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論文内容 の要 旨
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iPS細 胞 技術確立 に よ り、患者 由来 の細胞 を用いた疾患の病態研 究や創 薬研究 が可能 とな

ってい る。申請者 は小児 先天奇形症候群の一っで あるCHARGE症 候群 に着 目し、疾患の病

態解 明 を 目指 した研究 を行 った。

CHARGE症 候 群 は網 膜 の部 分 欠 損 （Coloboma） 、心 臓 奇 形 （Heartdefect）、後 鼻 孔 閉塞

（△tresiaofchoanae） 、 成 長 障 害 ・発 達 遅 滞 （Betardedgrowthanddevelopment） 、 外 陰 部低 形 成

（Ωenitalabnormalities） そ して 耳奇 形 や 難聴 （Earanomalies） を主症 状 とす る小 児 多発 奇形

症 候 群 の一 つ で あ る。 申請 者 はCHARGE症 候 群 患 者 の原 因遺 伝 子 で あ る

Chro｝nodomain－Helicase－DNA－binding7（CHD7） の 中枢 神 経 系 にお け る役 割 を ヒ トips細 胞

由 来神 経 上 皮 細 胞 を用 い て解 析 した。

まず 申請者 は ㎜7を ノックダ ウンす る と神経上皮細胞 の神経分化能 が抑制 され るこ と

を見 出 した。 また 、 さ らにCHD7ノ ックダ ウン神経上皮細胞 では神経堤 前駆 細胞のマー カ

ー遺 伝子S（）X9な どの発現上昇 が見 出 され 、 これ らの細胞 は平滑筋細胞へ と分化す るこ と

を見 出 した。この表現型 はCHARGE症 候群 よ り樹立 され たips細 胞 を利 用 して も確認 され

た。 これ らの こ とか らCHD7は 神経上皮細 胞 にお いて神経分化能 の制御 に必須 で あ り、 こ

の破 綻 ピ よ り神 経堤 由来細胞 へ と分化転換 す るこ とが示唆 され た。

次 に 申請 者 は 、ク ロマ チ ン免 疫 沈 降 シー ケ ンス 法 （ChlP－seq） と トラ ン ス ク リプ トー ム解

析 を統 合 す る こ とに よ り神 経 上皮 細 胞 にお け るCHD7の 下 流 因子 と してSOX21とBRN2を

見 出 した。CHD7が ヒス トンH3K27acに よ り特 徴 付 け られ る、活 性 化 エ ンハ ンサ ー領 域 に

結 合 し、CHD7結 合 領 域 に お け るエ ンハ ンサ ー 活 性 を制 御 して い る こ とを見 出 した 。

最後 にCHD7ノ ックダ ウン神経 上皮細胞及びCHARGE症 候 群神 経上皮細胞 にCHD7下

流因子 であ るSOX21とBRN2を 導入 した ところCHD7ノ ックダ ウン細胞 お よびCHARGE

症候 群 由来神経 上皮細胞 で見出 され る表現型 を回復可能 であ り、 レスキ ュー された神経上

皮 細胞 は神経 分化能 を再獲得 され ることを見 出 した。

以上 の こ とか らCHD7は 神経上皮細胞 にお いてエ ンハ ンサー活性 を制御 す る ことによ り

神 経上皮細胞 としての性 質 を維持 し、神経分化能 を保つ こと、その実行 因子 としてはSOX21

やBRN2で ある こ とが結論付 け られた。CHD7ノ ックダ ウン神経上皮細胞やCHARGE症 候

群 由来神経 上皮 細胞 は神経堤 細胞 のマーカー遺伝子 の上昇 のみな らず 遺伝 子発 現プ ロファ
ア

イル が神経堤 細胞へ類似す る’ことか ら、CHARGE症 候群 にお いては従来知 られていた神経

堤細胞 自体 の細胞移動 な どの質的な異 常に加 えて、神経 堤細胞 自体が神 経上皮細胞か ら過

剰 に産生 され る量 的な異常が生 じるこ とが示唆 され た。本研究 はCHARGE症 候 群の病態解

明 の一つ とな る知見 が得 られ た と考え られ る。
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発 生過 程 において組織特異的 な遺伝子群 は時間空間的 に精妙 に制御 され 、エ ンハ ンサー

領 域 はそ の中心的 な役割 を担 うと考 え られ てい る。 申請者 が取 り組 んだCHD7は ク ロマチ

ン リモデ リング因子 と知 られ、 申請者 は近年 の次世代 シーケ ンス を用い た解析 か らエ ンハ

ンサー領 域 に集積 す る因子 の一っ として知 られ てい る。申請者 はshRNAを 用い た手法 と患

者 由来ips細 胞 を用 いた手法 を組み合わせ るこ とによ りCHD7の 機能解 析 を実施 した。 申

請 者 はまずCHD7が 神 経分化 に必須 の因子で ある ことを示 してい るが 同時 にCHD7が 神経

上皮細胞 におい て神 経堤細胞 への分化 を抑制 してい ることを見 出 してい る。 このメカニズ

ム解 明のた めに 申請者 は遺伝子発 現解析 とクロマチ ン免疫沈 降 シーケ ンス法 を組み合わせ

るこ とに よ りCHD7の 標 的因子 の同定を試 み てい る。 この解析 に よ りCHD7の 発現 が減少

す る、 も しくは機 能が欠失す ると神経分化 に関わる因子 の発現低 下が見 られ、 同日寺に神経

堤 細胞 の機能 や性 質に関わ る遺伝子群 の発 現上昇 が見 出 され てい る。 申請者 はクロマチ ン

免 疫沈 降シーケ ンス法ではCHD7の 標的遺伝 子 のみな らず 、CHD7め 標 的領域 にお ける ヒ

ス トン修飾状 態 を解析 してお り、CHD7が エ ンハ ンサー領域 の活性 を正 に制御す る因子 と

して作用す るこ とを見 出 している。CHD7の 発現低 下に よ りCHD7標 的領域や神経上皮細

胞 にお け るスーパー エ ンハ ンサー領域 などの 中枢神 経系特異 的エ ンハ ンサー領 域でのエ ン

ハ ンサー活性 が低 下す ることを レポー ター解析 やH3K27acに 対す る抗体 を用 いたク ロマチ

ン免 疫沈 降シーケ ンス法に よって も示 してお り、CHD7が 神経上皮細胞 にお けるエ ンハ ン

サ ー活 性制御 の 中心 的な役割 を示 してい ることが示唆 され てい る。CHD7ノ ックダ ウンや

CHARGE症 候群 患者 由来神経上皮細胞において は非神経 系で活性化 す るエ ンハ ンサー領

域 が活性 化 され てお り、分化誘導過 程で観 察 された表現系 とも一致す るもので あることを

申請者 は見 出 してい る。 またCHD7の 下流 因子 としてSOX21及 びBRN2を 同定 し、 中枢

神経 系 におい て神 経上皮細胞が 自身 の形質 を維持 す る仕 組み の一端 を明 らか としている。

申請者 はCHD7に 着 目す ることで ヒ ト中枢神 経系 にお けるエ ンハ ンサー制御機構 を明 ら

か と しただ けでな く、患者 由来 の細胞 を利用 す る ことでCHARGE症 候群 の病態 の一端 を明

らか と してい る。以上 の よ うに、本論 文は基礎生物 学的 に重要 な知見 を示 したのみな らず、

小児先天奇 形症候 群 の病態解明 として1も意義 あ るもので あ り、学術上 、応用上貢献す る と

ころが少 な くない。 よって審査委員 一同は、本論文 が博 士 （バイオサイ エ ンス） の学位論

文 と して価値 ある もの と認 めた。


