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研究成果の概要（和文）：自閉スペクトラム症(ASD)の病因・病態解明のため、染色体微小変異や遺伝子変異解
析を行った。既知および未知の候補遺伝子を含むコピー数多型(CNV)を多数検出し、局在する候補遺伝子を解析
しGAS2などとASDの関連が推定された。CNV中のマイクロRNA解析により、Mir935のASDへの関与が示唆された。概
日リズム関連遺伝子のNr1d1とPer3を胎児脳にRNAiを導入し抑制した結果、神経細胞移動や突起伸長が障害され
た。シナプス・神経ネットワーク形成に関与し、ASDの病因となる可能性が示された。
また、オキシトシン作用に関連する内服薬のASDに対する効果について臨床研究を開始した。

研究成果の概要（英文）：   To detect the pathogenic gene mutations for autism spectrum disorder 
(ASD) and their function, we analyzed patients samples by aCGH, candidate gene sequence and exome 
sequence. Several copy number variations (CNVs) were detected and candidate genes were selected. 
Among them, several genes such as GAS2, and also, microRNAs such as Mir935 were considered to relate
 with ASD. Addition to that, we detected several mutations on circadian relevant genes. Among them, 
Nr1d1 and Per3 were analyzed firstly. By intra-utero gene knock down of each gene by RNAi 
electropolation, neuronal migration and neurite elongation were disturbed. Addition to the mutations
 in ASD patients, these genes were considered to relate with ASD through the function on synaptic 
and neural network formation.  
   And we started the clinical study of a drug that relate the oxytocin function for ASD patients.

研究分野： 小児科学、小児神経学、分子遺伝学、遺伝子治療

キーワード： 自閉スペクトラム症　シナプス　概日リズム関連遺伝子　マイクロRNA
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研究成果の学術的意義や社会的意義
 学術的意義として、ASDの病因となるコピー数多型、遺伝子変異、マイクロRNAなどを同定したことが挙げられ
る。特に、概日リズム関連遺伝子がASD患者で変異の頻度が高いことを示したことは意義が大きい。その中で、
NR1D1とPER3が、概日リズム形成以外に神経形成にも重要な機能を有していることは知られていなかったことで
あり、概日リズム形成の解明研究に対しても重要な結果である。ASDの病因、病態が明らかになることは、患者
の診断、予後判定、さらに治療法開発に重要である。現在、治療候補薬の臨床研究に着手しており、治療効果が
示されれば、社会的意義も大きい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
自閉症スペクトラム（ASD）は、社会性の障害と常同性を中核とする発達障害で、社会不適応

による患者や家族の困難が強く、治療法開発が急務である。病因として、array complementary 
genomic hybridization (aCGH)法で、約 10%に染色体の多数の領域に小さな欠失や重複などの
copy number variation (CNV)が検出され、全エクソーム解析で、多数の病因候補遺伝子が報告
されている。その中で、シナプス形成、機能に関連する遺伝子異常が多く報告され、病態の主
体はシナプスと神経ネットワークの形成・機能の異常と考えられている。また、ASD には、睡
眠障害などの概日リズム障害など、多くの併存症がある。シナプス異常症として知的障害等、
他の発達障害やてんかんとも関連しており、共通の病態を持つことも提起されている。これら
の病態に関連する分子基盤と ASD の関連を解明することも、ASD の病態解明には重要である。
申請者らは、候補遺伝子変異解析、aCGH、候補遺伝子改変マウス解析等により、ASD の病因遺
伝子同定とシナプス構造・機能異常の病態解明を行い、既報告・未報告の CNV や疾患関連遺伝
子変異を多数同定した。また、ASD に睡眠障害の合併が多いことから、概日リズム関連遺伝子
群を次世代シークエンサーで変異解析し、ASD 群で、timeless、PER3、NR1D1 などに新たな変異
を同定し、概日リズム遺伝子は、ASD の病態にも関連する可能性を示した。 
 
２．研究の目的 
 ASDおよび知的障害患者に対し、CNVと未知の病因遺伝子同定し、病因遺伝子の機能を解析する。
また、概日リズム関連遺伝子変異解析を行い、検出された遺伝子とASDとの関連を解析する。ま
た、治療法開発着手を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１） 発達障害患者を対象とした病因遺伝子解析 
① 患者における染色体微細欠失／重複(CNV)の解析 
 Agilent 社 SurePrint G3 human CGH 4x180 アレイを用いた aCGH 解析を実施し、CNV を同定
する。検出された CNV 領域で、シナプスで機能している遺伝子を抽出する。 
② aCGH で検出された遺伝子の、他の患者での塩基変異解析 

保有している ASD 患者 DNA 400 例で、検出された CNV 領域に局在するシナプス関連遺伝子の
全エクソンを直接シークエンス法で変異解析する。塩基置換が検出された場合、コントロール
での有無をスクリーニングし、疾患関連変異かどうか同定する。 
③ 概日リズム関連遺伝子変異解析 
 概日リズム関連遺伝子 15 個をエクソンキャプチャーし、次世代シークエンサーで変異解析。 

④ 全エクソーム解析 

 承諾が得られた例では、患者と両親に対し全エクソーム解析に着手する。 
⑤ 概日リズム関連遺伝子およびシナプス関連遺伝子の機能と分子機構解析  
(a)マウス子宮内遺伝子導入技術を用いた候補遺伝子の神経発達への関与解析 
 変異を検出した遺伝子に対して、胎生 14日に子宮内胎児脳に RNAi 導入し発現抑制、あるい
は変異遺伝子を導入し、生後脳での神経細胞への影響を観察し、病因遺伝子の可能性を検討。 
(b)ノックアウトマウスを用いた解析 
Timeless のノックアウトマウス作製、行動や病理学的解析等で、ASD との関連を解析する。 

（２）ASD の治療法開発 
 自治医科大学統合生理学から治療候補薬が同定された。臨床研究に進めていく。 
 
４．研究成果 
（１） 発達障害患者を対象とした病因遺伝子解析 
① ASD 患者における CNV および病因遺伝子同定と機能解析 
ASD 患者で aCGH 解析を実施した結果、病因と考えられる染色体の微小欠失・重複(CNV)が複数
検出された。SHANK3 や NRXN などの既知の病因遺伝子を含む CNV も検出されている。新たな候
補遺伝子として、Chr 1q25.1 の GPR52, RABGAP1L、Chr14q32.1 の BDKRB1, BDKRB2、8p23.2 の
CSMD1、6p25.3 の DUSP22、11p14.3 の GAS2 など、いくつかの遺伝子を抽出して、疾患関連性を
解析した。GAS2 を含む 11p14.3 欠失例では、欠失は父由来であった。GAS2 は、微小管と細胞骨
格の形成、アポトーシス調整などへの関与が報告されており、シナプス形成にも関与している
可能性が示唆される。父由来であるが、父も自閉傾向があり、本症例の病因である可能性が考
えられた。今後、GAS2 のマウスで脳の形成期での発現、シナプスでの機能の有無や他の患者で
の変異解析等により、神経発生への関与と、ASD の病因であることを確認する。 
さらに、他の候補遺伝子と、全エクソーム解析で検出された遺伝子も含め、疾患との関連性解

析を継続している。 
② ASDとマイクロRNAとの関連解析 



 上記解析結果から、CNV領域にマイクロRNAが局在しているかを調べ、疾患との関連を解析した。
1例でMir935を含む領域のde novoの重複が同定された。患者リンパ球を用い、Realtime PCRで
Mir935の発現が増加していることを確認し、さらにMir935によって発現が調節されるSTAT1の発
現が患者で低下していることを確認した。よって、この患者は、Mir935が発症に関与していると
推定された。既報告も含め、ASDの発症にマイクロRNAが関連することが示唆され、マイクロRNA、
それにより発現が調節される遺伝子とASDの関連について、さらに解析継続している。 
③ 知的障害、学習障害等の発達障害およびてんかんにおけるCNV、遺伝子変異解析 
 発達遅滞患者の遺伝子解析で、SOX9およびCLN6の変異を検出した。SOX9は、知的障害に、大頭
症、白質形成不全等を伴った患者で同定された。また、CLN6は、Neuronal ceroid lipofuscinoses
の病因遺伝子であるが、患者は、発達の停滞、てんかん、失調等を示し、診断後は急速に退行し
た。 
 学習障害と皮膚、目の症状を持つ患者でClass III phosphoinositide 3-kinase (PIK3C3)の欠
失を同定した。PIK3C3の発現を胎児脳でノックダウンした結果、神経細胞の移動や神経突起伸長
の異常が検出された。よって、PIK3C3は、神経ネットワークやシナプス形成にも関与し、発達障
害にも関連することを明らかにした。 
 難治性てんかんと重度知的障害を持つ患者において、KCNQ2変異を同定した。KCNQ2は、良性家
族性新生児けいれんの病因と言われていたが、難治性てんかん例でも病因となることが知られて
きた。本例は、早期ミオクロニー脳症の病態で、これまでに報告がなく、KCNQ2の表現型をさら
に拡大した。 
 重度知的障害に低身長、先天性心疾患等を持つ児でXq26.1-26.3の欠失を同定し、MOSPD1と 
GPC3、4が成長と心疾患の発症に関与する可能性を示した。 
 他に、MELASやLeigh症候群などのミトコンドリア異常症、Pelizaeus-Merzbacher病などで、遺
伝子変異を同定した。 
④ 概日リズム関連遺伝子の ASD 発症への関与の解析 
 ASD 患者 28人（睡眠障害あり 14人、なし 14人）と、対照群 23 人で、概日リズム関連遺伝
子 11 個の変異解析を行った結果、対照群では一つの変異のみだったのに対し、ASD 患者で多数
の変異が検出され、概日リズム遺伝子が ASD に関与する可能性を示した。それらの中で、まず
NR1D1 と PER3、TIMELESS を解析対象とした。 
 NR1D1 解析では、マウス子宮内で iRNA をエレクトロポレーションすることにより胎児脳の
NR1D1 の発現を抑制した結果、神経細胞の移動障害、神経突起の伸長障害等が確認され、NR1D1
の神経形成、突起伸長とシナプス形成への関与が示唆された。この神経細胞移動障害は正常遺
伝子導入でレスキューされるが、ASD 例で検出された p.R500H 変異遺伝子導入ではレスキュー
されず、この変異が遺伝子機能を低下させることが確認された。NR1D1 は ASD の病因遺伝子と
考えられた。 

 
 

図 子宮内エレクトロポレーションによるNr1d1の抑制 
a)子宮内エレクトロポレーションの方法。胎生14日にマウス胎児脳にエレクトロポレ
ーションでRNAi導入しNr1d1の発現抑制。b)生後の神経細胞移動の確認。対照では脳表
に移動しているが、発現抑制では移動が遅れる細胞が多い。正常遺伝子導入では回復
するが、R500H導入では回復しない。c)同じく、神経突起を確認した結果、Nrid1発現
抑制では神経突起伸長が不良になるが、正常遺伝子導入で回復した。 

 



 PER3でも、NR1D1同様、エレクトロポレーションでiRNAを導入しPer3の発現を抑制した結果、
神経細胞移動と神経突起伸長が障害されることが検出され、Per3が神経細胞の成熟と神経ネット
ワーク形成に関与していることを示した。また、患者での変異解析により、複数の変異が検出さ
れた。よって、PER3は、ASDの病因遺伝子の一つと考えられる。 
 TIMELESS のノックアウトマウスを作製し、解析している。行動解析で、暗期と明期とでの行
動の違いや感覚に対する反応の違いが検出されている。さらに詳細に解析継続中である。 
 
(2) 治療法開発 
 生理学で、マウスで社会性の改善作用と肥満抑制効果を示す、オキシトシン作用と関連する物
質であるASD治療候補薬が選定された。ASD患者に対する臨床研究を実施する計画を立案し、倫理
委員会の承認を得た。現在、同意が得られた患者に治療を開始している。 
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