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研究成果の概要（和文）：本研究では過成長をきたす先天奇形症候群の原因について、大脳皮質を形成する神経幹細胞
の細胞分裂動態を中心に解析しようと試みた。具体的には、Sotos症候群の原因遺伝子NSD1蛋白の発現量を神経幹細胞
でのみ減少可能な遺伝子改変マウスを作成しようとしたが、実施期間中に完成させることができなかった。今後、ゲノ
ム編集技術など別の方法を用いて遺伝子改変マウスを作成する計画を進めている。

研究成果の概要（英文）：A purpose of this research is to elucidate potential roles of histone methylation 
on cell cycle kinetics of neuronal progenitor cells. In detail, we have attempted to generate transgenic 
mice that would be capable of decreasing expression level of NSD1 protein, a causative protein for 
overgrowth syndrome Sotos syndrome, by applying RNA interference (RNAi) strategy in vivo. However, we 
were unable to obtain functional transgenic mouse lines during the research period, suggesting that RNAi 
might not be the appropriate method to generate the mice. We are planning to generate transgenic mouse 
lines using genome editing technique.
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１． 研究開始当初の背景 
 
高次脳機能の獲得はヒト中枢神経発達の

中でも最重要項目である。高次脳機能の中枢
である大脳皮質の発生は、遺伝情報により規
定されたプログラムに従って進行しつつ、遺
伝要因や環境因子により直接的・間接的に影
響を受けることが想定されている。神経幹細
胞から前駆細胞を経て幼若な神経細胞が産
生される過程は、大脳皮質を構成するニュー
ロンとグリアおよび興奮性ニューロンと抑
制性ニューロンについて、それぞれ数のバラ
ンスや分布パターンがおおかた決定される
極めて重要なステップである。この時期の正
常発生メカニズムを解明し、さらに発生異常
の原因となりうる種々の因子の関与様式に
ついて検討することは、小児における高次脳
機能障害の病態解明、予防・治療法開発に不
可欠と考える。 
これまで発達遅滞に対して有効な治療法

は存在しないと考えられてきたが、精神発達
遅滞の重要な原因としてエピジェネティッ
クな異常、すなわち DNA 塩基配列の変化を伴
わない遺伝子発現メカニズムの異常が、中枢
神経異常を合併する先天奇形症候群の病態
メカニズムとして注目されている。真核生物
の核内においては、DNA はヒストンタンパク
にまきつく形でクロマチン構造をとり、ヒス
トンの化学的修飾（アセチル化、メチル化、
リン酸化）によりクロマチンの三次元構造が
変化することで、クロマチンにまきついてい
るDNAの転写活性に変化を生じると考えられ
ている。これらの転写活性の変化は塩基配列
に非依存的に生じることからエピジェネテ
ィクス機構の主要なメカニズムと想定され
る。 
 本研究では過成長・悪性腫瘍の合併・精神
発達遅滞・先天性心疾患や腎尿路の異常を特
徴とする先天異常症候群の一つである Sotos
症候群に着目した。Sotos 症候群はヒストン
メ チ ル 基 転 移 酵 素 活 性 （ histone 
methyltransferase, HMT）を持つ NSD1 遺伝
子のヘテロ変異により発症することから、そ
の発症にはメチル化ヒストンの異常な減少
が関係していると考えられる。具体的には、
NSD1 はヒストン H3 の 36 番目リジン残基
（H3K36）およびヒストン H4 の 20 番目リジ
ン残基（H4K20）へメチル基を特異的に転位
し、一方 H3K36 の脱メチル化は Jhdm1b 型ヒ
ストンリジン脱メチル酵素によって触媒さ
れる。Jhdm1b は細胞周期の調節を担う重要分
子であることから、NSD1 の機能異常が細胞周
期調節機構を破たんさせることで神経細胞
数を異常に増加させる結果、大頭症や頭囲の
過成長、生後の高い腫瘍発生率につながる可
能性が高い。 
申請者は 2005 年より「ヒストンアセチル

化状態が神経幹細胞の分裂調節に重要な機
能を持つのではないか」との仮説のもと研究
を開始し、大脳皮質を形成する神経幹細胞内

のヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）の発現
量が神経細胞産生過程が進むにつれて変動
することや、特定のリジン残基特異的なヒス
トンアセチル化状態が変化することを見出
した（三橋ら、投稿中）。さらに特定のヒス
トン脱アセチル化酵素を強制発現すること
で、産生される神経細胞数が増加し皮質構築
に異常を生じることが判明している（三橋ら、
投稿中）。近年の研究でヒストンアセチル化
とメチル化が初期の想定以上に密接に関連
していることが示されていることを鑑みる
と、エピジェネティクス機構を担うメカニズ
ムの一つであるヒストンメチル化の異常に
より神経幹細胞の細胞分裂動態が破たんし、
大脳皮質発生プログラムに異常を生じる可
能性がある。 
上記仮説の傍証として、近年原因が判明し

た多くの大脳皮質形成異常を伴う先天奇形
症候群においてヒストンメチル化あるいは
アセチル化異常が関与することが明らかと
なっている。具体的には Kabuki 症候群（ヒ
ストンメチル基転移酵素 MLL2 遺伝子）、
Rubinstein-Taybi 症候群（ヒストンアセチル
化酵素CBP遺伝子）、Young-Simpson症候群（ヒ
ストンアセチル化酵素 KAT6B (MYST4/MORF)
遺伝子）などがあり、大脳皮質発生において
エピジェネティック機構が重要な役割を担
っている点を強く示唆している。 
 
２． 研究の目的 
 
 本研究では、神経幹細胞特異的に NSD1 タ
ンパク発現量を減少させることで神経幹細
胞の細胞分裂動態の異常とそれらから形成
される大脳皮質構築異常を解析し、Sotos 症
候群の病態発現メカニズムを解明すること
を目標に実施した。NSD1 タンパク発現を減少
させるモデルマウスをRNA干渉と子宮内電気
穿孔法とを組み合わせることで作成し、神経
幹細胞の細胞分裂動態に与える影響の解析
を試みた。またその結果として大脳皮質にど
のような異常を生じるのかについて解析し、
Sotos 症候群に認められる大頭症、過成長の
原因が神経幹細胞の分化誘導の異常で説明
可能であるかについて検討を試みた。 
 

 

図１ 大脳皮質の発生



３．研究の方法 
 
(1) NSD1遺伝子に対するRNA干渉を生じるプ

ラスミドの作成 
 
NSD1 タンパク発現量を減少させることが

可能なマイクロ RNA（miRNA）を以下の方法で
設計した。オンラインの RNAi Designer（Life 
Technologies 社）を使い、NSD1 遺伝子のコ
ーディング配列特異的にRNA干渉を起こすこ
とが想定される配列を複数同定した。それら
をもとに相補的な DNA 配列を合成し、
pcDNA6.2-GW/EmGFP-miR プラスミド（図２ 
1．）に挿入した（pcDNA-NSD1RNAi）。本プラ
スミドはCMVプロモータを持つことから哺乳
類細胞において RNA を発現可能である。プラ
スミドを培養細胞（PC12）にトランスフェク
トし、NSD1 タンパクの発現量が減少するかを
ウエスタンブロット法で確認した。確認後、
テトラサイクリン応答エレメント（TRE）下
に 挿 入 し た プ ラ ス ミ ド を 作 成 し た
（pTRE-NSD1RNAi）。 
 
(2) 子宮内電気穿孔法による pTRE- NSD1RNAi

の神経幹細胞への投与 
 
pTRE-NSD1RNAi プラスミドを胎生 12-16 日

のマウス胎児側脳室周囲の神経幹細胞に以
下の子宮内電気穿孔法により投与した。まず
妊娠マウスにペントバルビタールを腹注し
て全身麻酔状態とし、マウスを仰向けに寝か
せ腹部を 70％エタノールで消毒した。腹部の
皮膚を正中線に沿って 2 cm ほど切開し、腹
壁を白線に沿って切開する。中央に穴があい
た滅菌ガーゼをあてがい子宮角を腹腔外に
露出させる。ガラスキャピラリーよりプラー
で作成したインジェクション針を用いて胎
児側脳室に上記プラスミド溶液（2.5 μg/μ
l、インドシアニングリーンで着色）を 1-2
μl 注入した（図２ 2．）。滅菌された専用電
極で胎児頭部に電気パルスを加えた（図２ 
2．）。すべての胎児を処置後、腹壁をナイロ

ン糸で抱合し、皮膚切開部をステープラーで
閉鎖した。覚醒するまで体温が下がらないよ
う注意して観察し、覚醒後SPF環境で飼育し、
1-2 日後に以下の実験に供した。 
 
(3) BrdU を用いた Cumulative Labeling 法に

よる細胞周期各相の測定 
 
午前 9 時から DNA 合成（S）期のトレーサ

ーBrdU を母マウスに腹注した。胎児前脳を摘
出、4％パラフォルムアルデヒド（PF）で固
定後パラフィン包埋し、厚さ 4 μmの連続冠
状断切片を作成した。抗 BrdU 抗体（AbD 
Serotec 社）、抗 GFP 抗体を用いた免疫組織化
学染色後、神経幹細胞のうち BrdU 陽性細胞
の割合（Labeling Index、LI）を計測した。
LI の増加率から神経幹細胞の細胞周期長を
計算し、NSD1 タンパク発現量の減少が神経幹
細胞の細胞周期調節に与える影響の解析を
試みた｡ 
 
４．研究成果 
 
研究実施計画に従い、NSD1 遺伝子に対する

RNA 干渉を生じる pTRE-NSD1RNAi プラスミド
を 5 種類作成した。プラスミドを培養細胞
（PC12）にトランスフェクトし、それらのう
ち一つが NSD1 タンパクの発現量の減少させ
うることをウエスタンブロット法で確認し
た。 
そこで本プラスミドを子宮内電気穿孔法

により神経幹細胞へ投与し、NSD1 タンパク減
少による細胞分裂動態への影響を解析しよ
うと試みた。しかし、別研究（CBP タンパク
を神経幹細胞において減少させる研究）より
子宮内電気穿孔法自体が胎児発生中大脳壁
内のアポトーシスを増加させる傾向を認め
たことから、神経幹細胞の細胞分裂動態を正
しく解析できない可能性が生じた。そこで、
pTRE-NSD1RNAi プラスミドを元にトランスジ
ェニックマウスの作成を試みた。具体的には、
作成済みであったpTRE-NSD1RNAiプラスミド
をもとに TRE-NSD1RNAi トランスジェニック
マウスを作成した。本トランスジェニックマ
ウスは、tetO を含むテトラサイクリン応答エ
レメント（TRE）の制御下で、rtTA・ドキシ
サイクリン共存下で NSD1RNAi 転写産物を発
現する。神経幹細胞特異的な発現が知られて
いる nestin タンパクの転写調節領域制御下
で rtTA を発現する nestin-rtTA トランスジ
ェニックマウスと上記 TRE-NSD1RNAi トラン
スジェニックマウスを交配し、ドキシサイク
リンを母親に投与することで、特定の時期に
神経幹細胞にのみ NSD1 タンパクを減少させ
ることが理論的に可能である。 
しかし、受精卵へのマイクロインジェクシ

ョン法により作成を試みたが、TRE-NSD1RNAi
トランスジェニックマウスを1ラインしか得
ることができなかった。さらに、得られた 1
ラインのオスマウスをメスのnestin-rtTAト

図２ 研究の流れ 
1. NSD1タンパク発現をRNA干渉で減少さ

せることが可能なプラスミドを作成す
る。 

2. プラスミドを子宮内電気穿孔法で胎児
側脳室周囲の神経幹細胞に取り込ませ
る。 

3. 神経幹細胞の細胞分裂動態を解析す
る。 



ランスジェニックマウスと交配し、胎生 12
日の胎児を孕む母マウスにドキシサイクリ
ンを 2日間経口投与、胎児を摘出の上大脳壁
からタンパクを抽出して NSD1 に対するウエ
スタンブロット解析を行ったが、NSD1 タンパ
クを減少させることができなかった。 
原因として、何等かの理由で NSD1RNA1i 転

写産物が非誘導的に発現し、NSD1 タンパク発
現量の減少が受精卵の発生に悪影響を与え
た可能性、ゲノムに挿入された NSD1RNA1i フ
ラグメントが発生に重要な遺伝子発現を何
等かのメカニズムで障害した可能性などが
考えられた。 
今後別の方法で仮説検証可能な遺伝子改

変マウスを作成する計画を進めている。 
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