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研究成果の概要（和文）：自閉症高感受性遺伝子ニューロリギン4Xのメチル化を主体としたエピジェネティック
な発現制御機構の解明と、NLGN4Xを介したホルモン分泌制御機構の解析を行った。非神経細胞ではコアプロモー
ター、CGIプロモーター共にCpGメチル化とMeCP2の結合により発現が抑制され、神経細胞ではCEBPδが転写促進
に働いていた。NLGN4X発現細胞ではNRXN1βやSyntaxin1Aとの相互作用によりAVP分泌抑制に働いていることがわ
かった。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the epigenetic regulation of expression of the 
autism-susceptivility gene neuroligin 4X (NLGN4X), mainly through CpG methylation, and the 
regulation of hormone secretion through NLGN4X. In non-neuronal cells, the expression of both the 
core promoter and CGI promoter were repressed by CpG methylation and MeCP2 binding, while in 
neuronal cells, CEBPδ functioned to promote transcription.
In NLGN4X-expressing cells, the interaction with NRXN1β and Syntaxin1A was found to work to inhibit
 AVP secretion.

研究分野：分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
NLGN4Xの発現低下や機能障害により自閉症発症の要因になりうることはわかっていたがどのようなメカニズムで
発現が制御されているのか（低下しているのか）は未解明であったが、本研究によりMeCP2を介したプロモータ
ーメチル化制御やCEBPδ、アセチル化を介した転写活性化が神経細胞・非神経細胞で高度に制御されていること
が明らかとなった。
また、AVP分泌制御を介した病態変化の一端が示唆され、NLGN4Xの発現調節が自閉症発症の予防や病態改善に繋
がるものと期待された。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
(1)  自閉症は、３歳までの小児で発症して障害が生涯にわたる精神疾患で、患者家族への負担

が大きく、2014 年の調査では 68 人に 1人の割合で子供に現れるなど年々増加傾向であり、社会

的に深刻な問題となっている。遺伝子要因が強く関与する脳の発達障害であるが、複数の関連遺

伝子の変異の組み合わせにより危険度が増す一方で、遺伝子変異を有しないが、妊娠中のウイル

ス感染やストレス、薬物の服用、周産期のトラブルなど、何らかの環境要因が原因で遺伝子の発

現に異常が生じた結果、発症するケースも多い。この場合、後天的にゲノムのメチル化やクロマ

チンの修飾、microRNA などによる発現抑制など、エピジェネティカルな制御を受けることで遺

伝子の発現異常が起こることが明らかになってきている。申請者は、自閉症原因遺伝子の一つ

NLGN4X に着目し、そのモレキュラーネットワークの解明を通して、自閉症の病因・病態の解明

を目指している。NLGN4X は主に神経のシナプス後膜に発現し、シナプス前膜に発現する

Neurexin と結合してシナプス形成とその維持に働く接着分子 Neuroligin の一種であり、自閉

症患者で機能阻害を有する変異や欠失が報告されている（Human Genet 1999, Nat Genet 2003, 

Am J Hum Genet 2004, Hum Mol Genet 2004, Mol Psychiatry 2005, J Med Genet 2006, Eur J 

Hum Genet 2008, Genet Test Mol Biomarkers 2009, J Neurosci 2009）。NLGN4 ノックアウトマ

ウスでは、社会性の欠如など自閉症様症状を示すことがわかっているが（Proc Natl Acad Sci 

USA 2008a, Behave Brain Res 2012）、マウス NLGN4 はヒト NLGN4X とは進化的にとても異なっ

た遺伝子であり（Proc Natl Acad Sci USA 2008b）、脳における発現部位もヒトとは異なってい

ることから、ヒトの自閉症の病因・病態の解明には、ヒトの NLGN4X を調べなければならないと

考えられる。 

 

(2)  申請者は、ヒト NLGN4X 特異的抗体を作成し、ヒト脳をはじめ、ヒト各組織及びヒト iPS 

細胞由来神経細胞における発現様式を初めて明らかにした（Mol Brain 2023）。脳では社会的行

動の制御に重要な室傍核、視索上核のオキシトシン（OXT）、バソプレッシン（AVP）神経に強く

発現し、その分泌制御に関わっていると考えられる。OXT/AVP はストレスセンサーであり、その

遺伝子変異や多型は様々な精神疾患に関与している。また、両者のバランスは長期的な社会活動

に大きく影響し、特に AVP は幼少期に強いストレスがかかるとゲノムの脱メチル化と MeCP2 タ

ンパク質の制御により永続的に高発現となり精神疾患を引き起こすうえ（Nat Neurosci 2009）、

過剰な AVP がアンタゴニストとして OXT シグナルに影響を及ぼし、自閉症様症状を呈する。す

なわち、AVP は多くても少なくても自閉症の原因となりうることから、そのターンオーバーを正

常に保つ事が自閉症の予防や改善に繋がることが期待される。 

 
２．研究の目的 
本研究は、ヒト自閉症原因遺伝子ニューロリギン4X(NLGN4X)について、自閉症での遺伝子発

現の変化の有無、その発現の増減を引き起こす非遺伝的背景（エピジェネティックス、環境要

因）とそれによって引き起こされる分子病態を明らかにし、自閉症発症のメカニズムの解明

や、発現量を指標とした新規診断法、及び発現調節を標的にした治療法の確立とQOL の改善を

目的としている。具体的には（１）NLGN4X 発現制御機構の解析（２）自閉症患者由来細胞を用

いた発現と分子病態の解析（３）NLGN4X 発現異常に起因する自閉症患者を判別する新規診断法

の確立（４）発現調節活性を有する生理活性物質の探索と治療法の検討、を行う。 

 



３．研究の方法 
(1)  コアプロモーターを介した転写制御の解析 

 ゲルシフト法により結合可能性が示唆された CEBPs についてレポーターアッセイ及び ChIP ア

ッセイによりコアプロモーターに作用しているかどうか調べた。 

 

(2)  非神経細胞におけるプロモーターCpG メチル化の解析 

 非神経細胞（HeLa, HepG2）におけるコアプロモーター及び CGI プロモーターにおけるメチル

化について Bisulfite-Sequence 法及び Methylation-Specific PCR(MSP)法により解析した。 

 

(3)  iPSC からの神経分化における発現制御の解析 

 iPSC からの神経分化誘導における NLGN4X、CEBPδの発現、及びプロモーターのメチル化につ

いて MSP 法により解析した。 

 

(4)  iPSC からの非神経分化における発現制御の解析 

iPSC からの非神経細胞（肝細胞）分化誘導における NLGN4X、CEBPδの発現、及びプロモータ

ーのメチル化について MSP 法により解析した。 

 

(5)  エピゲノム編集による Gene Drive 解析 

 非神経細胞（HeLa）を用いて、TSA 及び 5-AzaC による処理、CRISPR-CAS9 システムを用いた

Gene Drive による転写活性化を解析した。 

 

(6)  NLGN4X 発現細胞における NLGN4X 相互作用分子の同定 

 NLGN４X発現細胞（TGW, Lu-165）で発現するNeurexins(NLGN4X リガンド)及び細胞内でNLGN4X

と相互作用する分子を免疫沈降法により同定した。 

 

(7)  NLGN4X による AVP 分泌制御の解析 

 NLGN４X の強制発現及び siRNA ノックダウンによる AVP 分泌量の変化を解析した。 

 
４．研究成果 

(1)  TGW 細胞を用いて NLGN４X コアプロモーター領域における ChIP 解析を行ったところ、

CEBPα,β及びδ、Sp1 が結合することがわかった。そこで各因子についてルシフェラーゼアッ

セイにより転写活性を調べたところ、CEBPδに有意な転写促進活性が認められた。CEBPδを

siRNA でノックダウンすると NLGN4X Exon1A の発現が低下したことから、神経分化初期に働く

NLGN4X コアプロモーターには CEBPδが正に働いていると考えられた。 

 

(2)  HeLa, HepG2 各細胞におけるコアプロモーター及び CGI プロモーターのメチル化について

Bisulfite-Sequence 法で調べたところ、神経細胞の TGW に比べコアプロモーターはやや弱く、

CGI プロモーターは広範に渡りメチル化されていることがわかった。MSP 法によりメチル化頻度

（コア,CGI）を確認したところ HeLa では(30,60)、HepG2 では(10,15)と細胞種により異なるこ

とがわかった。 

 

(3)  iPSC からの神経細胞誘導過程において NLGN4X と CEBPδの発現パターンを解析したとこ

ろ、神経分化初期には NLGN4X Exon1A の発現が CEBPδの発現とよく相関し、分化の進行と共に



発現が減少した。一方、分化後期において NLGN4X-Exon1C 及び CEBPδの発現が分化進行と共に

増加したが、NLGN4X-Exon1C については分化の成熟とともに発現が低下した。iPSC 神経分化誘導

時の NLGN4X の発現変化はヒト脳内の発現変化とよく一致していた。また、プロモーターのメチ

ル化はコアプロモーターについては NLGN4X-Exon1A の発現と緩く逆相関し、CGI プロモーターの

メチル化には大きな変動は見られなかった。 

 

(4)  iPSC からの肝細胞誘導過程において NLGN4X と CEBPδの発現パターンを解析したところ、

NLGN4X-Exon1A の発現と CEBPδの発現は緩やかに相関し減少していた。一方、NLGN4X-Exon1C は

ほとんど発現増加は見られないが、CEBPδは肝細胞分化に働くため分化後期には発現が増加し

た。メチル化についてはコアプロモーターのメチル化増加と NLGN4X-Exon1A の発現減少が強く

相関していること、CGI プロモーターメチル化は NLGN4X-Exon1C の発現同様、大きく変動しない

ことがわかった。 

 

(5)  HeLa 細胞を TSA 及び 5-AzaC により処理すると、NLGN4X-Exon1A のみ発現が上昇した。そ

こで CRISPR-CAS9 システム（p300/TET/VP160）を用いて NLGN4X のプロモーター領域全般につい

て Gene Drive を試行したところ、NLGN4X-Exon1C の発現の増加が見られた。このことは、コア

プロモーターは脱メチル化、脱アセチル化を介して働いたこと、CGI プロモーターはそれに加え

て大きな転写促進活性の作用でドライブされたことを示唆している。これらの結果は将来的に 

NLGN4X 発現増加に基づいた治療法の確立に役立つものと考えられる。 

 

(6)  TGW、Lu-165 各細胞において Neurexin の発現を qPCR により解析したところ、NRXN-1αの

発現が有意に高かった。免疫沈降により相互に結合すること、NRXN-1α-IgGFc により cAMP シグ

ナルの上昇を確認した。一方、細胞内タンパク質との相互作用を免疫沈降により調べたところ、

Syntaxin-1A, Syntaxin-5, SNAP-25, LAMP2 等が結合することが確認された。この結果、NLGN4X

が分泌小胞や分泌タンパク質のターンオーバーに寄与している可能性が示唆された。 

 

(7)  Lu-165 細胞を用いて、NLGN4X の強制発現及び siRNA ノックダウンにより NLGN4X の発現量

をコントロールすると、AVP の分泌量が逆相関し、NLGN4X が AVP 分泌に寄与していることが明ら

かとなった。NLGN4X が高塩濃度で発現上昇すること、AVP が水再吸収に作用し浸透圧を調節する

こと、NLGN4X 及び AVP の発現が浸透圧センサー細胞で高いことを考え合わせると、NLGN4X が 

AVP のターンオーバーを調節することで浸透圧調節に関与している可能性が示唆された。 
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