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    再活性化に関する研究

学位論文内容の要旨

  ゲノム刷り込み現象とは親由来により遺伝子の発現が異なる現象であり、刷り込み遺伝子は父ある

いは母由来の遺伝子のみが発現する。ゲノム刷り込みの異常は先天性疾患や癌などの発生に関与して

bヽ る。

  Prader-Willi症候群(PWS)とAngelman症候群(AS)はゲノム刷り込み現象が発症機序に関連し

ている代表的疾患である。第15番染色体長腕11－13(15qllーq13)には父性発現遺伝子SNURF-SNRPN、

IPW. NDN、MKRN3、母性発現遺伝子UBE3Aなど複数の刷り込み遺伝子が存在する。PWSは15qll

- q13領域の父性発現遺伝子の、ASは母性発現遺伝子の機能喪失により起こる。それぞれ約70％の

症例でPWSでは父由来の15qll―q13に欠失を、ASでは母由来の同領域に欠失を有する。PWSは新

生児期から乳児期にかけての筋緊張低下、成長障害、乳児期以降の過食に伴う高度の肥満、精神遅滞、

性腺機能低下、低身長などを特徴とする疾患であり、ASは重度の精神遅滞、失調性歩行、てんかん

などを特徴とする疾患である。

  ゲノム刷り込み現象の分子機構としてDNAメチル化、ヒストン蛋白のアセチル化、クロマチン構

造などのエピジェネティクスが重要な役割を果たしている事が知られている。15qll - q13領域にお

いても親由来による違いが明らかにされており、SNURF-SNRPNのプロモーター領域は、活性である

父由来対立遺伝子ではDNAは完全に脱メチル化されており、ヒストンH3、H4は高アセチル化状態

であり、不活性である母由来対立遺伝子ではDNAはメチル化され、ヒストンH3、H4は低アセチル

化状態である事が報告されている。

  PWSでは不活化された母由来遺伝子が存在しており、これらの刷り込み遺伝子を再活性化するこ

とが出来れぱ疾患の治療に結びっく可能性が考えられる。Saitohらは欠失型PWS患者リンパ芽球を

DNAメチル基転移酵素阻害剤である5-azadeoxycytidine(5 -aza-dC）で処理しSNURF-SNRPNの再活性化

が可能であることを報告している。今回、刷り込み遺伝子の再活性化におけるDNAメチル化、ヒス

トンアセチル化の役割を明らかにする目的で、5-aza-dCに加えヒストン脱アセチル化酵素阻害剤

Trichostatin A(TSA)を投与し刷り込み遺伝子の発現（再活性化）、DNAメチル化、ヒス卜ンアセチル化

の変化を検討した。ヒ卜リンパ芽球に加え、15qll－q13領域に相同であるマウス7Cに欠失を有する

PWSモデルマウス線維芽細胞を用い比較検討した。
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  く材料・方法冫

  ヒト細胞は15qll - q13領域に欠失を有するPWS患者及び正常対照リンパ芽球、マウス細胞はPWS

モデルマウス、ASモデルマウス、正常対照マウス線維芽細胞を用いた。薬剤処理は薬剤なし、5-aza-dC

のみ、5 -aza-dCとTSA、TSAのみの4種類で行った。刷り込み遺伝子及び対照遺伝子に関し、遺伝

子発現はRT-PCR、DNAのメチル化はメチル化PCR、ヒス卜ンアセチル化はクロマチン免疫沈降法

で解析した。

  く結果冫

  PWS患者リンパ芽球では5-aza-dC処理でSNURF-SNRPN. NDNの発現が誘導されたが、TSA処理

では発現の増加を認めなかった。両者の併用では5 -aza-dC処理と比べて発現の増加は認められなかっ

た。5-aza-dC処理でISM沢卩SN剛Wの脱メチル化が誘導されたが、TSA処理では脱メチル化されなか

った。両者の併用では5‐aZa‐dC処理と比べて差はなかった。5‐azaニdC処理で馴〔珊卩田´R剛のヒスト

ンH4のアセチル化増加を認めたが、H3のアセチル化の変化はなかった。TSA処理ではいずれも変

化がなかった。MDNでは逆に5‐aZa一dC処理でアセチル化の減少を認め、TSA処理ではH4のアセチ

ル化 は増加し ていた。 ＾イ緻Mヨ ではいず れの薬剤処 理でも変化ははっきりしなかった。

  PWSモデルマウス線維芽細胞では5‐aZa‐dC処理で跏“ゲ跏′リ、A紡2の発現増加を認めたが、ヒト

の変化と比べると明らかではなかった。ヒ卜と同様にTSA処理で発現の増加はなく、両者の併用で

も5｜aZa‐dC処理と比べて発現の増加は認められなかった。ル匁m3は両者併用時のみ軽度の発現増加を

認めた。5‐aZa‐dC処理で跏“ザ跏′ぴの脱メチル化が誘導されたが、TSA処理では脱メチル化されな

かった。両者の併用では5‐aza‐dC処理と比べて差はなかった。5‐aZa‐dC処理で跏“炉勵′ぴ、朋灯門3

のヒス卜ンアセチル化の増加を認めたが、Mねでは変化ははっきりしなかった。TSA処理で朋枷3、

N珈のヒス卜ンアセチル化の増加を認めたが、跏甜ゲ跏ゼ’″では増加がわずかであった。すべての刷り

込み遺伝子で両者の併用で単独処理に比べ若干アセチル化の増加を認めた。ヒス卜ンH3とH4でア

セチル化の変化はほば共通していた。

  く考案＞

  PWS患者リンパ芽球において5‐aZa．dC処理で胤珊卩恥侃PMMWが再活性化することが認めら

れた。しかし、TSA単独ではいずれの刷り込み遺伝子の再活性化も得られず、両者の併用でも5‐aZa‐dC

処理と比べて差がみられなかった。この結果はマウス細胞を用いた実験結果と基本的には共通してい

た。これらの結果はPWSの責任染色体領域における刷り込み遺伝子の発現制御には、ヒストンのア

セ チ ル 化 よ り も DNAメ チ ル 化 が よ り 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る 可能 性 を示 唆 す る。

  ヒストンアセチル化の変化に関しては、刷り込み遺伝子ごとに振る舞いが異なり、各遺伝子でアセ

チル化の機序または程度が異なる可能性が考えられた。しかし、ヒストンアセチル化増加のみでは刷

り 込 み 遺 伝 子 の 活 性 化 に は 不 十 分 で あ る 事 は ヒ ト と マ ウ ス で 共 通 し て い た 。

  SM胴卩馴RP．N、跏“ゲ跏謦wは他の刷り込み遺伝子に比べTSA処理でアセチル化の変化がほとん

どなかった。SM珊卩｜甓MZPNのCpGアイランドは15q11－q13の刷り込みを制御する刷り込み中心と

重なっており、クロマチン構造が他の部分と異なっている可能性が指摘されており、今後詳細なクロ
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マチン構造の解析が必要であると考えられた。

  ヒトリンパ芽球、マウス線維芽細胞において、5 -aza-dC処理により刷り込み遺伝子の再活性化が得

られた。今後は疾患の治療を目標にモデルマウスを用いた個体レベルでの評価が課題である。
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

Prader・Willi症候群関連ゲノム刷り込み遺伝子の

    再活性化に関する研究

  ゲノム刷り込み現象とは親由来により遺伝子の発現が異なる現象であり、刷り込み遺伝子

は父あるいは母由来の遺伝子のみが発現する。ゲノム刷り込みの異常は先天性疾患や癌など

の発生に関与している。

  Prader-Willi症候群(PWS)とAngelman症候群(AS)はゲノム刷り込み現象が発症機序

に関連している代表的疾患である。15qll・q13には父性発現遺伝子SN URF~SNRPN、NDN、

MKRN3、母性発現遺伝子UBE3Aなど複数の刷り込み遺伝子が存在し、PWSは父性発現遺

伝子の、ASは母性発現遺伝子の機能喪失により起こる。

  PWSは新生児期から乳児期にかけての筋緊張低下、成長障害、乳児期以降の過食に伴う

高度の肥満、精神遅滞、性腺機能低下、低身長などを特徴とする疾患であり、ASは重度の

精神遅滞、失調性歩行、てんかんなどを特徴とする疾患である。

  ゲノム刷り込み現象の分子機構としてDNAメチル化、ヒストン蛋白のアセチル化、クロ

マチン構造などのエピジェネティクスが重要な役割を果たしている事が知られている。

  PWSでは不活化された母由来遺伝子が存在しており、これらの刷り込み遺伝子を再活性

化することが出来れば疾患の治療に結びっく可能性が考えられる。Saitohらは欠失型PWS

患者リンパ芽球をDNAメチル基転移酵素阻害剤5-aza-dCで処理しSNURF-SNRPNの再活

性化が可能であることを報告している。今回、刷り込み遺伝子の再活性化におけるDNAメ

チル化、ヒストンアセチル化の役割を明らかにする目的で、5 -aza-dCに加えヒストン脱アセ

チル化酵素阻害剤TSAを投与し刷り込み遺伝子の再活性化、DNAメチル化、ヒストンアセ

チル化の変化を検討した。ヒトリンパ芽球に加え、I5qll－q13領域に相同であるマウス7C

に欠失を有するPWSモデルマウス線維芽細胞を用い比較検討した。

  薬剤処理は薬剤なし、5-aza-dCのみ、5-aza-dCとTSA、TSAのみの4種類で行った。刷り

込み遺伝子及び対照遺伝子に関し、再活性化はRI、‐PCR、DNAのメチル化はメチル化PCR、

ヒストンアセチル化はクロマチン免疫沈降法でヒス卜ンH3、H4のアセチル化にっいて解析

した。  －657―
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  PWS患者リンパ芽球において5-aza-dC処理でSNURF-SNRPN、NDNが再活性化すること

が認められた。しかし、TSA単独ではいずれの刷り込み遺伝子の再活性化も得られず、両

者の併用でも5-aza-dC処理と比ぺて差がみられなかった。この結果はマウス細胞を用いた

実験結果と基本的には共通していた。これらの結果はPWSの責任染色体領域における刷り

込み遺伝子の発現制御には、ヒス卜ンのアセチル化よりもDNAメチル化がより重要な役割

を果たしている可能性を示唆する。

  ヒストンアセチル化の変化に関しては、刷り込み遺伝子ごとに振る舞いが異なり、各遺伝

子でアセチル化の機序または程度が異なる可能性が考えられた。しかし、ヒストンアセチル

化増加のみでは刷り込み遺伝子の活性化には不十分である事はヒトとマウスで共通していた。

  SN UR F-SNRPN、Snurf Snrpnは他の刷り込み遺伝子に比べTSA処理でアセチル化の変化

がほとんどなかった。SNURF-SNRPNのCpGアイランドは15qll－q13の刷り込みを制御す

る刷り込み中心と重なっており、クロマチン構造が他の部分と異なっている可能性が指摘さ

れて お り、 今 後 詳細 な ク ロマ チ ン構 造 の 解析 が 必要 で あ ると考え られた。

  ヒトリンパ芽球、マウス線維芽細胞において、5-aza-dC処理により刷り込み遺伝子の再活

性化が得られた。今後は疾患の治療を目標にモデルマウスを用いた個体レベルでの評価が課

題である。

  公開発表に際し，副査の佐々木教授から刷り込み遺伝子を認識する分子機構にっいて、

PWS,ASの片親性ダイソミーの起こるメカニズム、また薬剤による刷り込み遺伝子の再活

性化の可逆性について質問があった。次に副査の清水教授からはりンパ芽球、線維芽細胞レ

ベルでの研究結果を、個体レベルにどのように応用するのかという質問があった。また主査

の小林教授からはTSAのヒトリンパ芽球とマウス線維芽細胞でのヒストンアセチル化の変

化の違いにっいての考察、また今後の研究の展開について質問があった。申請者はいずれの

質問に対しても実験結果や他の研究者からの報告を引用し妥当な回答を行った。

  本研究は刷り込み遺伝子の再活性化における脱メチル化の重要性を明らかにし、今後この

ような疾病における薬物治療の可能性が期待される。

  審査員一同は、これらの成果を高く評価し，申請者が博士（医学）の学位を受けるのに充

分な資格を有するものと判定した。
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