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研究成果の概要（和文）：全エクソン解析などの網羅的な遺伝子解析により有力な自閉症リスク遺伝子は多数同
定されており、個々のリスク遺伝子の機能解析は進んできているが、膨大な数のリスク遺伝子が描く病態の全体
像が見えてこない。その主な理由は自閉症患者群の遺伝子レベルの生物学的不均一性にあると考えられる。本研
究では、自閉症リスク遺伝子群の網羅的操作を行い、形態マルチパラメータを指標として、同様の変化を示す遺
伝子群を類型化するという細胞レベルの網羅的解析を可能とするためにその実験系の確立を目指すものである。
そのために必要な長期培養された細胞のシナプス数をHigh Content Screening機器で計測する実験系を確立し
た。

研究成果の概要（英文）：A huge number of Autism risk genes have been identified by comprehensive 
gene analysis such as all-exome analysis, and functional analysis of individual risk genes has been 
advanced. However, the whole picture of the pathological condition drawn by a huge number of Autism 
risk genes is elusive. The main reason seems to be the genetic heterogeneity of Autism patients. 
This study aimed to establish an experimental system for comprehensive analysis at the cell level. 
Therefore, we established an experimental system to measure the number of synapses of long-term 
cultured cells counted with a High Content Screening machine.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
自閉症に罹患することは社会的不適応につながり、虐待・いじめ・ひきこもりなどの多様な社会問題に影響して
いるため、その病態解明は急務と言える。自閉症の病態解明が進まない最も大きな原因である自閉症患者群の遺
伝子的背景の不均一性を解消する細胞レべルの網羅的解析を可能にする実験系の確立したことに本研究成果の意
義があると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 自閉スペクトラム症（autism spectrum disorder: ASD）は、有病率が 2%前後（Baron-Cohen et al., 
2009; Kim et al., 2011）と比較的頻度が高く、幼児期より症状が明らかになる神経発達障害であ
る。その社会的コミュニケーションの困難さより学校などで早期から社会的不適応につながり、
虐待・いじめ・ひきこもりなどの多様な社会問題に影響しているため、その病態解明は急務と
言える。この 20年の間に、ゲノムワイド関連解析や全エクソーム解析など仮説を置かないバイ
アスを極力排除した遺伝子レベルの網羅的探索により再現性のある ASD リスク遺伝子が数多
く報告されてきた（Vorstman et al., Nat Rev Genet, 2017）。それらの疾患リスク遺伝子の一つ一つ
は ASDと診断される集団のごく一部の病態を説明するに過ぎないが、それは ASDと診断され
る集団の遺伝子的背景が不均一であることを意味する。これまでに脆弱 X症候群（FMR1遺伝
子）に対する Arbaclofen（GABAB受容体アゴニスト）、レット症候群（MECP2遺伝子）に対す
るインスリン様成長因子 1（IGF-1）、結節性硬化症（TSC1もしくは 2遺伝子）に対する Rapamycin
など ASD症状を示す単一遺伝子疾患のモデルマウスにおいて効果が示された治療薬が、遺伝子
的背景が不均一な ASD 患者集団を対象とした臨床試験において結果が芳しくないのも不思議
ではない(Jacquemont et al, Psychopharmacology, 2014; Castro et al, PNAS, 2014)。 
 
２．研究の目的 
 これまで行われてきた分子遺伝研究から 1,000種類以上のASDリスク遺伝子が報告されてい
るが（Vorstman et al., 2017 Nat Rev Genet）、我々も ASD複数罹患家系の全エクソーム解析によ
り複数の ASD候補リスク遺伝子を同定してきた（Egawa et al., Plos One, 2015; Inoue et al., Plos 
one, 2015; Egawa et al., Psychiatry Res, 2015; Egawa et al., Psychiatry Clin Neurosci, 2015）。これらの
分子遺伝研究の知見をもとに、個々のリスク遺伝子の機能解析は進んできているが、膨大な数
のリスク遺伝子が描く ASD病態の全体像が見えてこないため、未だ生物学的治療の目途は立っ
ていない。これまでに、症候性 ASD リスク遺伝子の動物実験で有効性が示された Rapamycin
や IGF-1 などの臨床試験が行われてきたが望ましい結果は得られていない(Jacquemont et al, 
Psychopharmacology, 2014; Castro et al, PNAS, 2014)。その主な理由は ASD患者群の遺伝子レベ
ルの生物学的不均一性にあると考えられる。そのため本研究で次に述べる実験を可能にする実
験系の確立を目指した。培養神経細胞において ASDリスク遺伝子群の操作（過剰発現もしくは
発現抑制）を網羅的に行い、形態マルチパラメータ（神経細胞数、神経突起数・長・分岐数、
シナプス数）を指標として、同様のパターンを示す遺伝子群を類型化し、パスウェイ解析を行
う。次に、類型化した遺伝子群ごとに形態パラメータに最も影響が強かった遺伝子をそれぞれ
選出し、その変異を導入した共培養系に対して、4 億種類以上の化合物の効果を調べることの
できる混合物ベースおよび共通構造ランキングアプローチを用いて(Al-Ali et al., ACS Med 
Chem Lett, 2018)、遺伝子変異導入による影響を改善する化合物を特定する。このバイアスを極
力排除した網羅的解析により、それぞれの遺伝子群に共通の分子シグナルパスウェイおよびそ
れらに作用する候補治療薬の特定することができる。 
 本研究ではマルチパラメータ解析のうち長期培養されたシナプス数を自動形態計測装置
（High Content Screening機器）で計測する実験系は確立していないため、その実験系の確立の
ために長期培養（2 週間）した神経細胞に、先行研究で神経精神疾患およびシナプス形成に影
響すると考えられている Kinase の阻害剤を添加してコントロールと差が検出できるかを検証
した。 
 
３．研究の方法 
 妊娠 18週のラットの胎仔より海馬を摘出して、96ウェルプレート上（9,000cell/well）で培養
した。1週間培養後、シナプス発達および精神神経疾患に関連が報告されている Kinase (TAOK2i, 
TNIKi, CDKL5i, LRRKi, GAKi, AKTi, RO48)に注目し(Crino, 2015; Duchon and Herault, 2016; 
Baltussen et al., 2018)、それらの同一の Kinase に複数の inhibitor 候補がある LRRK2i 
LRRK2-IN-1, JH-II-127, MLi-2, GSK2578215Aの 4種類）はそれらも添加した（表 1）。それらの
化合物は 20, 5, 1.25. 0.3125mMを添加後
にさらに 1週間培養し固定した。その後、
プ レ シ ナ プ ス マ ー カ ー に 抗
Synaptophysin1 抗体、ポストシナプスマ
ーカーに抗 SHANK2 抗体を用いてシナ
プスを染色した。High Content Screening 
(HCS) 機器（ ThermoFisher Cellomics 
ArrayScan VTI）を用いてプレシナプスと
ポストシナプスのシグナルが重なり合
った点の数をカウントして、それを神経
細胞数(DAPI で染色カウント)で割った
値をシナプス数の指標とした（図 1）。 
 
 
 



 
 
 
４．研究成果 
 JH-II-27 (20μM)、SGC-GAK-I (5μM)、Harmine (20μM)、RO48 (20μM)が p < 0.001の有意水準
において DMSO処理（Control）と比較してシナプスシグナルの数が多かった（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
パーキンソン病の原因遺伝子である LRRKおよび GAKに加え、ASDの有力なリスク遺伝子で
ある DYRK1（SFARI geneにて最もエビデンスが高い Categry 1）の阻害剤が有意にシナプス形
成を促進していたことは興味深い。また、本研究によりシナプス数を指標とした HCSが可能で
あることを示唆できたため、このパラメータを形態マルチパラメータ（神経細胞数、神経突起
数・長・分岐数、シナプス数）に加えたうえで、ASDリスク遺伝子群の操作（過剰発現もしく
は発現抑制）を加えた培養神経細胞の神経発達を計測することが可能である。 
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