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緒　言

　統合失調症は，全人口の約１%にみられる重篤な精神疾患である．近年，この統合失調症の発症において，海馬にお
ける神経新生の低下やエピジェネティック制御の異常が重要な役割をしていることが明らかになってきているが，発症
機構は不明であり，有効な治療法も存在しない．
　これまで我々は，家族性の統合失調症のうちで最も頻度の高い 22q11.2 欠失症候群の責任領域に存在する DGCR8 遺
伝子に着目し，Dgcr8 遺伝子へテロ欠損マウスが，認知機能障害をはじめとした様々な統合失調症様の行動異常を示す
有用な統合失調症モデルマウスであることを明らかにしてきた．また本モデルマウスでは海馬における IGF2 の発現
が低下することで，神経新生の低下を引き起こし，認知機能の低下を引き起こしていることを報告してきた 1)．IGF2
はエピジェネティックな制御を受ける胚発生，癌細胞における増殖因子として良く知られているが，近年，環境変化に
起因した IGF2 遺伝子のエピジェネティック制御異常が統合失調症の発症を高めている可能性が指摘されている 2)．
　そこで本研究では我々の作製した DGCR8 遺伝子ヘテロ欠損型統合失調症モデルマウスに対して，エピゲノム解析を
行うことで統合失調症の発症機構の解明につなげることを目的とした．

方　法

１．Agilent mouse CpG Island microarray を用いたゲノムワイドな DNA メチル化領域の網羅的解析
　８週齢の Dgcr8(+/－) および Dgcr8(+/+) 雄マウスより，海馬組織を摘出し，定法にて gDNA の抽出を行った．得
られた gDNA に対して，超音波ホモジナイザー (Branson Sonifier 450) を用いて DNA の断片化処理を行い，得られた
断片化 gDNA のサイズを 2% Agarose ゲル電気泳動で確認を行った．続いて Dgcr8(+/－) および Dgcr8(+/+) マウス
より得られた gDNA 断片を，それぞれ Cy3, Cy5 標識し，Agilent mouse CpG Island microarray ２×105K（Agilent
社）を用いてゲノムワイドなメチル化の変化の網羅的な解析を行った．得られた遺伝子群に対して，先行研究から得ら
れた Dgcr8(+/－) および Dgcr8(+/+) マウス海馬における網羅的遺伝子発現解析結果を用いた発現解析，Pathway 解析
を行った．

２．Bisulfite sequence 法を用いた Igf2-H19 遺伝子領域に対する DNA メチル化解析
　８週齢の Dgcr8(+/－) および Dgcr8(+/+) 雄マウス，各４匹より，海馬組織を摘出し，定法にて gDNA の抽出を行
った．得られた gDNA に対して，EpiTect Fast DNA Bisulfite kit（QIAGEN 社）を用いて gDNA の Bisulfite処理を
行い，精製後，得られた DNA 産物に対して，Igf2/H19 ゲノム領域に存在する ICR 特異的な Primer を用いて PCR を
行い，増幅を行った．続いて得られた PCR 産物を pGEM-T-Easy にクローニングし，Sequence の解析を行うことで
ICR 領域のメチル化の解析を行った．
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結　果

１．Dgcr8 ヘテロ欠損型統合失調症モデルマウス海馬組織に対する網羅的 DNA メチル化解析結果
　Dgcr8(+/－) および Dgcr8(+/+) マウスの海馬組織から得られた gDNA に対して，Agilent mouse CpG Island
microarray を用いてゲノムワイドな CpG island の DNA メチル化の解析を行った結果，Dgcr8(+/－) マウス海馬では，
Dgcr8(+/+) マウス海馬と比較して，数多くの遺伝子で CpG island における DNA メチル化状態に変動が起きているこ
とが明らかとなった（図 1）．
　まず，Dgcr8(+/+) マウス海馬 gDNA サンプルから得られた Signal 値に対して，２倍以上の Signal 強度を示した遺
伝子を“Hypermethylated genes”とし，一方，0.5 以下の Signal 強度を示した遺伝子を“Hypomethylated genes”と
して遺伝子の抽出を行った結果，Dgcr8(+/－) マウス海馬では，Hypermethylated genes として 2,030 遺伝子 (5,020
probes)，Hypomethylated genes として 1,688 遺伝子 (4,121 probes) が存在することが明らかとなった（図 1）．

図 1． Agilent mouse CpG Island microarray を用いた Dgcr8(+/－) マウス海馬における DNA メチル化領域の網羅的
解析結果．
Dgcr8(+/－) および Dgcr8(+/+) マウス海馬より gDNA を抽出し，Agilent mouse CpG Island microarray を用
いて網羅的な DNA メチル化解析を行った．

　続いて，Hypermethylated genes および Hypomethylated genes，それぞれの上位 50 位までの遺伝子を抽出し，
Pathway 解析を行った結果，Dgcr8(+/－) マウス海馬では Abcd3, Abcc10 といった ABC トランスポーターに関わる遺
伝子群が高メチル化状態にあることがわかった．また興味深いことに Hypermethylated genes の上位 41 位には神経
幹細胞のマーカー遺伝子であり，未分化性の維持において重要な転写因子である Sox2 が含まれていた（表 1, 表 2）．
　Sox2 遺伝子に対して，より詳細なデータ解析を行った結果，Dgcr8(+/－) マウス海馬では７種の probe で２倍変動
以上の Signal 値を示していたことから，本遺伝子は Dgcr8(+/－) マウス海馬において高メチル化状態にあることが示
唆された．
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表 1． Dgcr8(+/－) マウス海馬において高メチル化状態にあった遺伝子群（上位 50）
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表 2． Dgcr8(+/－) マウス海馬において低メチル化状態にあった遺伝子群（上位 50 位）

　　

　続いてこれらの Hypermethylated genes 上位 50 位の遺伝子発現状態を，Dgcr8(+/－) 及び Dgcr8(+/+) マウス海馬
における網羅的遺伝子発現解析結果を用いて解析を行った．その結果，Dgcr8(+/－) マウス海馬では Sox2 遺伝子の発
現が約 70%に低下していることが認められたが，他の Rab39b, Gtf3c6 といった遺伝子の発現は変化しておらず，DNA
メチル化との相関関係は認められなかった．
　一方，Dgcr8(+/－) マウス海馬において顕著な遺伝子発現の低下が認められていた Igf2, Ttr, Kcj13, Clic6, Htr2c,
Prlr, klotho, Ace, Trpm3 などの遺伝子の DNA メチル化状態を解析した結果，Dgcr8(+/－) マウス海馬では Igf2,
Htr2c, Ace 遺伝子の CpG island が２倍変動以上の Signal 値で高くなっていたことから，これらの遺伝子は Dgcr8(+/
－) マウス海馬において高メチル化状態にあることが示唆された．
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２．Bisulfite sequence 法を用いた Igf2-H19 遺伝子領域に対するメチル化解析
　マウス Igf2 遺伝子は，第７番染色体に H19 non-cording RNA と隣接して存在しており，通常 Igf2 遺伝子は父性ア
レルのみ，H19 遺伝子は母性アレルのみから転写される．この遺伝子発現は両遺伝子共通の発現制御領域 (ICR:
Imprinting control region) における DNA のメチル化によって制御されることが知られており，父性アレルでは高くメ
チル化されるのに対して，母性アレルではメチル化がされない．その結果，インスレーター結合タンパク質である
CTCF が母性アレル特異的に結合することで Igf2 の遺伝子発現が抑制され，H19 遺伝子の発現が誘導される．これま
でに，この ICR には４つの CTCF 結合領域が存在することが知られており，Igf2 遺伝子の発現制御に寄与することが
知られている．
　そこで次に DGCR8 遺伝子ヘテロ欠損型統合失調症モデルマウスにおける，Igf2-H19 の発現制御に関わる ICR 領域
の CTCF 結合領域のメチル化を Bisulfite sequence 法を用いて解析を行った．その結果，Dgcr8(+/+) マウス海馬組織
由来 gDNA では，父性アレルのメチル化，母性アレル脱メチル化により，４つの CTCF 結合領域におけるメチル化，
非メチル化アレルの存在比が約 50%であったのに対して，Dgcr8(+/－) マウス海馬由来 gDNA では，CTCF 結合領域
第 3 番が低メチル化状態になっていることが明らかとなった（図 2）．

図 2． Dgcr8 ヘテロ欠損型統合失調症モデルマウス海馬における Igf2-H19 ICR の DNA メチル化状態の解析結果．
Dgcr8(+/－) および Dgcr8(+/+) マウス海馬より gDNA を抽出し，Bisulfite sequence 法を用いて Igf2-H19 ICR
に存在する４つの CTCF 結合配列の DNA メチル化状態の解析を行った．

考　察

　以上の結果から，Dgcr8 ヘテロ欠損型統合失調症モデルマウスの海馬では，Igf2 遺伝子のプロモーター領域に存在
する CpG island が高メチル化状態にあり，一方で Igf2 の発現制御に関わる ICR 領域の CTCF 結合領域第３番が低メ
チル化状態になっていることが明らかとなった（図 2）．CTCF タンパク質は，非メチル化状態の ICR 領域に結合する
ことで，Igf2 遺伝子の発現を抑制することから，Dgcr8 ヘテロ欠損型統合失調症モデルマウスの海馬における Igf2 遺
伝子の発現低下は，Igf2 遺伝子のプロモーター領域の高メチル化と ICR CTCF 結合領域第３番の脱メチル化によって
制御されている可能性が示唆された．一方，古くから，統合失調症の発症率を約２倍に増加させた大きな環境因子とし
て，第二次世界大戦末期の“Dutch Hunger Winter”が注目されてきたが，近年，この時期に胎児であったヒトでは，
IGF2 の ICR 領域が低メチル化状態になっていることが報告されている 2)．また IGF2 は海馬における成体神幹細胞の
自己分泌型増殖因子であることが報告されていることから 3)，成体神経幹細胞におけるエピジェネティック制御異常が
IGF2 の発現低下を引き起こし，統合失調症の発症を高めている可能性が考えられる．
　一方，網羅的 DNA メチル化解析および網羅的遺伝子発現解析結果から，Dgcr8 ヘテロ欠損型統合失調症モデルマウ
ス海馬では，Sox2 遺伝子の発現がエピジェネティックな制御により抑制されている可能性が示唆された．前述の通り，
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Sox2 遺伝子は成体神経幹細胞の維持に必要な転写因子であり，近年，統合失調症の発症において最有力候補として注
目されている miR-137 の発現を制御することで神経新生に寄与していることが報告されている 4)．
　これらの結果から Dgcr8 ヘテロ欠損型統合失調症モデルマウスの海馬では，Igf2, Sox2 といった遺伝子のエピジェネ
ティックな制御異常によって成体神経幹細胞の増殖および神経新生が低下していることが示唆されたが，その分子機構
は全く不明である．
　今後，より詳細な分子機構の解析をすることにより，統合失調症の発症機構の解明と治療戦略の開発につながること
を期待している．

本研究にご支援を賜りました上原記念生命科学財団に深く感謝申し上げます．
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