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研究成果の概要（和文）：　自閉症に繋がる脳形成異常を解明することを目的として、Neural specific kinase
 (Nsk)/Clk2の神経形成における機能を解析した。Nsk/Clk2をツメガエル初期胚で過剰発現すると、脳と脊髄両
方の形成が促進された。一方、Nsk/Clk2の機能阻害をおこなうと神経形成が抑制され、Nsk/Clk2が神経形成に必
須である可能性が示唆された。また、Nsk/Clk2は、BMPとFGFシグナルをそれぞれ伝達するSmad1/5/8とMAPKのリ
ン酸化を変化させていた。したがって、Nsk/Clk2はBMPとFGFのシグナル伝達を調節することによって、神経形成
を制御すると考えられる。

研究成果の概要（英文）： To understand the embryonic etiology linked to autism spectrum disorders, 
we analyzed the function of neural specific kinase (Nsk)/Clk2 during neural development of 
vertebrate embryos. Overexpression of Nsk/Clk2 in Xenopus embryos caused the expansion of neural 
tissues, while chemical inhibition of Nsk/Clk2 affected neural tissue formation during development. 
Mechanistically, we found that Nsk/Clk2 promotes neural tissue formation via modulation of the BMP 
and FGF signaling pathways. In the future, our findings will help the development of better 
treatments for autism spectrum disorders in human. 

研究分野： 分子発生生物学

キーワード： 自閉症　神経形成　誘導因子シグナル

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究の成果によって、自閉症治療薬の創薬ターゲットであるNsk/Clk2の神経発生における役割と誘導因子シ
グナルの調節機構が明確になった。今後、Nsk/Clk2が誘導因子シグナル伝達因子（Smad, MAPK）のリン酸化やタ
ンパク質安定性を制御するメカニズムを詳細に解析することで、副作用が少なく効果的な自閉症治療薬の開発に
貢献することが期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
自閉症スペクトラム障害(Autism Spectrum Disorder)は、社会性障害などを特徴とする発達

障害群であり、近年、自閉症の診断を受ける子供の数は急増している。脳形態では発達早期から
見られる脳全体の過形成が見られ、脳の構造および機能の異常が基礎にあると考えられる。ヒト
の大規模な遺伝学的解析から、その遺伝的背景が明らかにされつつあるが、候補遺伝子は数多く
あり、自閉症の発症幾序は明確ではない。その一方で、ヒトの脆弱 X 症候群、レット症候群、
Phelan-McDermid 症候群において自閉症の症状が観察され、これらの症候群の責任遺伝子を破
壊したマウスも自閉症と類似した症状を示すことから、近年、徐々に分子レベルでの解析が始ま
っている。 
Phelan-McDermid 症候群の責任遺伝子はシナプス形成等の神経機能に働くと考えられる

Shank3 であり、2016 年には Shank3 の変異によりリン酸化酵素 Clk2（cdc2-like kinase 2）が
蓄積し、その結果、下流の AKT 経路が抑制されることが自閉症の発症幾序の一つとして示された
(Bidinosti et al. Science 2016)。特に、Clk2 阻害剤を投与した Shank3 変異マウスでは、自
閉症の症状が緩和されることから、神経系で働いている Clk2 が自閉症治療の創薬ターゲットに
なると期待されている。しかしながら、Clk2 は細胞分裂やスプライシングの制御に働くことが、
これまでに示されているものの、神経形成や神経機能における働きは、Clk2 の発現制御や作用
機序を含めてほとんど解析されていない。したがって、自閉症の診断・治療法の開発や Clk2 阻
害剤の神経形成・神経幹細胞への効果・副作用等を検討するうえで、神経発生における Clk2 の
詳細な機能解析が早急に必要である。 
研究代表者らは、実験発生学のモデル生物として極めて有用なツメガエルを用いて、組織・器

官の形成や幹細胞の維持・分化制御について研究を行なっている。特に、神経形成および神経幹
細胞の維持・分化に着目して研究を進める過程で、ツメガエル初期胚の神経板で特異的に発現す
る遺伝子を同定し、Neural specific kinase (Nsk)と命名した（Takebayashi-Suzuki et al. 
Mech. Dev. 2007, Dev. Biol. 2011; Yoshida et al. Zool. Sci., 2016; Virgirinia et al. 
第 39 回日本分子生物学会年会）。Nsk はタンパク質レベルでヒト Clk2 と高い相同性を示し、ツ
メガエルの Clk2 相同遺伝子(以降、Nsk/Clk2 と記載する)と考えられた。また、Nsk/Clk2 をツメ
ガエル初期胚で過剰発現させると、頭部の形態形成異常および外胚葉の神経化が引き起こされ
ることが分かった。ヒトを始めとする脊椎動物の神経形成は、骨形成タンパク質（BMP）シグナ
ルの阻害および繊維芽細胞成長因子（FGF）シグナルの活性化により誘導されることが知られて
いる。そこで、BMP シグナル阻害もしくは FGF シグナル活性化と Nsk/Clk2 過剰発現との関連を
調べたところ、Nsk/Clk2 は、これらのシグナルと協調的に働いて神経形成を促進していること
が分かった。この結果は、ツメガエル Nsk/Clk2 が BMP や FGF などの誘導因子シグナルと協調し
て、発生初期の神経形成および神経幹細胞の維持・分化を制御していることを強く示唆している。 
 
 
２．研究の目的 
自閉症は、社会性障害などを特徴とする発達障害群であり、脳の構造と機能の異常が基礎にあ

ると考えられる。研究代表者らは、神経発生学的解析に強みを持つツメガエルの神経板に局在す
るキナーゼ（Nsk/Clk2）を単離し、Nsk/Clk2 の過剰発現が神経誘導を引き起こすことを発見し
た。最近、Nsk/Clk2 の哺乳類相同遺伝子が自閉症治療薬の創薬ターゲットになることが示され、
神経系における Nsk/Clk2 の機能解析が早急に必要である。本研究は、神経形成過程における
Nsk/Clk2 過剰発現と機能阻害の表現型、および神経形成に重要な誘導因子シグナルに対する
Nsk/Clk2 の作用機序を分子レベルで詳細に解析し、自閉症に繋がる脳形成異常の発症機構を解
明することを目的とする。 
 

 
３．研究の方法 
（1）Nsk/Clk2 の過剰発現・機能阻害による神経発生学的な機能解析 
自閉症治療薬の創薬ターゲットである Nsk/Clk2 の神経形成における機能を明らかにするため

に、初期神経発生過程における解析を行った。哺乳類よりも初期胚の解析が容易で知見も多いツ
メガエル胚を用いる。研究代表者らは Nsk/Clk2 のネッタイツメガエル相同遺伝子を既に単離し
ていた。そこで、Nsk/Clk2 mRNA（野生型もしくはキナーゼドメイン変異型）を顕微注入によっ
てツメガエル胚に過剰発現、および Nsk/Clk2 に対する阻害剤を用いて機能阻害をした際の影響
をそれぞれ調べた。神経誘導や頭部形成に対する影響は、各種神経マーカー遺伝子の発現につい
てアニマルキャップ（未分化、かつ多能性を持つ外胚葉組織片）を用いた定量的 RT-PCR 法やホ
ールマウント in situ ハイブリダイゼーション法により解析した。 
 
（2）神経形成に重要な BMP・FGF シグナルに対する Nsk/Clk2 の作用機序 
 Nsk/Clk2 の過剰発現は神経形成を促進し、BMP とは逆の作用を示すため、Nsk/Clk2 は BMP シ
グナルを阻害していると予想された。細胞外に分泌された BMP は、標的細胞の細胞膜上に存在す
る BMP 受容体に結合し、細胞内へシグナルを伝達する。そこで、恒常活性化型 BMP 受容体による
BMP シグナル活性化と Nsk/Clk2 過剰発現を同時に行ない、Nsk/Clk2 が BMP 受容体の上流/下流
のどちらに作用するのかを特定した。さらに、BMP シグナル活性化の指標となるリン酸化型



Smad1/5/8 のタンパク質量をウエスタンブロット法で定量し、Nsk/Clk2 が実際に BMP シグナル
を阻害することを生化学的に検証した。一方、FGF は Nsk/Clk2 と同じく神経形成を促進するの
で、Nsk/Clk2 が FGF シグナルを活性化している可能性がある。FGF は MAPK のリン酸化を引き起
こすことが知られているため、Nsk/Clk2 を過剰発現させた胚においてリン酸化型 MAPK の量を定
量した。 
 
 
 
４．研究成果 
ツメガエル初期胚で Nsk/Clk2 を過剰発現し、各種神経マーカー遺伝子の発現を調べた結果、

脳と脊髄両方の形成が促進されることが分かった。キナーゼドメイン変異型の Nsk/Clk2 を過剰
発現した場合は神経形成促進効果が見られず、キナーゼドメインが Clk2 の神経誘導活性に重要
と考えられた。また、阻害剤処理によって Nsk/Clk2 の機能阻害をおこなうと神経形成が抑制さ
れ、Nsk/Clk2 が神経形成に必須である可能性が示唆された。さらに、恒常活性化型 BMP 受容体
と Nsk/Clk2 を共発現させると、Nsk/Clk2 は恒常活性化型 BMP 受容体の作用を打ち消したことか
ら、Nsk/Clk2 は BMP 受容体の下流で BMP シグナルを遮断していることが分かった。 
Nsk/Clk2 は BMP シグナル抑制または FGF シグナル活性化と協調的に働いて、神経誘導を強め

る。そこで、BMP と FGF シグナル、各々の指標となる Smad1/5/8 と MAPK のリン酸化を調べたと
ころ、Nsk/Clk2 はリン酸化型 Smad1/5/8 を減少させる一方で、リン酸化型 MAPK を増加させた。
興味深いことに、リン酸化型 Smad1/5/8 は BMP シグナル抑制下でより強く減少し、非リン酸化型
Smad1 のレベルも同時に低下していた。また、リン酸化型 MAPK については、FGF シグナルの存在
下でのみ Nsk/Clk2 によって増加し、非リン酸化型 MAPK の増加を伴わないことが分かった。以上
の結果から、Nsk/Clk2は少なくとも非リン酸化型Smad1の調節を介してBMPシグナルを抑制し、
MAPK のリン酸化を調節することで FGF シグナルを活性化すると考えられた。 
本研究の成果によって、自閉症治療薬の創薬ターゲットである Nsk/Clk2 の神経発生における

役割と誘導因子シグナルの調節機構が明確になった。今後、Nsk/Clk2 が誘導因子シグナル伝達
因子（Smad, MAPK）のリン酸化やタンパク質安定性を制御するメカニズムを詳細に解析すること
で、副作用が少なく効果的な自閉症治療薬の開発に貢献することが期待される。 
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