	 

Ｈ．知的財産権の出願・登録	 

１.	 特許取得	 なし。	 

	 

２.	 実用新案登録	 なし。	 

	 

３.	 その他	 なし。	 

	 

	 

	 



 

	 

厚生労働科学研究費補助金（障害者対策総合研究事業（神経・筋疾患分野））	 

分担研究報告書	 

	 

インプリンティング遺伝子の細胞生物学的解析	 

	 

	 	 	 	 	 	 	 研究協力者	 堀家	 慎一	 金沢大学学際科学実験センター・准教授	 

	 	 	 	 	 	 	 研究協力者	 堀家	 牧子	 金沢大学学際科学実験センター・博士研究員	 

	 

研究要旨	 

本研究では、レット症候群（RTT）の原因遺伝子であるメチル化CpG結合タンパク2（MeCP2）の

Prader-Willi/Angelman症候群(AS)責任遺伝子座における分子動態を解明する。最近、自閉症やレッ

ト症候群患者の脳神経細胞において、15ｑ11-ｑ13領域のクロマチン動態が適切な神経特異的な遺伝

子発現にとって大変重要であることが示された。そこで、15ｑ11-ｑ13領域のクロマチン動態がどの

ように制御されているか明らかにし、新たな治療法の開発へ発展させる。	 

	 

Ａ．研究目的	 

15ｑ11-ｑ13領域は、類縁疾患であるAngelman症候群

(AS)やPrader-Willi症候群（PWS）の責任遺伝子座で

あり、メチル化CpG結合タンパク2（MeCP2）を介した

エピゲノム機構によって遺伝子発現が制御されてい

る。最近、レット症候群(RTT)や自閉症患者において

15ｑ11-ｑ13領域のクロマチン動態の異常が報告され

、MeCP2がエピゲノム機構を介したクロマチン動態の

制御に重要な役割を果たしている可能性が示唆され

た。そこで、この15ｑ11-ｑ13領域におけるMeCP2の分

子動態を解明することで、RTTのみならずASやPWS、自

閉症などの類縁疾患の発症病態の解明へも発展させ

る。	 

	 

Ｂ．研究方法	 

親由来の明らかなヒト15番染色体を1本保持したマウ

スF12細胞（神経様細胞株）において、15ｑ11-ｑ13

領域のインプリンティングセンター（PWS-IC）がどの

ように染色体ドメインレベルの遺伝子発現及びクロ

マチン動態を規定しているか明らかにするため、ヒト

染色体工学技術を用いてPWS-ICを欠失させた改変ヒ

ト15番染色体を各々構築し、qRT-PCR、	 DNAメチル化

解析、DNA-FISH法、ChIP法で15q11-q13領域のクロマ

チン動態と遺伝子発現がどのように制御されている

か解析する。	 

（倫理面への配慮）	 

本研究では、確立された培養細胞を用いた実験であり

、遺伝子組み換えにおいては金沢大学遺伝子組換え

DNA安全委員会の承認を得ている。	 

	 

Ｃ．研究結果	 

ヒト染色体工学技術を用いてPWS-ICを欠失させた改

変母方15番染色体および改変父方15番染色体の構築

に成功した。構築したPWS-IC欠失染色体で、15ｑ11-

ｑ13領域の遺伝子発現をqRT-PCR法で解析したところ

、父方特異的なMAGEL2遺伝子の発現低下が認められた

。また、DNA-FISH法によりクロマチン動態を解析した

ところ、父方アレル特異的なクロマチン脱凝集は15ｑ

11-ｑ13領域のインプリンティングセンター（PWS-IC

）を欠失したにも関わらずクロマチン脱凝集状態を維

持していた。一方、PWS-IC欠失母方染色体では異所的

にクロマチン脱凝集が起こっていた。	 

	 

Ｄ．考察	 

PWS-IC欠失父方染色体において、父方アレル特異的な

クロマチン脱凝集が維持されていたことは、父方アレ

ル特異的なクロマチン脱凝集の形成・維持に父性発現

を呈する長鎖ノンコーディングRNA、	 UBE3A-ATSの転

写が必要ないことを示唆している。逆に、PWS-IC欠失

母方染色体において異所的にクロマチン脱凝集が生

じたことから、MeCP2などのメチル化CpGを認識する分

子が正常母方アレルにおけるコンパクトなクロマチ

ン状態の維持に重要であることが示された。今後、15

ｑ11-ｑ13領域のクロマチン状態の形成・維持に関わ

る因子を同定すると共に、MeCP2を介した遺伝子発現

制御機構を明らかにする。さらに、RTTの治療のター

ゲットとなる分子の同定を試みると共に、治療法の開

発へ発展させる。	 

	 

Ｅ．結論	 

MeCP2による15ｑ11-ｑ13領域の遺伝子発現制御機構

を明らかにすることは、RTTの複雑な病態を明らかに

する上で極めて重要である。本研究では、MeCP2など

のメチル化PWS-ICに結合する因子が15q11-q13領域の

クロマチン脱凝集などの高次クロマチン構造を介し

て神経細胞特異的な遺伝子発現を制御していること

を見出した。この15ｑ11-ｑ13領域の高次クロマチン

動態には、MeCP2などのメチル化CpG結合蛋白質が中心

的役割を担っていると考えられ、その作用機序の解明

はRTTのみならずASやPWS、自閉症など発症機序の解明

につながる可能性が示唆された。	 

	 

Ｇ．研究発表	 

１.	 論文発表	 

1.	 Nagai	 M,	 Meguro-Horike	 M,	 Horike	 S.	 Epigenetic	 

defects	 related	 to	 assisted	 reproductive	 



 

	 

technologies:	 Large	 offspring	 syndrome	 (LOS).	 

DNA	 Methylation-Genomic	 Technologies	 and	 Impact	 

2012;167-182.	 

２.	 学会発表	 

1.	 堀家慎一「高次遺伝子発現制御機構へのブレイク

スルー」日本分子生物学会	 第12回春季シンポジウ

ム、石和温泉	 慶山、2012年4月26日	 

2.	 堀家慎一	 他（ポスター発表）「PEG1/MEST遺伝子

領域のゲノム刷り込み制御機構の解明」第6回日本

エピジェネティクス研究会年会、学術総合センター

、東京、2012年5月14日~15日	 

3.	 堀家慎一「自閉症とエピジェネティクス」応用動

物科学セミナー「エピジェネティクスの深淵」、東

京大学	 弥生講堂一条ホール、2012年7月20日	 

3.	 堀家慎一	 他（口演）「広汎性神経発達障害に関

連する15q11-q13ゲノム刷り込み領域のアレル特異

的クロマチンダイナミクスの解析」日本人類遺伝学

会第57回大会、京王プラザホテル、東京、2012年10

月24日~27日	 

4.	 Horike	 S.	 et	 al.	 A	 noncoding	 imprinted	 RNA、	 

MESTIT1	 is	 essential	 for	 the	 repression	 in	 cis	 

of	 KLF14.	 The	 62th	 Annual	 Meeting	 of	 The	 American	 

Society	 of	 Human	 Genetics.Nov.	 6-10,	 2012.San	 

Francisco.USA	 

	 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況	 

１.	 特許取得	 なし。	 

	 

２.	 実用新案登録	 なし。	 

	 

３.	 その他	 なし。	 

	 

	 



 

	 

厚生労働科学研究費補助金（障害者対策総合研究事業（神経・筋疾患分野））	 

分担研究報告書	 

	 

非典型レット症候群の原因遺伝子CDKL5の遺伝子変異による病態機序の解析	 

	 

研究協力者	 田中	 輝幸	 東京大学大学院医学系研究科発達医科学教室・准教授	 

	 

研究要旨	 

非典型レット症候群の原因遺伝子CDKL5の遺伝子変異による病態機序の解明を目的として、我々が独

自に作製したCdkl5	 ノックアウト	 (KO)マウスの神経科学的表現型解析と、プロテオミクス解析を用

いたCDKL5リン酸化基質のスクリーニングを行った。その結果Cdkl5	 KOマウスにおいて、海馬神経細

胞樹状突起とスパインの形態・密度異常、海馬の電気生理学的異常、情動異常、記憶障害、シナプ

ス機能・形態異常を同定した。また新規CDKL5リン酸化基質候補を同定した。	 

	 

Ａ．研究目的	 

Cyclin-dependent	 kinase-like	 5	 (CDKL5)	 遺伝子

は早期発症てんかんを伴う非典型レット症候群の原

因遺伝子である。しかしその遺伝子変異による病態

機序は未解明であり、治療法も不明である。私はこ

れらの問題解決を目指し、Cdkl5ノックアウト(KO)マ

ウスを作製し、その解析を行うと同時に、プロテオ

ミクス解析を用いたCDKL5リン酸化基質の網羅的ス

クリーニングを行った。	 

	 

Ｂ．研究方法	 

1.	 Cdkl5	 KOマウスの表現型解析	 	 

(1)	 神経細胞樹状突起及びスパインの解析	 

(2)	 薬物投与による易けいれん性解析	 

(3)	 海馬スライスの電気生理学的解析	 

(4)	 マウスの行動解析	 

(5)	 海馬シナプスの機能、微細構造解析	 

2.	 CDKLリン酸化基質スクリーニング	 	 

baculovirus発現系を用い発現・精製したGST標識CDK

L5キナーゼドメインをグルタチオンセファロース・

アフィニティーカラムに固定化した上に、マウス脳

サイトゾルを添加、溶出し、高速液体クロマトグラ

フィー+質量分析	 (LC-MS/MS)	 を行った（名古屋大学

大学院医学系研究科天野睦紀博士との共同研究）。	 

	 

Ｃ．研究結果	 

1.	 Cdkl5	 KOマウス解析	 

Cdkl5	 KOマウスにおいて、海馬神経細胞樹状突起の

長さ、分枝、樹状突起スパイン形態・密度に異常が

認められた。KOマウスに対する興奮性アミノ酸投与

によって、過剰な強いけいれんが誘発された。海馬

スライスの電気生理学的解析により、KOマウスにお

ける長期増強	 (LTP)の異常等を同定した。KOマウス

行動解析により、不安様行動とうつ様行動の亢進等

の情動異常、記憶障害、社会性の異常、日内行動の

異常等を同定した。生化学的手法を用いたKOマウス

の興奮性シナプス解析により、グルタミン酸受容体

サブユニットの異常を同定した。	 

2.	 CDKL5リン酸化基質スクリーニング	 

初回のスクリーニングを行い、複数の結合蛋白質候

補を得た。再現性確認のため、現在2回目のスクリー

ニング中である。	 

	 

Ｄ．考察	 

我々の研究結果から、CDKL5遺伝子変異による発達障

害の病態がシナプス機能異常であることが初めて明

らかとなった。	 

	 

Ｅ．結論	 

Cdkl5	 KOマウスの神経科学的解析によって、記憶・

学習・情動に極めて重要な働きを担う海馬の神経細

胞樹状突起とスパインの形態とシナプス機能の異常

が同定された。	 

	 

Ｇ．研究発表	 

１.	 論文発表	 なし。	 

２.	 学会発表	 	 

1.	 田中輝幸.	 遺伝子改変動物モデルによる神経発

達障害研究と今後の展望.	 第85回日本産業衛生学

会.	 名古屋.	 2012年6月2日	 

2.	 田中輝幸.	 Multidimensional	 approach	 to	 func

tional	 analysis	 of	 Cyclin-dependent	 kinase-li

ke	 5,	 the	 causative	 gene	 for	 atypical	 Rett	 sy
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