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研究成果の概要（和文）：神経発達症の治療開発のため、オキシトシン神経系を賦活する機能性糖質の自閉スペ
クトラム症に対する二重盲検試験を実施している。有害事象はなく、有効性が確認されれば治験に進めていく。
MECP2重複症候群の治療開発のため、モデルマウス海馬由来とヒトiPS細胞由来神経細胞で、Mecp2発現を60-84%
に抑制するmiRNAを4個選択した。オフターゲット作用を確認し治療薬候補miRNAを選択する。また、低発現で神
経細胞特異的synIプロモーターを用いたMECP2導入ベクター(AAV9)を作製し、Rett症候群モデルマウス大層に注
入し治療効果を確認した。それぞれ、治験に向けて解析を進めていく。

研究成果の概要（英文）：To develop the treatment for neurodevelopmental disorder, double blind test 
of a functional oligosaccharide that activate oxytocin nervous system to patients with autism 
spectrum disorder has been performed. So far, adverse events have not observed. After confirming the
 effects for neuronal function, we will move on to clinical trial.
  Four miRNAs were identified to decrease the expression of MECP2 to the level about 60-84% in 
cultured neuronal cells from model mice hippocampus and also from human iPS cells. After the 
analysis of off target effects, we select the candidate miRNA to treat MECP2 duplication syndrome. 
Addition to them, AAV9 vector with MECP2 and SynI promotor that had low promotor activity was 
injected into cisterna magna of Rett syndrome model mice and improved phenotypes. After confirming 
these effects, we will plan the clinical trials.

研究分野：小児神経学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　神経発達症の患者・家族の困難は多く、治療法が待たれている。機能性糖質の臨床研究で治療効果が示されれ
ば、自閉スペクトラム症の治療確立に大きな進歩である。また、この機能性糖質は、オキシトシン神経系を賦活
するため、オキシトシンと自閉症状の関連解明に重要な結果である。
　神経発達症の症状を示す、MECP2関連疾患のMECP2重複症候群とRett症候群は、MECP2の厳密な発現コントロー
ルが必要である。過剰発現を抑えるmiRNA、発現がないRett症候群患者への低発現プロモーターを用いた発現調
節による治療開発は、これらの疾患の治療法ができることに加え、遺伝子治療での遺伝子発現調節に貴重な情報
となる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
自閉スペクトラム症（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。 
病因遺伝子として、シナプス関連遺伝子やメチル化関連遺伝子などが同定されている。また、
micro RNA(miRNA)の関与も報告されるようになった。ASD の基本病態はシナプス異常で、それ
に関与する遺伝子変異に加え、シナプス関連遺伝子等の発現を調節する遺伝子や miRNA の異常
により発症する病態も考えられる。多数の病因遺伝子が同定されているが、さらに病因遺伝子
はあると考えられ、治療法開発に進むためにも、さらなる病因遺伝子の同定と、各患者での病
因検索が期待される。 
同時に、治療法開発研究が求められる。 
 ASD の治療に関して、オキシトシンが社会的相互作用に作用することも示され、治療候補薬
であるが、点鼻製剤による治療効果は臨床的には軽度で、限定的である。その中で、共同研究
者の矢田らが、オキシトシン神経系を介しマウスで ASD 症状を改善する機能性糖質を同定した
1)。安全性は確認されており、臨床研究で効果を確認する準備を開始した。 
一方、発達障害を示す MECP2 関連疾患がある。MECP2 が欠損することにより重度知的障害、て
んかん、手もみ常同運動等を示す Rett 症候群を発症するが、また、発現過剰になる MECP2 重複
症候群も同様に重度知的障害、難治性てんかん等を発症する 2)。よって、治療法開発には、
MECP2 の発現レベルを適切なレベルに調整しなければならない。申請者らは、AADC 欠損症に対
する臨床研究を行い、また、いくつかの疾患に対して、AAV ベクターを用いた遺伝子治療開発
研究を実施している。これらの技術を応用して、miRNA を用いて遺伝子発現調節して、MECP2 重
複症候群の治療開発や Rett 症候群の遺伝子治療開発研究も着手している。MECP2 重複症候群の
治療では、発現を低下させるが、下げすぎても Rett 症候群様の症状が出現する可能性が考えら
れる。また、Rett 症候群は、ヘテロのメスにのみ発症し、正常細胞と欠損細胞が混在してい
る。これまでの AAV を用いて MECP2 遺伝子を導入する研究では、均一なオスで治療効果は示さ
れているが、メスでの報告はほとんどない。メスで、正常細胞の発現レベルを上げすぎずに、
欠損細胞で MECP2 発現させる必要がある。 
 
２．研究の目的 
ASD 等の神経発達症の病態解明と治療法開発を目的とする。 
(1) 患者のアレーCGH 解析やエクソーム解析を継続し、新たな病因遺伝子同定と病態解明研究を
行う。また、患者個々の変異を同定する。 
(2) 治療法開発として、以下の２項目の研究を行う。 
① ASD 患者に対する機能性糖質の治療効果を解析する臨床研究 
前述のように、共同研究者の矢田らが同定した機能性糖質の有効性を ASD 患者で確認する。 
② MECP2 関連疾患に対する治療法開発研究 
MECP2 重複症候群および Rett 症候群の治療法開発研究を行う。MECP2 重複症候群は、MECP2 が
重複し過剰発現して重度知的障害や難治性てんかんを発症するため、MECP2 の発現を抑制する
ことが必要である。そのために、MECP2 を抑制し、off target 作用が少ない miRNA を同定し
て、治療候補とする。逆に、Rett 症候群は MECP2 の発現が過剰にならない程度に上昇させなけ
ればならない。よって、低発現プロモーターの使用や、発現調節する手法を試みる。 
 
3. 研究の方法 
(1) ASD の病因遺伝子解析研究 
ASD 患者に対し、aCGH を実施して微小な欠失や重複などのコピー数多型(CNV)を検出し、その
領域から候補遺伝子を抽出。他の患者での変異解析や機能解析等により、病因かどうかを検証
する。また、CNV 未検出例にはエクソーム解析を検討し病因遺伝子の同定を行う。 
 
(2) 治療法開発研究 
① ASD 患者に対する機能性糖質の治療効果を解析する臨床研究 
12 歳以上の自閉スペクトラム
症男子に対し、ランダム化二重
盲検比較試験で実施する。 
まず、単回内服試験として、
１回内服後に評価。引き続き短
期内服試験に移行する。実薬群
は D-アルロース、偽薬群では
D-グルコースを 4週間内服す



る。低用量(0.2-0.3g/kg/day)群を少人数で開始し、明らかな有害事象がなければ高容量群
(0.4-0.6g/kg/day)を開始する。ランダム化二重盲険クロスオーバープラセボ対照比較試験とし
て、実薬群と偽薬群の 2群に割り付けられ、4週間のウォッシュアウト期間をおいて、実薬開
始群は偽薬を、偽薬開始群は実薬へと内服薬を入れ替えて各 4週間内服する。短期内服試験終
了後、長期内服試験として短期試験と同量の実薬を 6ヶ月間内服する。 
主要評価項目として、有害事象の有無を、副次的評価項目として、自閉症状、自傷、興奮等の
自閉症随伴症状、肥満、概日リズム障害やオキシトシン分泌などへの影響を評価する。 
② MECP2 関連疾患に対する治療法開発研究 
（miRNA を用いた遺伝子治療法開発） 
MECP 遺伝子発現を抑制する可能性のある miRNA を抽出する。それらを MECP2 重複症候群のモ
デルマウスである、MECP2 トランスジェニック(Mecp2-Tg)マウスの海馬由来培養神経細胞、お
よびヒト患者 iPS 細胞を神経細胞に分化させた培養細胞に作用させ、MECP2 の発現レベルを確
認する。それらの miRNA から、MECP2 の発現レベルが１程度になるものを選択し、off target
効果として、他の遺伝子の発現レベルに影響が低いものを選択し、MECP2 重複症候群の治療候
補薬として、モデルマウスでの治療効果確認に進める。 
（Rett 症候群に対する遺伝子治療法開発） 
Rett 症候群は MECP2 の発現が過剰にならない程度に上昇させなければならない。よって、低
発現プロモーターの使用や、メチル化部位に作用して MECP2 発現を調節する手法を試みる。本
課題では、神経細胞特異的に発現し、低発現である SynI プロモーターを MECP2 と共に組み込ん
だ AAV ベクターを作製し、Rett 症候群モデルマウスである Mecp2 欠損マウスのオスとヘテロの
メスの大槽と農室内に注入して、生存期間、運動機能、行動等を評価し、メスも含めた治療効
果を確認する。 
 
4. 研究成果 
(1) ASD の病因遺伝子解析研究 
ASD 患者に aCGH 解析を行った。始めは研究と
して実施し、途中、aCGH が保険適用になった
ため、診療の一環として実施した。検出された
CNV に関して、名古屋市大の共同研究者たちと
まとめて報告した 3)。CNV が検出されなかった
児に対して、エクソーム解析を行い、候補遺伝
子の変異を検出した。その中で、難治性てんか
んを合併した 2例で DYNC1H1 の変異を検出し、
変異部位と症状の関連を検討し報告した 4)。 
また、概日リズム関連遺伝子で、ASD と睡眠
障害患者で変異を検出している Timeless のノ
ックアウトマウスを作製し、行動解析を行って
いる。一部自閉症状に該当する検査での異常が検出されており、さらに解析を進めている。 
 
(2) 治療法開発研究 
① ASD 患者に対する機能性糖質の治療効果を解析する臨床研究 
コロナウィルスにより、臨床研究実施が困
難であったため、研究開始が遅れた。コロナ
感染の軽減により、2022 年から再開した。
現時点で、6名が評価終了し、4名が短期試
験実施中である。現時点で大きな有害事象は
起きていない。10 名が短期試験を終了した
時点でキーオープンを考えている。有効性が
示されれば、治験に進める。 
また、参加者達の遺伝学的解析結果を確認
して、有効例に対して、効果が期待できる遺
伝子変異があるかどうか、有効性に関与する
機序が推定できるかを検討する。 
 
②  MECP2 関連疾患に対する治療法開発研究 
（miRNA を用いた遺伝子治療法開発） 
 MECP2-Tg マウス由来培養神経細胞、およびヒト患者 iPS 細胞由来神培養神経細胞に 50 種類
の miRNA を作用させ、MECP2 mRNA の発現レベルを確認した。それらの中で、マウスとヒト両者
に対し、Mecp2 の発現レベルが１前後に調節された miRNA を 4 個選択した。その４個の miRNA
を MECP2 重複症候群モデルマウス由来培養神経細胞に作用させ、MECP2 タンパクの発現を免疫
抗体法で確認したところ、治療群で MECP2 の発現が 0.6-0.8 程度に抑制された。 



 現在、この４個の miRNA の off target 作用を確認している。Off target 作用の最も少ない
ものを選択、あるいは低発現で組み合わせて AAV ベクターに組み込み、治療用ベクターの作製
を目指す。 
（Rett 症候群に対する遺伝子治療法開発） 
 SynI プロモーターを用いた MECP2-AAV9 ベクターの治療効果として、オスで生存期間の延
長、運動機能の改善等が得られた。メスでは、生存期間や行動異常が 1年以内は正常とモデル
マウスで差がなく、治療効果も示せなかったが、1年以降、学習行動等の低下が出現し、それ
に対する治療効果は示された。しかし、正常マウスに投与することで多動性等の行動異常が出
現している。今後、メスでの治療効果解析を進めていく。 
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