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研究成果の概要（和文）：概日リズム遺伝子の自閉スペクトラム症への影響、およびその機序を明らかにするた
めにTimeless K.O.マウスを用いて行動解析を行った。その結果、社会性の低下等が示唆されASDと合致してい
た。また、脳の活動性の違いをみた解析では、 Timeless K.O.マウスとWTでは違いが検出され現在投稿準備中で
ある。TimelessがASD、特に社会性の低下に関わっている可能性が示唆され、ASDの発症機序として新しい知見が
得られた。
また、ASDを含め発達障害、知的障害患者38例においてエクソーム解析を実施し、12例で診断に至った。GAP43や
CACNA1Hは機能解を追加し投稿準備中である。

研究成果の概要（英文）：In order to clarify the influence of circadian rhythm genes on autism 
spectrum disorder and its mechanism, behavioral analysis was performed using Timeless KO mice. The 
results suggested a decline in sociality, consistent with ASD. Furthermore, analysis using neural 
activity markers detected differences between Timeless KO mice and WT mice, and the results are 
currently in preparation for submission. It was suggested that Timeless may be involved in ASD, 
particularly in the decline in sociality, and new knowledge was gained about the pathogenesis of 
ASD.
In addition, exome analysis was performed on 38 patients with developmental disorders and 
intellectual disabilities, including ASD, and a diagnosis was made in 12 cases. Functional solutions
 for GAP43 and CACNA1H have been added and are currently in preparation for submission.

研究分野：小児神経
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Timelessはこれまでヒト、マウスにおける概日リズム、ASDのエビデンスが乏しかったが、マウスでの行動解析
および脳での活動性をみることでASDとの関連を明らかにした。ASD、概日リズムの病態解明につなげることがで
きた。また、Timeless K.O.マウスは今後内服の治療効果判定に用いることも可能となり、今後の発展、社会的
な意義は非常に大きい。エクソーム解析においても多数の診断や、GAP43など疾患報告のない遺伝子について疾
患との関連を見出すことができ、患者さんや社会にとって非常に大きな意義があったと考えている。今後、解析
を継続することでより詳細な病態解明につなげていきたい。

※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、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

申請者らは自閉スペクトラム症の原因遺伝子として LIN7 等のシナプス関連遺伝子を同定[1, 

2]、解析し、また、概日リズム異常の有無にかかわらず、自閉スペクトラム症 (ASD)では概日

リズム関連遺伝子が ASD の病因の 1つになってきている可能性を報告してきた[3]。特に、ASD

および概日リズム異常のある親子で Timeless p.F498S を同定していた。社会性・社会行動と概

日リズムは密接な関連を持ち、その基盤として、概日リズム関連遺伝子の中にシナプス形成・

機能に関与する遺伝子が存在し、その機能低下により神経ネットワークの形成・可塑性が低下

し、社会性の障害やリズム障害などを来してくる可能性が考えられる。実際、我々の解析でも

NR1D1、PER3 などが ASD の原因遺伝子でありノックダウンにより大脳皮質の神経の神経細胞移

動や突起伸長が抑制されることを明らかにした。しかし、これらの遺伝子は、独自の機序で神

経分化に作用するのか、概日リズムに影響された発現によりシナプス形成に影響するのか不明

である。 

 

２．研究の目的 

本研究は、(1) 概日リズム関連遺伝子の神経ネットワーク形成への関与をさらに解明するた

め、TIMELESS、PER3 等の既検出変異を iPS 細胞に導入しシナプスへの影響を調べる。(2) マウ

スで概日リズム異常を起こし関連遺伝子の発現変化を確認、それが神経分化やシナプス機能へ

及ぼす影響を明らかにし、リズム正常化や薬剤の効果などの治療法開発をする。概日リズムの

神経発達への影響を証明することが出来れば、社会的にも重要な研究となり得る。 

 

３．研究の方法 

1) Timeless やその他の概日リズム関連遺伝子で得られたバリアントをゲノム編集で iPS に導 

入し、シナプス形成などを評価する。 

2) マウスを用いた解析:Timeless のノックアウト(K.O.)マウスでリズム障害の解析、バッテリ

ーを用いた行動解析および、脳の神経細胞の活動性マーカーを用い興奮部位を WT と比較する。 

3) 概日リズム異常以外の ASD、発達障害、知的障害についてのエクソーム解析を行い原因遺伝 

子の同定を行う。また、追加解析必要な症例については機能解析を行う。 

 

４．研究成果 

1) Timeless のバリアントについて Cas-9 を用い iPS に導入した。導入効率は 3 割で可能であ

った。その後の神経の分化について至適な条件検討を継続している。 

また、Timeless の C 末端に HiBiT のタグおよびバリアントを導入したベクターを HEK293 細胞に

トランスフェクションして、同システムを用いてシグナルの違いおよび細胞内局在を解析した

が WT、2 つのバリアントで有意な違いは検出できなかった。 

2) Timeless K.O.マウスでは、社会性の低下等が示された。また、脳神経の活動性マーカーを 

用いた解析では、 Timeless K.O.マウスと WT では、違いが示され、Timeless の ASD、特に社会

性の低下に関わっている可能性が示唆され、現在投稿中である。 

3) ASD や発達障害の症例のエクソーム解析や、機能解析を行った。  

患者 38 例(家族含め合計 78 例)においてエクソーム解析を実施し、機能解析したものも含め 12

例(31.6%)で診断にいたった。実施した内訳では、知的障害、発達障害:1２例(31.6%)、心疾患:5

例(13.2%)、血液、免疫関連:5 例(13.2%)、てんかん：４例(10.5％)、骨異常を含む奇形症候群:

３例(7.9%)などであった。 

【てんかんの症例】 

① DYNC1H1 遺伝子は細胞質ダイニンの複合体のコア構造の細胞質ダイニン 1の重鎖をコードし 

ていて、神経細胞移動障害、知的障害、自閉症の原因遺伝子である。 皮質形成異常があり難治

性てんかんの症例、および、皮質形成異常は見られないが難治性てんかん、ASD の症例を検出し



経過とともに報告した。 

② てんかん症例においてDNM1L（(Dynamin 1-like)の新規バリアントを検出した。DNM1Lは細 

胞分裂過程で膜のリモデリングを仲介し、ペルオキシソームやミトコンドリア分裂に重要な役

割を果たす。既知のバリアントと検出バリアントをベクターに導入し、ミトコンドリア、ペル

オキシソームの形態について検討した。患者の検体では、ミトコンドリアの結節や枝分かれ等

を多数認め、腫大がみられた。ペルオキシソームも腫大がみられ、本バリアントがてんかんの

原因であると考えられ、投稿準備中である。 

③ 難治性のミオクロニー失立てんかん（MAE）の症例で同定したコンパウンドヘテロの 

CACNA1H のバリアントについて、電位的な機能解析を追加した。CACNA1H は Cav3.2 T-type Ca2+ 

チャネルをコードし、CACNA1H は、高アルドステロン症、小児欠神てんかんおよび特発性全般て

んかんの感受性の原因遺伝子で、MAE での報告は見られなかった。本症例は既知の Gain of 

function、 新規の loss of function の バリアントの組み合わせにより難治性の MAE を発症し

たと考えられ投稿準備中である。 

【てんかん以外の解析】 

① 低身長と知的障害、手指の弯曲、下肢の脚長差の症例でバリアントを同定したGAP43は成長 

因子関連蛋白で、神経の再生において重要な蛋白である。この症例はSilver-Russell症候群

（SRS）に類似しており、SRSが疑われる症例で、このメチル化の有意差が見られたとの報告も

あったため、60例のSRS疑い例で通常H19/IGF２のメチル化異常が見られなかった症例について

GAP43のシークエンスを行ったが、変異は同定できなかった。欠失例の報告で知的障害や発達障

害、下肢の脚長差の報告あり。GAP43が本症例の原因遺伝子と考えて機能解析を行った。GAP43

のノックダウンでは樹状突起の形成や軸索の伸長が障害され、本症例の原因遺伝子と考えら

れ、論文投稿準備中である。 

② X染色体のメチル化による不活化の極端な偏りのために発症したMenkes病女児を経験した。 

その母、祖母を含む３世代の全ゲノムとRNAシークエンシング解析を実施し、X染色体不活化の

偏りの原因について解析した。Ｘ染色体短腕テロメア近傍のｐ21-22、Ｘ染色体長腕のテロメア

近傍のｑ26-28で組み換えが起こっていたことを明らかにし、同部位にcis-acting genetic 

factorが存在し、X染色体不活化を増強または抑制する可能性を報告した。 

その他、知的障害や発達の遅れの症例で ANK11 のバリアントや MECP2 のバリアントを同定し、診

断に結び付いた。 
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