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序論  

 神経幹細胞は自己複製能を有するとともに、中枢神経系の主要な細胞種であ

るニューロン、アストロサイト、オリゴデンドロサイトへの多分化能を有する

細胞である (Gage, 2000)。近年、従来ニューロン新生がないとされていた哺乳類

の成体脳においても神経幹細胞の存在が明らかとなり、生涯を通じて常にニュ

ーロン新生が行なわれていると考えられるようになった (Kuhn et al., 1996; Lois 

and Alvarez-Buylla, 1993)。これらのことから、神経幹細胞の分化制御機構に関す

る研究は生体内の幹細胞を利用した神経変性疾患や損傷神経の治療という再生

医学的観点からも注目を集めている。神経幹細胞を再生医療に利用するために

は、神経幹細胞の自己複製能および各細胞系譜への分化運命決定のメカニズム

について分子レベルで理解することが重要とされている。最近になって神経幹

細胞の分化特異性は細胞外シグナルおよび細胞内在性プログラムにより厳密に

制御されることが明らかにされてきた (Edlund and Jessell, 1999; Hsieh and Gage, 

2004)。 

 細胞外シグナルとして、転写因子を介して核へとそのシグナルが移行される

さまざまなタイプのサイトカインが知られている。シグナル受容体構成因子で

ある gp130を共用する Interleukin-6 (IL-6)ファミリーのメンバーである Leukemia 

inhibitory factor (LIF)は Janus kinase (JAK)-signal transducer and activator of 

transcription (STAT)シグナル経路を介して神経幹細胞からアストロサイトへの分

化を促進する(Bonni et al., 1997; Nakashima et al., 1999a; Rajan and McKay, 1998)。

Transforming growth factor β (TGF- β)スーパーファミリーに属する Bone 

morphogenetic proteins (BMPs)もまた、神経幹細胞からアストロサイトへの分化を

促進する(Gomes et al., 2003; Gross et al., 1996; Nakashima et al., 2001)。また、LIF

と BMP2 の下流にはそれぞれ STAT3 と smad1 が転写因子として機能している。

これらの転写因子は各サイトカイン刺激により活性化され核へと移行し、転写

共役因子である p300を介してアストロサイト特異的遺伝子 glial fibrillary acidic 
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protein (GFAP)遺伝子の転写を活性化することにより神経幹細胞からアストロサ

イトへの分化を相乗的に促進することも明らかになっている(Nakashima et al., 

1999b)。 

 細胞内在性プログラムとしては DNAメチル化やヒストン修飾などといったエ

ピジェネティックな修飾機構とそれに伴うクロマチン構造変換による転写制御

などが知られている。ジヌクレオチド CpGにおけるメチル化は多細胞のゲノム

において最もよく調べられているものの一つである(Bird, 2002)。正常な DNAの

メチル化パターンの維持は個体の発生にとって重要なことが明らかにされてい

る。DNAがメチル化されると一般的にその遺伝子の転写は抑制されるものと考

えられている。その機構としては大きく 2 つのモデルが提唱されている。一つ

は DNA上のメチル基による物理的な阻害である。これはメチル基感受性の転写

因子が結合できなくなることや、RNA ポリメラーゼの結合および進行が阻害さ

れるというモデルである(Cerny and Quesenberry, 2004; Watt and Molloy, 1988)。も

う一つはメチル化領域を認識する転写因子であるメチル化DNA結合タンパク質

ファミリー(MBDs)が結合することによる転写抑制機構である(Hendrich and Bird, 

1998)。MBDsが DNA上に結合するとヒストン脱アセチル化酵素(HDACs)がリク

ルートされ、ヒストンが脱アセチル化されることにより DNAとの結合力が強ま

りクロマチン構造が凝縮状態になる。このようなクロマチン構造変換が生じる

と転写調節因子などが標的遺伝子に結合できなくなり、その遺伝子の発現は抑

制される(Nan et al., 1998)。 

 胎生中期の神経幹細胞は glial fibrillary acidic protein (gfap)などのアストロサイ

ト特異的遺伝子のプロモーター領域が高頻度にメチル化されており、LIFにより

刺激しても STAT3 が認識配列に結合できないためアストロサイトへは分化せず

にニューロンへのみ分化する(Fan et al., 2005; Namihira et al., 2004; Qian et al., 

2000; Takizawa et al., 2001)。 発生の進行に伴いこれらのプロモーター領域は脱メ

チル化されるため、胎生後期の神経幹細胞はアストロサイトへの分化能を獲得
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する。アストロサイト特異的遺伝子プロモーターがすでに脱メチル化されてい

る胎生後期の神経幹細胞はニューロンも産生することができるが、これらの胎

生後期の神経幹細胞から産生されたニューロンは gfap を発現させるようなアス

トロサイト誘導性サイトカインに応答しない(Kohyama et al., 2008; Setoguchi et 

al., 2006)。このことは、STAT3結合配列の DNAメチル化以外に細胞分化・可塑

性を制御するメカニズムの存在を示唆している。 

 Methyl-CpG binding protein 2 (MeCP2)はメチル化された DNAに結合し転写抑制

因子として作用するメチル化 DNA 結合タンパク質ファミリー(MBDs)に属する 

(Klose and Bird, 2006; Meehan et al., 1992)。MeCP2はメチル化 DNA結合ドメイン

(MBD)を介してメチル化された CpGジヌクレオチドに結合し、転写抑制ドメイ

ン(TRD)を介して遺伝子発現を抑制する(Jones et al., 1998; Nan et al., 1998)。哺乳

類の中枢神経系において MeCP2 を含めたメチル化 DNA 結合タンパク質ファミ

リーは主にニューロンにおいて高発現している(Jung et al., 2002; Shahbazian et al., 

2002)。MeCP2遺伝子の変異は精神遅滞、運動失調、小頭症、自閉症状を特徴と

する進行性の神経発達障害であるレット症候群(RTT)を引き起こす。MeCP2は神

経幹細胞の分化運命決定というよりもニューロンの成熟に関与するということ

が報告されたが(Kishi and Macklis, 2004)、他の報告では Xenopus 胚を用いた研究

によりMeCP2は初期の神経発生において分化運命決定に関与するということ餓

示唆されている(Stancheva et al., 2003)。さらに最近の研究により、MeCP2はニュ

ーロン以外のグリア細胞にも発現しており細胞非自律的機構によりニューロン

の樹状突起形成に影響を与えること、RNA スプライシングやサイレントクロマ

チンループ構造を制御することなどが報告され、MeCP2 は非常に多くの機能を

有することが示されている(Ballas et al., 2009; Horike et al., 2005; Young et al., 

2005)。 

 当研究室はこれまでに、ニューロンにおいてMeCP2がアストロサイト特異的

遺伝子の高頻度にメチル化された転写開始点近傍に結合することで、ニューロ
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ンからアストロサイトへの分化転換を阻害することを報告している(Kohyama et 

al., 2008; Setoguchi et al., 2006)。本研究において、MeCP2を胎生後期の神経幹細

胞に異所的に発現させるとアストロサイト誘導性サイトカイン存在下において

もアストロサイト分化が抑制されるだけでなくニューロンへの分化が促進され

ることを見いだした。MEK 阻害剤である U0126 を用いて Ras-extracellular 

signal-regulated kinase (ERK)経路を阻害したところ、これらのMeCP2の作用は消

失すること、 RTT で高頻度にみられる欠失変異体やメチル化 DNA 結合ドメイ

ンおよび転写抑制ドメインの 1 アミノ酸置換型ミスセンス変異体は野生型で見

られるニューロン分化促進作用が消失していることも明らかにした。また、質

量分析により神経幹細胞における MeCP2 結合タンパク質を網羅的に解析し、

MeCP2の新規相互作用因子をいくつか同定した。さらに、MeCP2は in vivo での

非神経新生領域や損傷脊髄に移植した神経幹細胞のニューロン分化も促進でき

ることが明らかになった。 
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材料と方法 

神経幹細胞の初代培養  

 下記に記された実験プロトコールは奈良先端科学技術大学院大学の動物実験

ガイダンスに従って行なわれた。神経幹細胞は胎生 14.5 日目マウス胎仔の終脳

から調製し、以前に記述されているように培養した(Nakashima et al., 1999b)。終

脳を 1mlピペットチップ(Gilson, Middleton, WI, USA)を使って緩やかなピペッテ

ィングにより Hank’s balanced salt solution (HBSS)に懸濁した。解離した細胞を

poly-L-ornithine (Sigma, St. Louis, MO, USA) と fibronectin (Sigma)でプレコートし

た培養ディッシュ(Nunc, Naperville, IL, USA)かチャンバースライド(Nunc)上で

10 ng/ml basic fibroblast growth factor (bFGF; R&D Systems, Minneapolis, MN, USA; 

N2/DMEM/F12/bFGF)を含んだ N2-supplemented Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium with F12 (Gibco, Grand Island, NY, USA)中でそれぞれの実験の前に 4日間

培養した。 

阻害剤実験  

 U0126 (Calbiochem, Darmstadt, Germany)は dimethyl sulfoxide (DMSO)を用いて

10mM に調製し、−20 °C で保存した。保存した阻害剤は使用時に溶かし、培養

メディウムで前もって希釈し 8 µMになるように加えた。 

免疫細胞化学  

 コートしたチャンバースライドで培養した細胞はphosphate-buffered saline (PBS)

を用いて洗浄し、4% paraformaldehyde / PBSを使って固定し下記に示す 1次抗体

の組み合わせを用いて染色した。 

chick anti-green fluorescent protein (GFP)  (1:1000; Aves Labs, Tigard, OR, USA)、 

rabbit anti- GFP (1:1000; MBL, Nagoya, Japan)、rabbit anti-β III-tubulin (Tuj1; 1:1000; 

Covance, Berkeley, CA, USA)、 mouse anti-microtubule-associated proteins 2a and 2b 

(MAP2ab; 1:250; Sigma)、 guinea pig anti-GFAP (1:2,500; Advanced Immunochemical, 

Long Beach, CA, USA)、 goat anti-doublecortin (DCX) (1:1000; Santa Cruz 
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Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)、mouse anti-S100β (1:1000; Sigma), rabbit 

anti-aquaporin 4 (AQP4) (1:500; Santa Cruz)、chick anti-myelin basic protein (MBP) 

(1:200; Aves Labs)、mouse anti-Nestin (1:1000; Chemicon, Temecula, CA, USA)、rabbit 

anti-cleaved-caspase3 (1:1000; Cell Signaling, Danvers, MA, USA)、 mouse anti-Ki67 

(1:1000; BD, Franklin Lakes, NJ, USA)。 

 2次抗体は下記のものを使用した。 

FITC-conjugated donkey anti-chick IgY (1:500; Jackson ImmunoResearch, West Grove, 

PA, USA)、Cy3-conjugated donkey anti-mouse IgG (1:500; Chemicon)、Cy3-conjugated 

donkey anti-rabbit IgG (1:500; Jackson ImmunoResearch)、Alexa488-conjugated 

donkey anti-rabbit (1:500; Molecular Probes, Eugene, OR, USA)、Cy5-conjugated 

donkey anti-guinea pig (1:500; Jackson ImmunoResearch)。 

核は bisbenzimide H33258 fluorochrome trihydrochloride (Nacalai Tesque, Kyoto, 

Japan)を用いて染色した。 

免疫組織化学  

 PBSと 4% paraformaldehydeで経心的に還流したマウスから脳と脊髄を摘出し、

4 °Cで一晩固定した後, 4 °C で 24時間 20% sucrose / PBS に置換した。脳と脊髄

は cryostat (Leica, Tokyo, Japan)を用いて 40 µm のセクションにした。切片は下記

の 1次抗体の組み合わせを用いて染色した。 

 rabbit anti-GFP (1:1000)、goat anti-DCX (1:1000)、 guinea pig anti-GFAP (1:1000)。 

二次抗体は下記のものを使用した。 

Cy3-conjugated donkey anti-goat IgG (1:500)、 Alexa488-conjugated donkey anti-rabbit 

(1:500)、Cy5-conjugated donkey anti-guinea pig (1:500)。核は bisbenzimide H33258 

fluorochrome trihydrochlorideを用いて染色した。 

免疫沈降法  

 培養細胞を PBSで 2回 washし、lysisバッファーを加え cell scraperで細胞を

はがしてチューブに回収した。超音波処理後、15,000rpm で 10 分遠心しその上
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清を lysateとした。Lysate 1mlに対し FLAG抗体(SIGMA)を 5μg加え 4℃でロー

タリーシェーカーを用いて 3時間混和した。Protein Aビーズを 20μl加え、さら

に 1時間混和した。5,000rpmで 3分間遠心し上清を取り除き、lysisバッファー

を 1ml加えた。この操作を 5回繰り返した。FLAGペプチド(SIGMA)を用いて沈

降物を溶出した。 

結合タンパク質の同定  

溶出した沈降物を SDS-PAGE により分離後、各サンプルレーンを 5 個に切り分

け、そのゲルをチューブに回収した。60%アセトニトリル/50mM NH4HCO3を 200

μl 加え、室温で 10 分振とうした。この操作を 2 回繰り返した。上述の溶液を

除き、10mM DTT / 50mM NH4HCO3を 100μl加え、56℃で 45分間インキュベー

トした。DTT溶液を除き、55mM ヨードアセトアミド(IAA) / 50mM NH4HCO3を

100μl 加え、室温で 30 分インキュベートした。60%アセトニトリル/50mM 

NH4HCO3を 200加え、室温で 10分間振とうした。これを 2回繰り返した。60%

アセトニトリル/50mM NH4HCO3を除き、室温で 20 分間インキュベートした。

Digestion 溶液 5~10μl (1 band)を加え、氷上で 10 分間インキュベートした。

50mM NH4HCO3を 20μl 加え、37℃で一晩インキュベートした。酵素消化液を

新しいチューブに回収し、それらを LC/MS測定に用いた。 

組換えレトロウイルスの作製と感染  

 ラット野生型 mecp2 と変異体 mecp2 (R168X, T158M, R306C, E397K) cDNAs は

GFP遺伝子の上流に internal ribosome entry site を含む発現ベクターである pMY 

(Morita et al., 2000)に挿入された。 これらのコンストラクトをTrans-IT 293 (Mirus, 

Madison, WI, USA) (Morita et al., 2000)を用いて Plat-Eパッケージング細胞株に一

過的に遺伝子導入した。その次の日、 メディウムを N2/DMEM/F12/bFGFに交換

し、細胞はウイルスを回収するまで このメディウムで 1日培養した。 

線条体への細胞移植  

 成体マウスを ketamine (100 mg/kg)と xylazine (10 mg/kg)の濃度で腹空内投与し
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麻酔をかけた。マウスに定位固定装置(Narishige, Tokyo, Japan)を用いて線条体(ブ

レグマから後方 0 mm、側方 2 mm 、深部 2.9 mm の位置)にコントロールおよび

MeCP2 を発現する 106 個の神経幹細胞を含んだ 2 µl の N2-supplemented 

DMEM/F12懸濁液を 10分かけて注入した。 

脊髄への細胞移植  

 成体マウスに上記のように麻酔をかけた。脊髄の胸椎 9番目と 10番目の椎弓

切除後、硬膜の背側表面を露出させた。マイクロインジェクターを用いて 106

個の神経幹細胞を含んだ 2 µl の N2-supplemented DMEM/F12懸濁液を 10分かけ

て注入した。 

脊髄損傷モデルマウスの作製  

 ICRマウス(雄 14-16週齢)を用いた。上記と同様に脊髄の胸椎 9番目と 10番目

の椎弓切除後、硬膜の背側表面を露出させた。その背面部上に、重さ 20g のア

クリル棒を降下させ 2分間圧迫した。7日後、同様に麻酔をかけ、マイクロイン

ジェクターを用いて 106 個の神経幹細胞を含んだ 2 µl の N2-supplemented 

DMEM/F12懸濁液を 10分かけて注入した。 

NS細胞(均一性神経幹細胞)培養  

 未分化状態を維持した均一な神経幹細胞(NS 細胞)は以前に報告されている方

法と同様に 10 ng/mlの bFGFと epidermal growth factor (EGF) (R&D Systems)を含

む培養液(NS-A media (Euroclone, Milan, Italy)) 中で E14.5の初代培養神経幹細胞

を継代培養することで樹立した (Conti et al., 2005; Pollard et al., 2006)。実験には

20回以上継代したものを用いた。  

Bisulfite Sequence解析  

  ゲノム DNAの Sodium bisulfite処理は以前に報告されている方法と同様に行

なった(Clark et al., 1994)。5 µgのゲノム DNAを HindIII と EcoRIを用いて切断し

た。その後、0.3 M NaOH 中で 37 °C で 15分間インキュベートし、 3.1 M sodium 

bisulfiteと 0.5 mM hydroquinoneの組成で 55 °Cにおいて 16 時間インキュベート
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した。サンプルを脱塩カラム(Promega, Madison, WI)を用いて精製し、50 µlの H2O

で溶出した。3Mの NaOH (5.5 µl)を加え、 37 °C で 15分間インキュベートした。

サンプルに 3M酢酸アンモニウムを加えエタノール沈殿後、H2Oに溶かした。目

的の DNA 断片を下記のプライマーセットを用いて PCR 反応により増幅した。

STAT3 結 合 領 域 を 含 む gfap プ ロ モ ー タ ー 領 域 ; GFms 

(5’-GGGATTTATTAGGAGGATTTTAGTAAGTAG-3’) と GFmAS 

(5’-TCTACCCATACTTAAACTTCTAATATCTAC-3’); gfap 遺伝子の exon1 領域; 

GFmEx1S (5’-GATAGGTAAGTAATTTATGGA-3’) と  GFmEx1AS 

(5’-TTCAATCTCTCTACTCACTAACC-3’)。PCR産物は pT7Blue vector (Novagen)

へ挿入し、ランダムに最低 10クローンを選び、シークエンス解析を行なった。 
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結果  

 

MeCP2はアストロサイト誘導性サイトカイン存在下においてもニューロ

ン分化を促進する  

 当研究室ではこれまでに神経幹細胞におけるMeCP2の異所的な発現が LIFに

よって誘導されるアストロサイト分化を阻害することを報告している(Kohyama 

et al., 2008; Setoguchi et al., 2006)。このような知見から、本研究ではMeCP2が神

経幹細胞のニューロン分化にも作用できるのではないかと想定した。実際に

MeCP2 が神経幹細胞のニューロン分化を促進できるかどうかを調べるために、

コントロールとして GFPのみ、および MeCP2と GFPを発現するレトロウイル

スを胎生 14.5日目の神経幹細胞に感染させた(図 1A)。まず、アストロサイト誘

導性サイトカインの存在しない条件においてMeCP2の作用を調べたところ、ウ

イルス感染から 4日後においてMeCP2を発現する神経幹細胞はコントロールに

比べてニューロン分化が促進された(図 1B and C)。コントロールとMeCP2を発

現するウイルスを感染した細胞はアストロサイト、オリゴデンドロサイト、未

分化細胞それぞれのマーカーである GFAP, MBP, Nestin 陽性細胞の割合は類似

した結果であった(図 1B, C および図 2B)。培養期間を 8日間に延長したところ、

コントロールおよび MeCP2 を発現する細胞の Nestin 陽性細胞は 10-20%まで減

少した(図 2C)。この長期間の培養においてもMeCP2の発現はコントロールに比

べて神経幹細胞のニューロン分化を促進させた (図 2C)。  

 アストロサイト誘導性サイトカイン存在下においてもMeCP2がニューロン分

化を誘導できるのかどうかを調べるため、LIFおよび BMP2それぞれの存在下に

おいて MeCP2 を発現する神経幹細胞の分化傾向を調べた。以前の報告通り

MeCP2 の発現はサイトカインによって誘導される神経幹細胞からアストロサイ

トへの分化を抑制した。驚いたことに、MeCP2は LIFが存在しない条件よりも 
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図 1. MeCP2はアストロサイト誘導性サイトカイン存在下においてもニューロン分化を促進する。  

(A)細胞培養とウイルス感染の培養過程の模式図。 (B, D and F) コントロールとして GFPのみ(上段)、およ

び MeCP2と GFP(下段)を発現する組換えレトロウイルスを神経幹細胞に感染させ、LIF (50 ng/ml) (D)もし

くは BMP2 (50 ng/ml) (F)と bFGF (1 ng/m)の存在下、および bFGF (1 ng/m)のみ存在下(B)において 4日間培

養した。細胞は GFP(緑)、βIII-tubulin (Tuj1, 赤)、GFAP (青)に対する抗体を用いて染色した。Scale bar = 50 µm. 

(C, E and G) (B), (D) and (F) におけるGFP陽性細胞中のTuj1- およびGFAP-陽性細胞の数を定量した (mean ± 

S.D.; t-test, * P < 0.05 and *** P < 0.001 compared with the control)。 
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図 2. MeCP2はより長期間の培養条件においてもニューロン分化を促進する   

(A)細胞培養とウイルス感染の培養過程の模式図。 (B and C) コントロールとして GFPのみ、およびMeCP2

と GFPを発現する組換えレトロウイルスを神経幹細胞に感染させ、bFGF (1 ng/m)のみ存在下において 4日

間(B)もしくは 8日間(C)培養した。細胞は GFP、βIII-tubulin (Tuj1)、GFAP 、MBPおよび Nestinに対する抗

体を用いて染色した。 GFP陽性細胞中の Tuj1-, GFAP-, MBP-および Nestin-陽性細胞の数を定量した(mean ± 

S.D.; t-test, * P < 0.05 and *** P < 0.001 compared with the control)。 
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効率よくニューロン分化を促進した(図1DおよびE)。このMeCP2の作用はBMP2

存在下においても同様に観察された(図 1Fおよび G)。さらにMeCP2は LIFおよ

び BMP2存在下において他のニューロンマーカーである MAP2abの発現も誘導

した(図 3Aおよび B)。この結果に加えて、MeCP2は LIF条件下において他のア

ストロサイトマーカーである AQP4と S100βの発現も抑制した (図 4)。 

 次にこの分化誘導が細胞増殖や生存が影響を受けたためではないということ

を調べた。細胞増殖と生存効率を調べるために、E14.5日目の神経幹細胞に GFP

のみおよびMeCP2と GFPを発現するレトロウイルスを感染させ、 その 2日後

に増殖マーカーである Ki-67とアポトーシスマーカーである cleaved-caspase3に

対する抗体を用いて免疫染色を行なった (図 5)。その結果、MeCP2 の発現は細

胞増殖およびアポトーシスどちらに対しても影響を与えなかった(図 5B および

C)。 

 初代培養の神経幹細胞は分化系譜にコミットした前駆細胞や多能性をもった

前駆細胞などを含んだ不均一な集団であることが知られているので、均一な対

称分裂を維持できる条件で培養した神経幹(NS)細胞を用いて同様の実験を行な

った(Conti et al., 2005; Pollard et al., 2006)。図 6Aに示されているように、この培

養系におけるほぼ全ての細胞は未分化神経幹細胞マーカーである Sox2と Nestin

陽性の細胞集団であり、ニューロン、アストロサイト、オリゴデンドロサイト

の分化マーカーである β-Ⅲ tubulin、GFAP、MBPは発現していない。この均一

な細胞集団においてもMeCP2の作用を調べたところ、初代培養での結果と同様

にMeCP2はニューロン分化を促進させた(図 6B-F)。 

 これらの結果は、MeCP2 はアストロサイト誘導性サイトカイン存在下におい

ても多分化能を持った神経幹細胞のアストロサイト分化を抑制するだけでなく

ニューロン分化も促進できることを示している。  
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図 3. MeCP2はアストロサイト誘導性サイトカイン存在下においてもニューロン分化を促進する。(A and B) 

コントロールとして GFPのみ、および MeCP2と GFPを発現する組換えレトロウイルスを神経幹細胞に感

染させ、LIF (50 ng/ml) (A)もしくは BMP2 (50 ng/ml) (B)と bFGF (1 ng/ml)の存在下において 4日間培養した。

細胞は GFP、MAP2ab に対する抗体を用いて染色した。GFP陽性細胞中のMAP2ab-陽性細胞の数を定量し

た(mean ± S.D.; t-test, *** P < 0.001 compared with the control)。 
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図 4. MeCP2はアストロサイトマーカーの発現を抑制する 。(A) 細胞培養とウイルス感染の培養過程の模式

図。(B and D) コントロールとして GFPのみ(上段)、およびMeCP2と GFP(下段)を発現する組換えレトロウ

イルスを神経幹細胞に感染させ、LIF (50 ng/ml)と bFGF (1 ng/ml)の存在下において 4日間培養した。細胞は

GFP(緑)、DCX(赤)、AQP4 (青、B and C)および S100β(青、D and E)に対する抗体を用いて染色した。Scale bar 

= 50 µm. (C and E) (B) and (D) における GFP陽性細胞中のマーカー陽性細胞の数を定量した (mean ± S.D.; 

t-test, *** P < 0.001 compared with the control)。 
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図 5. MeCP2の発現は神経幹細胞の増殖および生存に影響を与えない。(A) 細胞培養とウイルス感染の

培養過程の模式図。(B and C) コントロールとして GFPのみ、およびMeCP2と GFPを発現する組換えレト

ロウイルスを神経幹細胞に感染させ、bFGF (1 ng/ml)の存在下において 1日間培養した。細胞は GFPと Ki67

もしくは GFPと cleaved-caspase3に対する抗体を用いて染色した。GFP陽性細胞中の Ki-67もしくは

cleaved-caspase3陽性細胞の数を定量した(mean ± S.D.; t-test, ns = not significant)。 

 



 18 

 

 
図 6. MeCP2は均一な神経幹細胞においてもニューロン分化を促進する。(A) 未分化状態で 25回パッセー

ジした神経幹細胞を Sox2, Nestin, Tuj1, GFAP およびMBP に対する抗体を用いて染色した。細胞核について

は H33258を用いて染色した(gray, insets)。 Scale bar = 50 µm. (B) 細胞培養とウイルス感染の培養過程の模式

図。(C and E) コントロールとして GFPのみ(上段)、およびMeCP2と GFP(下段)を発現する組換えレトロウ

イルスを神経幹細胞に感染させ、LIF (50 ng/ml) 非存在下(C)もしくは存在下(E)において 4日間培養した。

細胞は GFP(緑)、βIII-tubulin (Tuj1, 赤)に対する抗体を用いて染色した。Scale bar = 50 µm. (D and F) (C) and (E) 

における GFP陽性細胞中の Tuj1陽性細胞の数を定量した (mean ± S.D.; t-test, * P < 0.05 and *** P < 0.001 

compared with the control)。 
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MeCP2の発現は gfapプロモーターのメチル化状態に影響を与えない   

 アストロサイト特異的遺伝子の発現は発生期においてそのプロモーターのメ

チル化状態により厳密に制御されている(Namihira et al., 2009; Namihira et al., 

2004; Takizawa et al., 2001)。そこでMeCP2の発現が gfap プロモーター上のメチ

ル化に影響を与えるかどうかを調べた。しかしながら、MeCP2 を発現した細胞

においても gfap プロモーター中の低メチル化状態は維持されていた (図 7)。我々

は以前に胎生後期の神経幹細胞の gfapプロモーターは低メチル化状態にあるが、

gfap のエクソン 1は高頻度にメチル化されていること、MeCP2はその高頻度に

メチル化されたエクソン 1に結合することで gfap の発現を抑制することを報告

している (Setoguchi, et al., 2006, Kohyama, et al., 2008)。MeCP2を発現する細胞に

おいても gfapエクソン１領域は高度のメチル化状態が維持されていた。このこ

とは、MeCP2 はこの領域に結合し、アストロサイト特異的遺伝子の発現を抑制

している事を示している。 

 

Ras-ERK経路の阻害は MeCP2を介したニューロン分化を消失させる   

 これまでに Ras-ERK経路の活性化がニューロン分化に重要であるということ

が報告されている(Menard et al., 2002; Paquin et al., 2005)。我々の実験系で用いて

いる培養メディウムは Ras-ERK経路を活性化する insulinと bFGFを含んでいる

(Avruch, 1998; Kouhara et al., 1997)。そのため、MeCP2のアストロサイト抑制作

用とニューロン分化促進作用にRas-ERK経路の活性化が必要かどうかをERK上

流のキナーゼである MEK 阻害剤(U0126)を用いて解析した。神経幹細胞にコン

トロールおよび MeCP2 を発現するレトロウイルスを感染させ、U0126 存在下、

非存在下で bFGF (1 ng/ml) and LIF (50 ng/ml)を加えた条件で神経幹細胞を培養し

た。U0126非存在下においてMeCP2を発現する神経幹細胞は Tuj1陽性ニューロ

ンへと分化したが、U0126存在下ではこれらの細胞は Tuj1陽性ニューロンには

分化せずにGFAP陽性アストロサイトへと分化した (図8AおよびB)。対照的に、 
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図 7. MeCP2の発現は gfapプロモーターと exon1のメチル化状態に影響を与えない。コントロールと

して GFPのみ(pMY)、およびMeCP2と GFP(MeCP2)を発現する組換えレトロウイルスを神経幹細胞に感染

させ、bFGF (1 ng/ml)存在下において 4日間培養した。gfapプロモーター(-1,622 to -1,423)と exon1領域(+20 

to +449)のメチル化状態を bisulfite sequencing 法により解析した。ウイルスを感染していない E14.5の神経

幹細胞についても同様に解析した(E14.5)。白丸と黒丸はそれぞれ脱メチル化およびメチル化 CpG を示す。 
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図 8. Ras-ERK経路の阻害は MeCP2を介したニューロン分化を消失させる。  

(A) 神経幹細胞に GFPのみ、およびMeCP2と GFPを発現する組換えレトロウイルスを感染させ、bFGF (1 

ng/ml) と LIF (50 ng/ml)あるいは BMP2 (50 ng/ml)を加えた条件にMEK 阻害剤 U0126 (8 µM)の非存在(1列と

3列目)もしくは存在下(2列と 4列目)において 4日間培養した。細胞は GFP(緑)、βIII-tubulin (Tuj1, 赤)、GFAP 

(青)に対する抗体を用いて染色した。Scale bar = 50 µm. (B and C) (A)における GFP陽性細胞中の Tuj1- およ

び GFAP-陽性細胞の数を定量した。(mean ± S.D.; t-test, *** P < 0.001 compared with the control)。 
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U1026処理はコントロールウイルスを感染させた細胞の分化には影響を与えな

かった。さらに同様の結果は BMP2刺激した場合にも得られた (図 8Aおよび C)。

これらの結果はRas-ERK経路はMeCP2を介した神経幹細胞の運命決定において

重要な役割を果たしていることを示唆している。 

 

RTT患者にみられる MeCP2欠失変異体はアストロサイト分化抑制作用お

よびニューロン分化促進作用を消失している  

 MeCP2遺伝子の変異により RTTが引き起こされることが知られている(Amir et 

al., 1999)。そこで RTT患者にみられる代表的な変異体が野生型MeCP2のアスト

ロサイト分化抑制作用とニューロン分化促進作用をもつかどうか調べるために、

古典的 RTT患者で高頻度にみられ(Amir and Zoghbi, 2000) 、転写抑制ドメイン

(TRD)を含めた C 末端のポリペプチドを欠いた MeCP2 欠失変異体(R168X)を用

いた(図 9A)。神経幹細胞に全長 MeCP2 および R168X を発現するレトロウイル

スを感染させ、LIF存在下で 4日間培養した。野生型MeCP2とは対照的に、R168X

はニューロン分化促進およびアストロサイト分化抑制作用が消失していること

が観察された(図 9Bおよび C)。この R168Xの野生型MeCP2作用の消失は BMP2

存在下においても同様に観察された(図 9Dおよび E)。 これらの結果は、MeCP2

の正常な作用には TRDと C末端領域が必須であることを示している。 

 

RTT患者にみられる MBDおよび TRDの MeCP2ミスセンス変異体はアス

トロサイト分化抑制作用およびニューロン分化促進作用を消失している  

 上記のMeCP2欠失変異体に加え、RTT患者において多くの１アミノ酸置換型

のミスセンス変異体が報告されている(Van den Veyver and Zoghbi, 2000)。さらに

詳細な作用点を調べるため、メチル化 DNA 結合ドメイン、転写抑制ドメイン、

C末端ドメインからそれぞれ代表的なミスセンス変異体(T158M, R306C, E397K)

を作製し(図 10)、野生型にみられるアストロサイト分化抑制およびニューロン分 
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図 9. レット症候群患者にみられる欠失変異体はニューロン分化を促進できない。  

 (A) 全長(野生型)と変異体(R168X)MeCP2の模式図。 a.a., アミノ酸。 (B and D) 野生型MeCP2と GFP、およ

び R168Xと GFPを発現する組換えレトロウイルスを神経幹細胞に感染させ、 bFGF (1 ng/ml) と LIF (50 

ng/ml) (B)もしくは BMP2 (50 ng/ml) (D)存在下において 4日間培養した。細胞は GFP(緑)、βIII-tubulin (Tuj1, 

赤)、GFAP (青)に対する抗体を用いて染色した。Scale bar = 50 µm. (C and E)  (B) と(D) における GFP陽性細

胞中の Tuj1- および GFAP-陽性細胞の数を定量した(mean ± S.D.; t-test, *** P < 0.001 compared with WT 

MeCP2)。 
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図 10. レット症候群患者にみられるミスセンス変異体  

全長(野生型)、ミスセンス変異体(T158M, R306C, E397K)、変異体(R168X)MeCP2の模式図。 a.a., アミノ酸。 

Rett症候群患者においてみられるミスセンス変異体から、メチル化 DNA結合ドメイン(MBD)、転写抑制ド

メイン(TRD)、C末端ドメインそれぞれにおいて代表的なミスセンス変異体を一つずつ作製した。 
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化促進作用をもつかどうかを上記 LIF 条件下と同様の方法で調べた。これまで

の結果と同じように、コントロールの細胞は LIF 条件下のため、多くの細胞が

GFAP陽性のアストロサイトへの分化し、野生型 MeCP2を発現する神経幹細胞

はアストロサイト分化を抑制しつつニューロンへの分化が促進された。興味深

いことに、MBDドメインのミスセンス変異体である T158M、および TRDドメ

インのミスセンス変異体である R306Cはコントロールと同様にアストロサイト

分化が有意に促進され、野生型MeCP2の作用が消失していることが観察された。

一方、C末端ドメインのミスセンス変異体は野生型には劣るが、ニューロン分化

を促進させた(図 11A)。さらに、これらの変異体の核内局在をそれぞれの N末端

に融合した FLAGタグに対する抗体を用いて調べた。野生型MeCP2はドット状

に局在することが確認されたが、MBDドメインのミスセンス変異体(T158M)は、

野生型にみられるドット状の局在が消失していることがわかった(図 11B)。TRD

ドメインのミスセンス変異体(R306C)およびC末端ドメインのミスセンス変異体

(E397K)は野生型と同様のドット状の局在を示すことが観察された。これらの結

果から、MBDドメインのミスセンス変異体は標的メチル化遺伝子に結合できな

いため、野生型の作用を発揮できないこと、TRD ドメインのミスセンス変異体

は標的メチル化遺伝子に結合できるが、野生型の機能に重要な結合因子と正常

な相互作用ができないため、野生型の作用が消失したことが考えられる。 

 

神経幹細胞における MeCP2結合タンパク質の同定  

 上述のミスセンス変異体を用いた解析から、MeCP2の正常な作用に結合タン

パク質が重要な役割を果たしていることが考えられた。そこで、MeCP2による

ニューロン分化促進作用メカニズムをより詳細に理解するために、神経幹細胞

におけるMeCP2結合タンパク質の同定を試みた。コントロールとして GFPのみ

およびMeCP2と GFPを発現する神経幹細胞のタンパク質抽出液を用いて抗

FLAG抗体により FLAG-MeCP2を免疫沈降し、MeCP2結合タンパク質を質量分 
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図 11. レット症候群患者にみられる MBDおよび TRDのミスセンス変異体はニューロン分化を促進

できない。  

(A) コントロールとして GFPのみ、野生型MeCP2と GFP、T158Mと GFP、R306Cと GFP、および E397K

と GFPを発現する組換えレトロウイルスを神経幹細胞に感染させ、 bFGF (1 ng/ml) と LIF (50 ng/ml) 存在下

において4日間培養した。細胞はGFP(緑)、βIII-tubulin (Tuj1, 赤)、FLAG (紫)(上段)、およびGFP(緑)、DCX( 赤)、

GFAP (紫)(下段)に対する抗体を用いて染色した。 (B) FLAG(紫)に対する抗体を用いて染色を行い、野生型

およびミスセンス変異体MeCP2の核内における局在を調べた。 
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析により網羅的に解析した(図 12)。その結果、これまでにMeCP2と結合するこ

とが報告されている Histone deacetylase 2 (HDAC2)、クロマチンリモデリング因

子、CaMKIIに加え、RNA結合タンパク質や転写因子など多くの結合タンパク

質が同定された(表 1)。 

 

MeCP2は in vivo の非神経新生領域においても神経幹細胞のニューロン分

化を促進する  

 BMP2 および BMP4 は成体脳の非神経新生領域において生理的に発現してお

り、神経新生を阻害することが報告されている(Gross et al., 1996; Lim et al., 2000)。

MeCP2が in vitro の実験でBMP2存在下においてもニューロン分化を促進できる

ことを考慮し、次にMeCP2が非神経新生領域として知られる線条体においても

神経幹細胞のニューロン分化を促進できるかどうかを調べた。コントロールと

して GFPのみ、および GFPと MeCP2を発現するレトロウイルスを神経幹細胞

に感染させ、その神経幹細胞を線条体に移植した(図 13A)。移植 1週間後におい

て、 半数以上のコントロール神経幹細胞が GFAP陽性アストロサイトへと分化

した(図 13B および C)。コントロールとは対照的に、MeCP2 を発現する移植神

経幹細胞は劇的にDCX陽性の未成熟なニューロンへと分化した。定量した結果、

コントロール細胞の 59% が GFAP陽性アストロサイトへ、11%が DCX陽性ニュ

ーロンへと分化した。一方、MeCP2を発現する細胞の 10%が GFAP陽性アスト

ロサイトへ、62%が DCX 陽性ニューロンへと分化した(図 13C)。この分化傾向

は移植 2週間後においても同様に観察された(図 15A)。そのため、これらの結果

は MeCP2 が非神経新生領域としてよく知られる線条体においても ニューロン

分化を促進およびアストロサイト分化を抑制することを示している。 

 これまでの報告において、他の非神経新生領域である脊髄に移植した神経幹

細胞もグリア細胞へと分化することが示されている(Cao et al., 2001)。そこで、

脊髄においてもMeCP2の作用が同様に観察されるかどうか調べるため、コント 
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図 12. 神経幹細胞における MeCP2結合タンパク質の同定。  

 (A) 細胞培養とウイルス感染の培養過程の模式図。 (B)結合タンパク質同定までの実験簡略図。(C)  フラミ

ンゴ染色によるタンパク質の検出結果。矢印はMeCP2のバンド位置を示している。 
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表 1  神経幹細胞において同定された MeCP2結合タンパク質  
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図 13. MeCP2を発現する神経幹細胞は線条体においてもニューロンへと分化する。 

(A) 実験の模式図。緑の円は線条体に移植された細胞の領域を表す。(B) GFPのみ、およびMeCP2と GFP

を発現する組換えレトロウイルスを神経幹細胞に感染させ、線条体へ移植した。一週間後、マウスから脳

組織切片を作製し、GFP(緑)、DCX(赤)、GFAP (青)に対する抗体を用いて染色した。Scale bar = 50 µm. (C) (B)

における GFP陽性細胞中の Tuj1- および GFAP-陽性細胞の数を定量した。(mean ± S.D.; t-test, n = 3; *** P < 

0.001 compared with the control)。 
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ロールおよびMeCP2を発現するレトロウイルスを神経幹細胞に感染させ、脊髄

に移植した(図 14A)。移植 1週間後、コントロール細胞の 56%が GFAP陽性アス

トロサイトへ、9%DCX陽性ニューロンへと分化した。コントロールとは対照的

に、MeCP2を発現する移植神経幹細胞の 54%が DCX陽性ニューロンへ、6%の

細胞が GFAP陽性アストロサイトへと分化した(図 14Bおよび C)。この結果は移

植 2週間後においても同様に観察された(図 15B)。したがって、 MeCP2は非神

経新生領域である脊髄においてもアストロサイト分化を抑制しつつ、ニューロ

ン分化を促進できることが示された。 

 

MeCP2は損傷脊髄においても神経幹細胞のニューロン分化を促進する  

 成体哺乳類の中枢神経系の損傷部においては、内在性および移植神経幹細胞

のどちらも大部分がアストロサイトへと分化してしまい、その結果、グリア瘢

痕が形成されることで機能回復が妨げられる。その原因として、損傷部におい

てはアストロサイトへの分化を誘導するような LIFは BMPなどの炎症性サイト

カインの発現が上昇するためであると考えられている。 

これまでの結果から、MeCP2が in vitroおよび線条体や脊髄といった非神経新生

領域のアストロサイト誘導性サイトカイン存在下にも関わらず、MeCP2 は劇的

にアストロサイト分化を抑制し、なおかつニューロン分化を促進させることが

明らかになった。そこで、このMeCP2の作用が中枢神経系の損傷治療に応用可

能かどうかを検討した。生後 15週齢の ICR雄マウスの第 9胸髄に脊髄損傷を施

し、脊髄損傷モデルマウスを作製した。7 日後、損傷部へコントロールとして

GFP のみを発現する神経幹細胞および MeCP2 と GFP を発現する神経幹細胞を

移植した。3週間後にマウスを灌流固定し、脊髄を摘出、凍結切片を作製後、免

疫組織染色により移植細胞の分化傾向を解析した。その結果、コントロールと

して GFPのみを発現している神経幹細胞はこれまでの報告通りほとんどの細胞

が GFAP陽性アストロサイトへと分化した。一方、MeCP2を発現する神経幹細 
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図 14. MeCP2を発現する神経幹細胞は脊髄においてもニューロンへと分化する。 

 (A) 実験の模式図。緑の円は脊髄に移植された細胞の領域を表す。(B) GFPのみ、およびMeCP2と GFPを

発現する組換えレトロウイルスを神経幹細胞に感染させ、脊髄へ移植した。一週間後、マウスから脊髄組

織切片を作製し、GFP(緑)、DCX(赤)、GFAP (青)に対する抗体を用いて染色した。 Scale bar = 50 µm. (C) (B)

における GFP陽性細胞中の Tuj1- および GFAP-陽性細胞の数を定量した。(mean ± S.D.; t-test, n = 3; *** P < 

0.001 compared with the control).  
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図 15. MeCP2を発現する神経幹細胞は非神経新生領域においてもニューロンへと分化する。 (A and B) GFP

のみ、および MeCP2 と GFP を発現する組換えレトロウイルスを神経幹細胞に感染させ、線条体および脊

髄へ移植した。二週間後、マウスから脳組織(A)もしくは脊髄組織(B)切片を作製し、GFP、DCX、GFAP に

対する抗体を用いて染色した。GFP 陽性細胞中の DCX- および GFAP-陽性細胞の数を定量した。(mean ± 

S.D.; t-test, n = 3; *** P < 0.001 compared with the control)。 
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胞においてはアストロサイト分化が顕著に抑制され、60%以上の細胞が double 

cortin(DCX)陽性ニューロンへと分化した(図 16)。これらの結果は、MeCP2 の作

用が中枢神経系の損傷治療に応用できる可能性を示唆している。 
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図 16. MeCP2を発現する神経幹細胞は損傷脊髄においてもニューロンへと分化する。 

 (A) 実験の模式図。成体 ICR マウスに脊髄損傷を施し、脊髄損傷モデルマウスを作製した。7 日後、コン

トロールとして GFPのみを発現する神経幹細胞とMeCP2と GFPを発現する神経幹細胞を損傷部へ移植し

た。3週間後、脊髄を取り出し免疫組織染色を行なった。(B) コントロールである GFPのみを発現する移植

細胞はほとんどが GFAP陽性アストロサイトへ分化した。一方、MeCP2を発現する神経幹細胞はアストロ

サイトへは分化せずに多くの細胞が DCX陽性ニューロンへと分化した。GFP(緑)、DCX(赤)、GFAP (紫)。 

Scale bar = 20 µm. (C) (B)における GFP陽性細胞中の DCX- および GFAP-陽性細胞の数を定量した。(mean ± 

S.D.; t-test, n = 3)。 
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考察  

 MeCP2遺伝子の変異により重度の精神神経疾患である RTTが発症する。MeCP2

は中枢神経系においてはニューロンで高発現しており、遺伝子発現のリプレッ

サーとして機能する。しかしながら、MeCP2の機能不全により RTTの神経系特

異的な表現型が引き起こされる分子メカニズムはほとんど明らかにされていな

い(Chen et al., 2001)。 KishiとMacklis (2004)はMeCP2変異マウスを用いた in vivo

と in vitro の解析から、MeCP2は細胞運命決定というよりは神経細胞の成熟に関

与することを報告した。一方、本研究において、我々は神経幹細胞への MeCP2

の異所的発現が、in vivoと in vitro 双方においてアストロサイト分化を抑制する

だけでなくニューロン分化を促進することを実証した。これらの結果は、特定

の条件においてMeCP2は明らかに神経幹細胞の運命決定を制御する能力をもっ

ていることを示唆している。また、我々は RTT 患者にみられる欠失変異体は野

生型MeCP2に見られるこの二つの作用が失われていることを示した。この発見

は R168X変異体が機能していないことに加え、RTTの病態を一部反映している

ものかもしれない。このことを裏付けるように、RTT 患者においていくつかの

アストロサイト特異的遺伝子の発現が上昇していることが報告されている

(Colantuoni et al., 2001)。さらに、本研究において RTT患者にみられるメチル化

DNA 結合ドメイン(MBD)および転写抑制ドメイン(TRD)のミスセンス変異体も

野生型 MeCP2 の作用が消失していることを明らかにした。MBD ドメインのミ

スセンス変異体(T158M)は野生型でみられる核内のドット状の局在が消失して

いるため、標的メチル化遺伝子に結合できなくなっていることが考えられた。

TRDドメインのミスセンス変異体(R306C)は核内局在が正常なものの、野生型の

ニューロン分化促進作用が失われている。そのため、このミスセンス変異体は

標的遺伝子に結合することはできるが、他のタンパク質との相互作用が欠損し

ているため、野生型にみられる作用を発揮できないことが考えられる。これら
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の結果は、MeCP2が正常な作用を発揮するためにはMeCP2自身が標的遺伝子に

結合することに加え、MeCP2 の正常な複合体形成および結合因子との相互作用

が重要な役割を果たしていることを示唆している。そのためMeCP2の作用メカ

ニズムおよび RTT の分子病態の解明には、MeCP2 標的遺伝子の解析に加え、

MeCP2結合タンパク質を同定することが重要である。 

 Ras-ERK 経路が神経幹細胞のニューロン分化において重要ということが報告

されている(Menard et al., 2002; Paquin et al., 2005)。我々は本研究においてMEK

阻害剤であるU0126がMeCP2のニューロン分化促進とアストロサイト分化抑制

という二重作用を消失させることを示した。このことは、ERK の活性化が少な

くとも部分的にはMeCP2の機能に関与することを示唆している。そのため、他

のタンパク質と機能的複合体を形成するために MeCP2 が ERK によってリン酸

化される可能性が考えられる。MeCP2 のリン酸化修飾については、神経活動に

応答してCaMKII依存的メカニズムにより421番目のセリン残基がリン酸化され

ることに加え、神経活動とは非依存的に 80番目と 229番目のセリン残基がリン

酸化修飾を受けることが示されている(Zhou et al., 2006)。そのため、我々は 80

番目、229 番目、421 番目に位置するそれぞれのセリンをアラニンに置換した 3

つの 1 アミノ酸置換変異体を作製した。しかしながら、これら 3 つの変異体は

野生型MeCP2と同様の二重作用が観察された(data not shown)。 

 本研究では解明されていない重要な疑問として、どのようにMeCP2はアスト

ロサイト分化を抑制しニューロン分化を促進するのかということが挙げられる。

一つの可能性として、MeCP2 は非神経系細胞において神経特異的遺伝子の発現

を抑制する neuron-restrictive silencer factor/RE-1 silencing transcription factor 

(NRSF/REST)のような神経分化抑制因子の発現を抑制することが考えられる

(Chong et al., 1995; Schoenherr and Anderson, 1995)。また、 プロニューラル basic 

helix-loop-helix (bHLH)転写因子である neurogenin1 (NEUROG1)はアストロサイ

ト特異的遺伝子から, CREB binding protein (CBP)-Smad1複合体を隔離すること
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に加え、アストロサイト分化に必須な STATの活性化を阻害することにより gfap

の転写を抑制することが示されている(Sun et al., 2001)。したがって、Neurog1 の

ようなプロニューラル bHLH 遺伝子の発現がいくらか誘導され、その遺伝子産

物が MeCP2と協調して機能している可能性がある。 最近、MeCP2が視床下部

において転写活性化因子である cAMP responsive element binding protein (CREB)

と相互作用し、その結果MeCP2が転写活性化因子として機能できるという報告

がなされた(Chahrour et al., 2008)。CREBは ERKによってリン酸化されることが

示されている(Brami-Cherrier et al., 2005)。そのため、MeCP2はリン酸化された

CREB と結合しアクチベーターとして機能しているかもしれない。このことは

MeCP2 を介した神経幹細胞からニューロンへの分化が MEK 阻害剤である

U0126 により消失した理由を説明できる可能性がある。本研究において質量分

析を用いた MeCP2 結合タンパク質の解析から、これまで MeCP2 と結合するこ

とが報告されている HDAC2やクロマチンリモデリング因子、上述の CaMKIIが

同定された。このことは本研究の実験方法により、少なくとも一部の機能的な

MeCP2 複合体および結合タンパク質を検出できていることを示している。しか

しながら、当研究では上述の CREB は検出されなかった。この理由として、こ

れまでCREBはニューロンにおいて発現および機能することが報告されており、

神経幹細胞では発現量が少ないため検出されなかった可能性や、神経幹細胞で

は CREBに代わる因子がMeCP2と相互作用している可能性が考えられる。我々

の研究から、MeCP2 の新規結合タンパク質として、ZEB1、ZEB2といった転写

因子や RNA結合タンパク質である DDX5、DDX17などが同定された。ZEB2は

smad に結合することで TGF-β/BMP シグナルを阻害することや、ZEB2 遺伝子

の変異は精神遅滞や小頭症を呈するMowat-Wilson症候群を引き起こすことなど

が報告されている(Verschueren et al., 1999; Wakamatsu et al., 2001)。また、胎生期

の背側終脳において ZEB2 を conditional-knockout すると海馬や脳梁形成に異常

をきたすことも示されている(Miquelajauregui et al., 2007; Verschueren et al., 1999)。
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MeCP2 も神経幹細胞において BMP シグナルを阻害するような作用をもつこと

や、Mowat-Wilson症候群が Rett症候群と一部類似した臨床症状を示すことなど

から、ZEB2がMeCP2の正常な機能に重要な役割を果たしている可能性がある。

また、RNA結合タンパク質であるDDX5やDDX17はヒトDroshaの large complex

の構成因子であり特定の micro RNA(miRNA)のプロセシングに関与すること、

p53 と相互作用することで DNA 損傷に応答した miRNA のプロセシングを促進

することなどが報告されている(Fukuda et al., 2007; Suzuki et al., 2009)。これらの

報告から、MeCP2 は miRNA のプロセシングを制御し、ニューロン分化を促進

するような成熟miRNAの発現を誘導することで神経幹細胞からニューロンへの

分化を促進することが考えられる。 これまで、MeCP2 の機能不全により RTT

のような表現型が引き起こされる分子メカニズムはほとんどわかっていない。

MeCP2 は結合因子を変えることにより多様な機能を発揮することが明らかにな

りつつあり、これまでに報告されていない未知の機能が RTT の病態に深く関与

している可能性がある。本研究によって明らかとなったMeCP2のアストロサイ

ト分化阻害およびニューロン分化促進作用はこれまで全く報告されていなかっ

たMeCP2の新規作用である。RTT患者に見られるいくつかの変異体はこの作用

を失っていることから、本研究で行なわれた実験系は今後MeCP2の機能を解析

する上で有用なものになると考えられる。今後、このMeCP2の作用メカニズム

が解明されれば、RTTの病態解明につながることが期待できる。 

 損傷を受けた哺乳類の中枢神経系は自発的回復能力が非常に乏しいことが知

られているので、神経幹細胞は神経変性疾患や中枢神経系の損傷に対する治療

を目指した細胞補充療法のための有望な供給源として考えられている。アスト

ロサイト分化を促進する LIFや BMPなどの炎症性サイトカインは中枢神経系の

損傷部において発現が上昇する(Nakamura et al., 2003; Setoguchi et al., 2004)。損傷

に応答して成体の神経幹細胞は増殖するが、それらの新しく産生された細胞の

大部分はアストロサイトへと分化する(Johansson et al., 1999; Namiki and Tator, 
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1999)。また、損傷した中枢神経系に外来性の神経幹細胞を移植しても同様に大

部分の細胞はアストロサイトへと分化してしまう (Ogawa et al., 2002; Vroemen et 

al., 2003)。このニューロン分化を犠牲にした神経幹細胞からアストロサイトへの

分化 は再生医療における主な障壁の一つと考えられている。成体の中枢神経系

におけるグリア新生に傾いた環境は LIFや BMPのような内因性環境因子によっ

て支配されていると考えられている。そのため、機能回復のための重要な鍵は

内在性あるいは移植神経細胞のアストロサイト分化を抑制し他の細胞系譜へと

分化促進させるような手段である。本研究において、我々は in vitroおよび線条

体や脊髄といった非神経新生領域のアストロサイト誘導性サイトカイン存在下

にも関わらず、MeCP2 は劇的にアストロサイト分化を抑制し、なおかつニュー

ロン分化を促進させることを明らかにしている。このことは、損傷した中枢神

経系においてもMeCP2は神経幹細胞の運命決定を制御できる事とそれによって

機能回復を改善することができる可能性を示唆している。 実際にMeCP2を発現

する神経幹細胞を損傷脊髄に移植した結果、これらの移植細胞はアストロサイ

トへは分化せずにニューロンへと分化することを見いだしている。今後は

MeCP2 を発現する神経幹細胞の移植が機能回復に寄与できるのかどうかを調べ

る必要がある。 

 脊髄損傷モデルラットを用いた研究において、移植前の神経幹細胞に Neurog2

を導入することにより、アストロサイト分化を抑制し、機能回復を改善したと

いうことが報告されている(Hofstetter et al., 2005)。しかし、発生においては

Neurog2 の発現は一過的であり、ニューロンが成熟するにつれてその発現は減少

していく。したがって、Neurog2 の持続的発現は予期しない副作用が引き起こさ

れる可能性がある。一方、MeCP2 タンパク質量はニューロンの成熟に伴って上

昇し、成熟ニューロンにおいてもその発現は維持される(Kishi and Macklis, 2004)。

そのため、神経幹細胞へのMeCP2遺伝子の導入は予想外の副作用が Neurog2よ

りも少ないと考えられる。しかしながら、MeCP2 の発現量は正常な神経機能に
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重要ということや(Chao et al., 2007)、MeCP2遺伝子を過剰発現するトランスジェ

ニックマウスは RTT にみられるような神経機能障害を示すことが報告されてい

る(Collins et al., 2004)。したがって、神経機能の最適な制御を達成するためには、

神経幹細胞においてMeCP2発現量を制御することが必須である。  

 結論として、本研究における発見は神経幹細胞からニューロンへの分化を誘

導する新規の有望な手段を示した。今後、本研究によりMeCP2の作用機序が解

明されれば、中枢神経系の発生異常による疾患の解明や障害された中枢神経系

の神経幹細胞を用いた再生治療法の開発のみならず、エピジェネティクス機構

の普遍性から全ての器官・組織における再生治療法の開発および様々な神経疾

患の新規治療法開発にも非常に有用なものとなる可能性を秘めている。 
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図 17. MeCP2はアストロサイト誘導性条件下においてもニューロン分化を促進する。  

 通常の神経幹細胞はアストロサイト誘導性サイトカイン条件下や非ニューロン新生領域に移植した場合、

アストロサイトへの分化が誘導されるが、神経幹細胞にMeCP2を発現させると上記のようなアストロサイ

ト誘導性条件下においてもアストロサイト分化が抑制され、かつニューロン分化が促進される。このMeCP2

の作用は Ras-ERK経路を阻害すると消失する。 
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