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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

 研究開発代表者による報告の場合 
 
和文 
研究開発の目的及び内容 

生後の私たちの体を作っている大部分の細胞は終末分化を迎え、細胞周期から逸脱した(post-mitotic

な)細胞として、長期にわたりその細胞形質を維持したまま存在し機能している。これらの細胞でのエピ

ゲノム制御の可塑性がどのくらいあるのか、エピゲノム情報はどのくらい塗り替えられ得るのかが明ら

かになれば、エピゲノム情報を任意に変える技術の将来性がより明確なものとなる。そこで、本課題で

は、２つの観点から、エピゲノムの可塑性に迫る。研究項目１．モデルマウスによる治療基盤の検証研

究では、マウスの脳細胞をモデルとして、エピゲノム情報の可塑性がどれほどあるのか、特に

post-mitotic な細胞における実体を明らかにし、エピゲノム制御不全による表現型がどこまで後天的に

相補可能であるかを検討する。具体的には、ヒトの遺伝性疾患の１つ Kleefstra 症候群(KS)の原因遺伝

子として知られるヒストンメチル化酵素 GLP/EHMT1 を欠損させたマウス(GLP△/+マウス)をモデルとし、

GLP が制御しているヒストンメチル化の制御不全が後天的に回復可能か、検討する。その結果、この不全

により引き起こされている脳機能不全も後天的に回復可能か、検証する。本研究の最終到達点は、エピ

ゲノム制御不全に起因する疾患において、エピゲノムの可塑性を利用した可逆的治療が本当に成立しう

るのかを遺伝学的に検証することにある。そのため、研究項目２．治療対象候補としてのヒト疾患患者

の同定研究として、精神神経活動の不全を伴う様々な患者リソースの中から、治療対象となりうるヒス

トンメチル化制御に関わる因子の遺伝子が欠損・変異している患者を同定しておく。 

 
研究成果 

研究項目１．モデルマウスによる治療基盤の検証研究 

・生後３週齢において、GLPヘテロKOマウスの前脳のneuron特異的に外来性のFlag-GLPの発現を誘導し、そ

の後GlpヘテロKOマウスの行動異常の表現型が改善するか検討した。その結果、３週齢からの相補では、行動異

常（活動能の低下）の表現型が不完全ではあるが改善すること、脳内のいくつかの表現型も相補されていることが

観察された。（眞貝、平澤） 
・GLPヘテロKOマウスに於いて、胎児期から脳で特異的に外来性のFlag-GLPの発現を誘導させるために、

Nestin-Cre TGとCAG-lox-stop-lox-Flag-GLP TGとを持たせたマウスとGLPヘテロKOマウスを掛け合わせて、
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相補実験を行った。その結果、Nestin-Cre TGとCAG-lox-stop-lox-Flag-GLP TGを持ったGLPヘテロKOマウ

スでは、行動異常の表現型ならびに脳内の表現型はいずれも相補されることが明らかとなった。つまり、KSモデル

としてのGLPヘテロKOマウスの表現型は脳におけるGLPの発現低下により引き起こされていることが証明された。

（眞貝、平澤） 
 
研究項目２．治療対象候補としてのヒト疾患患者の同定研究 
・解析対象サンプルサイズを拡大し、EHMT1 & 2, WIZ, SETDB1, SUV39H1 & 2, KDM3A, KDM3B, 
PHF8の合計9遺伝子を対象に、MIP (Molecular Inversion Probe)法を用いて網羅的かつ大規模な変異検

索を行った。MIPによって検出した変異は、サンガー法によって確認した。その結果、自閉症特異的なア

ミノ酸変異として、計29個の変異を見出した。これらのうち、20個はこれまで報告されたこのない、新規

の変異であった。これらの情報は、自閉症の病理をヒストンのメチル化の観点から考察するために有用な

材料となる。（吉川） 
・Histone methylation を制御する EHMT1の変異を原因とする Kleefstra症候群をゲノムスクリーニング

により新たに 2例検出した。（黒澤） 
 
英文 

Most of the terminally differentiated cells in our body exit from the cell cycle and maintain their 
cellular identities for a long time. However, it is not much known about how much epigenetic 
regulation is plastic in these terminally differentiated cells or their epigenome information can be 
re-writable. If these problems can be addressed, it is more confident that how much we can control 
epigenome. The aim of this project is to challenge the plasticity of epigenetic regulation tackled by 
the following two approaches, I) proof of principle studies of reversible epigenome therapy, II) 
screening of the mental disorder patients possessing disease specific epigenetic gene mutations. 
 
Sub-project I: Studies of Kleefstra syndrome model animal, GLP+/- mice--proof of principle studies of 
the reversible epigenome therapy 
・Abnormal behavior of GLP+/- mice was partially rescued by induction of Flag-tagged GLP expression 
at 3 weeks old. Furthermore, some of the brain phenotypes were also complemented in these mice. 
(Shinkai and Hirasawa) 
・Both the behavior and brain phenotypes of GLP+/- mice were completely rescued by brain specific 
induction of Flag-tagged GLP expression from the embryo stage, demonstrating that the phenotypes 
of GLP+/- mice as a Kleefstra syndrome model animal are induced from the insufficient expression of 
GLP in brain. (Shinkai and Hirasawa)  
Sub-project II: screening of the mental disorder patients possessing disease specific epigenetic gene 
mutations  
・In 2016, we have expanded sample sizes for both control and ASD (autism spectrum disorders) 
groups, and performed re-sequencing analyses of a total of 9 genes relevant to histone H3K9 
methylation/demethylation, which included EHMT1/GLP & EHMT2/G9a, WIZ, SETDB1, SUV39H1 
& 2, KDM3A, KDM3B and PHF8 genes. We have identified 29 missense mutations that are specific to 
ASD. Among them, the 20 mutations are novel ones. These data should be helpful for the 
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understanding of pathophysiology of ASD from the point of epigenetic histone modification. 
(Yoshikawa) 
・We diagnosed additional two patients with Kleefstra syndrome caused by the novel mutations in 
EHMT1 encoding a histone methyltransferase. (Kurosawa) 
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Glp ヘテロ KO マウス脳内で増えていたミクログリア細胞の数が WT レベルに戻ること、数だけではなく活
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性化状態も抑制されていることが観察されたことから、脳内環境の改善に一定の効果があることが示され

た。平成 28 年度はさらに早期の生後 3 週齢の post-mitotic neuron 特異的に GLP の発現を誘導すること

でこの処理がGlp ヘテロKOマウスの行動を相補し、更に脳内のスパイン数の増加など効果が認められ、

生後治療の可能性に期待が持てる成果となった。ミクログリアが単に損傷や疾患における指標ではなく神

経活動を制御していることは既に報告があるが、すでに異常を起こした神経細胞の回復に関与している

知見は新しく、新奇性がある成果となった。 

平成 29 年度は１）生後３週齢より早期に外来性 GLP の発現を誘導することでよりシナプス数などの神

経機能の効果があるか？（いつから相補治療を行うべきか？）２）行動不全と脳内の表現型の特徴として

みられるミクログリアの活性化との関係を明らかにする。３）ミクログリアの活性化からミクログリアの活性阻
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