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研究成果の概要（和文）：我々は遺伝学的手法を用いて自閉性疾患の原因遺伝子の探索を遂行し、時計遺伝子の一種で
あるNR1D1に変異を見出した。そこで、子宮内胎仔脳遺伝子導入法を用いて、発達期のマウス大脳皮質でNR1D1を発現抑
制し、固定切片を作成して観察したところ、神経細胞の移動障害が観察された。また、NR1D1の発現抑制は、脳室帯の
幹細胞の細胞周期には影響を与えなかった。そこで、移動障害の実態を詳細に解析するために、NR1D1を発現抑制した
脳切片の共焦点顕微鏡ライブイメージングを行い、幹細胞から分裂した新生ニューロンが中間帯から皮質へと移動し、
皮質内を脳表面へと移動する様子を観察した。

研究成果の概要（英文）：While many different biological causes have been implicated in the etiologies of 
neurodevelopmental disorders such as autism-spectrum disorder (ASD), genetic factors are considered to be 
the most important. Thus, it is essential to clarify the pathophysiological significance of respective 
disease-related genes in brain development. To address this issue, we performed genetic analyses of ASD 
patients and found a single amino acid mutation in a patient. We then carried out a comprehensive 
analyses with in utero electroporation including cortical neuron migration, axon elongation, dendrite 
developmentand live-imaging. Consequently we found abnormal phenotypes in the above analyses.
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１．研究開始当初の背景 

自閉性障害(ASD)は、社会性・言語やコミュニケ

ーション能力の発達障害、および、限定されたあ

るいは反復した行動・興味・活動、を主たる症状

とする発達障害で、５０〜８０％で睡眠障害を合

併する。ASD 病態の本質は、シナプス構造・機能

障害を主体とする大脳皮質発達障害であると考

えられる。実際、ASD の病因・病態関連遺伝子（400

種類以上の報告がある）は、シナプス形成・維持

に関する機能を有する場合が多い。一方、申請者

らは ASD 患者の遺伝子解析を行い、１１種類の時

計遺伝子(TIMELESS (TIM), NR1D1, PER1-3, CLOCK, 

BMAL1/2, MTNR1A/B, CSNK1E)にアミノ酸置換を伴

うミスセンス変異を発見していた。 

 

２．研究の目的 

自閉性障害(ASD)の病態には大脳皮質発達障害、

特にシナプス構造・機能障害が重要な役割を果た

す。一方、半数以上の ASD 患者は睡眠障害を合

併することから概日リズム異常も想定される。し

かし、ASD における概日リズム障害（時計遺伝子

の異常）の実体は、大脳皮質発達・シナプス機能

との関連を含めて殆ど判っていない。一方、申請

者らは、ASD 患者の遺伝子解析により、NR1D1 を

含む 11 種類の時計遺伝子にアミノ酸置換を伴う

変異を見出している。NR1D1 は核内受容体の一つ

である。核内受容体とは、細胞内タンパク質の一

種であり、リガンドが結合することで核内に移行

し、DNA に直接結合して、細胞核内での DNA 転写

を調節する受容体である。核内受容体は遺伝子ス

ーパーファミリーを形成しており、発生、発達や

代謝さらに体内時計（概日リズム）などに関与し

ている。そこで本研究では、NR1D1 蛋白質の機能

障害に焦点を当て、“in vivo/in vitro 解析バッテ

リー”による包括的解析を行ない、“概日リズム

（睡眠）異常と大脳皮質発達(シナプス回路構築)

障害”の観点から ASD の病態基盤に迫ろうと試

みた。 

 

３．研究の方法 

本研究では、独自に構築した“発達障害関連分子

の in vivo/in vitro 解析バッテリー”を用いて、

NR1D1 の生理機能/病態機能解析を遂行する。具体

的には、in vivo 実験として、①大脳皮質神経細胞

移動、②軸索伸長、③樹状突起の発達、④細胞周

期、の解析を行った。各項目の実験は共通の基本

戦略に基づいて遂行する。すなわち、対象遺伝子

のノックダウン(RNAi)とレスキュー実験を行う

ことで生理機能の解析を、また、発現を抑制した

状態で変異遺伝子の強制発現（変異体レスキュー）

を行うことで病態機能の解析を行った。 

 

４．研究成果 

NR1D1 はオーファン核内受容体に属し、ROPE 配列

に結合して転写を阻害する。NR1D1 は発現リズム

に関与し、遺伝子欠損マウスでは、恒常条件で短

い活動周期を示し、光への反応が変化しており、

概日行動リズムに関与することが示唆されてい

る。本研究では、典型的な自閉症様症状を示し、

重度の知的障害がある成人女性において、NR1D1

に父性遺伝の変異が認められた。この女性は他に

も睡眠障害、攻撃性を示し、発語はないことが認

められた。そこで、大脳皮質形成過程に対する

NR1D1 の機能を解析する目的として、子宮内胎仔

脳遺伝子導入による標的遺伝子発現のノックダ

ウンとレスキュー実験を行った。NR1D1 の発現を

抑制した結果、大脳皮質形成の過程で神経細胞の

移動が遅れることがわかった。これに RNAi 抵抗

型の野生型NR1D1を発現させると移動障害は回復

したが、変異型 NR1D1 では回復しなかった。また

NR1D1 の発現抑制の結果、対側皮質への軸索伸長

と樹状突起の発達も障害された。一方、NR1D1 の発

現抑制は細胞周期（神経幹細胞の増殖）には影響を

及ぼさなかった。以上の結果から、自閉性障害に

関与するNR1D1は、大脳皮質形成過程の細胞移動、

神経細胞ネットワーク形成において、重要な役割

を持つ可能性があることを見いだした。 
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