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研究成果の概要（和文）：自閉症スペクトラム障害多発家系（発端者、双子の弟、父親、長姉、弟が罹患者）において
、家系構成員8名のDNAサンプルを対象に全エクソンシークエンスを行った。Agilent Sure SelectによりDNAを濃縮し、
Illumina Hiseq2000によるシークエンスに用いた。発端者では、116,607個の変異が見出された。病因となる候補変異
をアミノ酸の非同義置換を伴うものに限定し、さらに候補変異をデータベースに掲載されていない多型/変異に限った
。これらの変異のうち、非罹患者3名が持つ変異を除き、5名の罹患者全てで見出された変異に限定したところ最終的に
7個の変異が残った。

研究成果の概要（英文）：We selected a multiplex family with autism spectrum disorder, for exome analysis. 
The family includes a proband, monozygotic twin, father, sister and a brother with Autism spectrum disorde
r. Exome sequencing were performed on all eight family members. Genomic DNA was captured on an Agilent sur
e select human all exon kit following the manufacturer's protocols. Captured libraries were sequenced on t
he Illumina Hiseq 2000. There were 116,607 single nucleotide variants (cSNVs) called in the proband with A
utism spectrum disorder. After filtering for nonsynonymous substitutions, database SNPs (db137), and the c
SNVs which were called in non affected subjects, and limiting the cSNVs which were shown on five ASD famil
y members, seven cSNVs remained. 
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１．研究開始当初の背景 
自閉症スペクトラム障害（ Autism 

spectrum disoders; ASD）は、社会的相互交
渉の質的な障害、コミュニケーションの質的
な障害、興味・行動の限定された様式を 3つ
の行動特徴とする症候群である。疫学研究
（Bailey ら、1995；Folstein ら、1977）か
ら強い遺伝的要因の関与が知られており、そ
の同定が病態解明、ひいては新規治療法の開
発にとって不可欠である。 
多くの精神疾患同様、ASD の遺伝様式は

Common variant common disease （CVCD）
仮説で説明が出来ると考えられていた。1000
サンプル前後の多数例を用いた関連解析で
は EN2（Benayedら、2005、2009）、MET 
oncogene（Campbellら、2006; Jacksonら、
2009）、CNTNAP2（Alarcon ら、 2008; 
Arikingら、2008）が再現性のある結果とし
て報告されていた。また、2000 年代後半か
ら、全ゲノム関連解析（Genome wide 
association study; GWAS）研究が行われて
いる。3つの独立した GWAS研究で、それぞ
れ Cadherin 9と Cadherin 10（Wangら、
2009）、Semaphorin 5A（Weissら、2009）、
MACROD2（Anneyら 2010）が自閉症関連
遺伝子として示唆された。しかし、それぞれ
のGWAS研究は他のGWAS研究の結果を再
現することは出来ず、また関連解析で候補遺
伝子とされた領域も GWAS では再現される
ことがなく、CVCD仮説で少なくとも全ての
病態を説明するには至っていない。 

CVCD仮説で ASDの病態を説明しきれな
い理由の一つとして、浸透率は高いが頻度が
稀な遺伝的要因が多数存在し、それらが臨床
上は近縁の表現系を呈していることが想定
される（Rare variant common disease 仮
説；RVCD仮説）。稀な変異が ASDの病態に
関わる遺伝子として、NLGN4（Jamin ら、
2003）、SHANK3（Durand ら、 2007；
Moessnerら 2007）、NRXN1（Kimら、2008；
Szatmariら、2007）、SHANK2（Berkelら、
2010）などの遺伝子が報告されている。また、
関連解析で候補遺伝子とされている
CNTNAP2 は家系研究でも変異が見出され
ている（Bakkalogluら、2008）。これら一つ
一つを同定し、その共通点から病態を探る手
法が有効である可能性があり、実際に
NLGN4、SHANK3、SHANK2、NRXN1遺
伝子はシナプスにおいて相互に関与するタ
ンパク質をコードしていることがわかって
きた。 
臨床では、複数の家系構成員が同一疾患に
罹患する明らかに濃厚な遺伝負因を有する
多発家系がみられることがあるが、そのよう
な家系では、浸透率の高い原因遺伝子が存在
する可能性があり、有力なものとして機能的
エクソン変異が候補として考えられる。この
仮説をもとに、本研究では、ASD多発家系を
対象として、近年急速に進歩してきたゲノム
ワイドな解析手法、全エクソンシークエンス

を用いることにより原因遺伝子の同定を行
い、疾患病態解明の一助としたいと考えた。 
 
２．研究の目的 
 過去、数十年間にわたり様々な研究が行わ
れてきたが未だに ASD を単一の原因で説明
できた報告はなく、現在では ASD は
heterogeneousな疾患であることが想定され
ている（Happéら、2006）。従って、多数例
対多数例での比較研究では ASD の原因遺伝
子の中で稀な遺伝子を見出すことは困難で
ある可能性が高い。O'Roak ら（2011）は、
対象サンプルに固有の稀な変異を探索する
ために、ASD孤発例及びその健常両親を対象
に全エクソンシークエンスを行い、de novo
の稀な変異を見出すことに成功している。し
かしながら ASD は家族集積性が知られてお
り（Pivenら、1997）、de novo変異を持つ孤
発例だけで ASD の全体像を捉えることがで
きるかどうかは疑問が残る。 
本研究は、個別の ASD 多発家系において
家系内で ASD の原因となり得る共通の変異
を網羅的に探索する新たな手法である。多数
例対多数例の比較では見出し得なかった稀
な原因遺伝子・変異を見いだせる可能性があ
ることが特色である。本研究で見出される遺
伝子の変異は稀なものであることが想定さ
れており、その多発家系に固有の変異である
可能性もあるが、同様の解析を多くの多発家
系で繰り返すことで、それぞれの原因遺伝
子・変異が家系に固有であっても、共通の機
能的なカスケードを見いだせる可能性があ
ると考えている。また孤発例で得られた知見
との異同についても検討が可能になるもの
と考えられる。 
 
３．研究の方法 
 本研究のために、自閉症スペクトラム障害
（autism spectrum disorder; ASD）多発家
系（発端者、一卵性双生児の弟、父親、長姉、
弟が罹患者、母、次姉、兄が非罹患者）にお
いて、健常者も含めた家系構成員 8 名から、
末梢血を採取した（表 1）。家系構成員の ASD
診断は、DSM-ⅣTR を用いて行った。採取した
白血球よりゲノム DNA を抽出し、クオリティ
ーの確認を行った。遺伝形式として優性遺伝
を想定し、多発家系構成員全 8名の DNA サン
プルを対象に全エクソンシークエンスを行
った。構成員 8名中 5名が ASD である多発家
系では浸透率の高い遺伝要因が含まれてい
る可能性が高い。 
全エクソンシークエンスに用いる DNA は、
アコースティックソルビライザーを用いて
断片化し、断片化した DNA の両末端を平滑
化・3’-dA 突出末端処理をした後に、アダプ
ターを両末端に連結した。アダプターが連結
した DNA を、SPRI 磁性ビーズを用いて精製し
た。精製した DNA を鋳型として PCR 法による
増幅を行い、得られた PCR 産物をゲノムライ
ブラリーとする。作成したゲノムライブラリ



ーを Sure Select Oligo Capure ライブラリ
ーとハイブリダイゼーションさせた。マグネ
ットビーズ（ストレプトアビジン）により
capture ライブラリーとハイブリダイゼーシ
ョンした DNA を濃縮した。濃縮したライブラ
リーDNA を PCR 法による増幅を行い、SPRI 磁
性ビーズによる精製を行った。精製した DNA
濃縮ライブラリーを、Illumina Hiseq 2000
によるシークエンスに用いた。Hiseq 2000 に
よる解析で鋳型 DNAの両末端 100塩基の配列
を決定した。Hg19 を参照配列として、CLC 
Genomics Workbench software による解析を
行った。得られた 100 塩基の DNA 配列は pair 
end として mapping した。10 倍以上の
coverage で変異解析を行った。 
エクソン領域で病因となる多型/変異は、
コードするタンパク質の変化を伴うことが
想定されるため、病因となる候補変異を挿入
/欠失を含む、アミノ酸の非同義置換を伴う
ものに限定した。さらに、浸透率が高く稀な
変異がASDの病因になっている可能性が高い
と考え、候補変異をデータベース SNP（db137）
に掲載されていない多型/変異に限った。 
 
表 1 多発家系構成員 
 

 関係 性別 年齢 診断 

AZ-3-P-A 発端者 男 7 ASD 

AZ-3-P-B 双生児 男 7 ASD 

AZ-3-C 姉 女 14  

AZ-3-D 姉 女 11 ASD 

AZ-3-E 兄 男 10  

AZ-3-G 弟 男 3 ASD 

AZ-3-F 父 男 49 ASD 

AZ-3-M 母 女 35  

 
４．研究成果（表 2） 
 発端者では、116,607 個の変異が見出され
た。エクソン領域で病因となる多型/変異は、
コードするタンパク質の変化を伴うことが
想定されるため、病因となる候補変異をアミ
ノ酸の非同義置換を伴うものに限定した結
果、13,187 個の変異が残った。これらの変異
のうち、データベース（db137）に掲載され
ていない多型/変異に限ったところ、626 個の
変異が残った。これらの変異から非罹患者 3
名に認められた変異を除いたところ、92個の
変異が残った。 
 ここまで残った変異に関して、ASD の双生児

弟と共通で持つ変異は、83 個でであり、ASD
の姉とも共通である変異は、30 個であり、ASD
の弟とも共通に持つ変異は、14 個であった。
これらの変異のうち父親と共通の変異は、7
個であった。 
優性遺伝を想定し、罹患者が全て有し、非
罹患者が全て持たないことから、これら 7個
の変異が位置する遺伝子のいずれかがASDの
原因遺伝子である可能性が高いと考えた。今
後、見出された遺伝子の機能を検討し ASD の
原因遺伝子を同定する必要がある。 
 
表 2 エクソン上で見出された変異の数 
 

 ASD 構成員 変異数 

発端者
（AZ3PA） 

 116,607 

非同義置換  13,187 

新奇変異  626 

非罹患者 3名
除く 

 92 

 双生児（AZ3PB）と
共通 

83 

 姉（AZ3D）と共通 30 

 弟（AZ3G）と共通 14 

 父（AZ3F）と共通 7 
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