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研究成果の概要（和文）： 

精神遅滞および広汎性発達障害は中枢神経系の発達機能獲得異常と言われていることか
ら、本研究では精神遅滞バイオリソースレポジトリーの DNA サンプルを用いて、シナプ
ス関連分子である SYP, RAB39B, GRIA3, SHANK3 の遺伝子解析を行い、SYP において
1 例のナンセンス変異、1 例のミスセンス変異、SHANK3 遺伝子においては 8 か所のミス
センス変異を 10 例の患者から検出した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 Cumulative evidence has shown that abnormal synaptic function represent 
neuropashognesis of mental retardation (MR) and pervasive developmental disorder (PDD), 
and one of the major causes are gene mutation. In this study, we focused on SYP, RAB39B, 
GRIA3 and SHANK3 genes, which encode synaptic molecules, and analyzed those genes in MR 
and PDD patients. We found 2 novel mutations in SYP gene, and 8 novel missense mutations 
in SHANK3 gene in patients. 
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１．研究開始当初の背景 

精神遅滞および自閉症を含めた広汎性

発達障害は中枢神経系の発達的機能獲得

不全を原因とする疾患である。現在、両疾

患の合計罹患率は出生 100人に 1人といわ

れており、小児科領域の重要な疾患のひと

つであるが、病因が解明されていないこと

から根本的な治療法の開発には至ってい

ない。 

本疾患の多くは 3歳までに発症するとさ

れているが、最近の研究では１歳の時点で

すでに脳発達に変化が起こっていると考

えられている（Hazlett, et al. Arch. Gen. 

Psychiatry, 2005）。これまでの精神遅滞・

広汎性発達障害患者の遺伝子解析により、

ニューロリジンやニューレキシンなどシ

ナプス機能にかかわる分子の遺伝子変異

が報告されたことから、精神遅滞・広汎性

発達障害の原因のひとつの可能性は「脳発
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達期のシナプスの形成および成熟異常」で

あ る と 考 え ら れ て い る

（Garber,Science,2007）。さらに申請者ら

は重度言語障害を呈する 128 例の広汎性

発達障害患者においてシナプス機能分子

の一つである SHANK3 遺伝子のゲノム解

析を行い新規の変異を 6 例に見出した

（Waga et al. Psychiatr. Genet.2011）。 

精神遅滞・広汎性発達障害患者の双生児

研究から疾患の発症には遺伝的要因が大

きく関与していると考えられており、発症

の男女比は 3:1 と男児で多いことから、特

にＸ染色体上に原因遺伝子が存在する可

能性が高いことを示唆している。以上のこ

とから、精神遅滞・広汎性発達障害発症の

原因のキーワードとして、シナプスの成

熟・機能異常、Ｘ染色体が挙げられる。 

米国ではボストン地域の 11 の医療研究

機関で自閉症コンソーシアムが設立、米国

自閉症患者 3700 人が登録されており、大

規模な遺伝解析が行われているのに対し、

日本においては患者数が多いものの、遺伝

子解析は遅れているのが現状である。その

中で申請者が所属する国立精神・神経医療

研究センターでは精神遅滞・広汎性発達障

害患者家系の患者およびその家族の血液

細胞より細胞株が樹立され、約 360 家系が

家系情報（家族歴）と共にバイオリソース

として保存・管理されている。申請者の研

究グループは精神遅滞・広汎性発達障害の

発症因子特定のため 2005 年までに学術論

文において候補遺伝子と報告されていた X

染色体上の 19 遺伝子を対象に遺伝子解析

を行い、約 15％の患者でなんらかの遺伝子

の変異を検出した。しかしながら 2005 年

以降、候補遺伝子は約20以上増えており、

残りの 85％の患者において原因特定のた

めにこれら遺伝子の解析が急務であると

考えられた。 

 

２．研究の目的 

本研究では精神遅滞・広汎性発達障害の

発症をシナプス機能の異常としてとらえ、

日本における本疾患症例の原因特定のた

め、Ｘ染色体上に存在するシナプス関連分

子シナプトフィジン（SYP） ,RAB39B, 

GRIA3, そして 128例中6例と遺伝子変異

が認められたシナプス機能分子 SHANK3

（22q13 領域）の 4 遺伝子に着目し、研究

所が保有する 360 家系のバイオリソース

を用いて遺伝子解析を行い、これら遺伝子

変異による症例の実態を把握すること、そ

して患者由来の遺伝子異常に基づいた病

態解明を目指した機能解析への実験の構

築との検証を行うことを目的とした。 

 

３．研究の方法 

１） SYP, RAB39B, GRIA3, SHANK3

遺伝子解析 

1)-1 SYP,RAB39B,GRIA3 遺伝子 

解析対象： SYP,RAB39B,GRIA3 遺伝子は X染

色体上に位置していることから

(SYP:Xp11.23-p11.22 RAB39B:Xq28 

GRIA3:Xq25)、精遅滞・バイオリソースレポ

ジトリーに登録されている家系からX連鎖性

の疑われる家系を抽出し、53例の男児患者を

XLMR 群、また X連鎖性の可能性が低い男性患

者および孤発例男性患者 132 例を non-XLMR

群として解析を行った。 

ゲノム解析：SYP, RAB39B, GRIA3,遺伝子

の各エクソンおよびエクソン-イントロン境

界部を含むようにプライマーを設計し、PCR

ダイレクトシークエンス法により塩基配列

を決定の後、SeqScape ver.2.6 ソフトウエア

を用いてリファレンスシークエンスとの比

較解析を行い、変異の検出を行った。 

  



1)-2 SHANK3 遺伝子 (22q13.3) 

解析対象：精神遅滞バイオリソースレポジ

トリーから無作為に270例を抽出し対象とし

た。 

ゲノム解析：SHANK3 遺伝子のエクソンおよび

エクソン-イントロン境界部を含むようにプ

ライマーを設計し、PCR ダイレクトシークエ

ンス法により塩基配列を決定の後、SeqScape 

ver.2.6 ソフトウエアを用いてリファレンス

シークエンスとの比較解析を行い、変異の検

出を行った。 

 

２） トラップベクターを用いた SHNAK3

遺伝子 intorn11 変異のスプライシン

グ解析 

SHANK3 遺 伝 子 intron10 か ら exon11 

exon12 を含む intron12 までの約 1.5kbp を

PCR 法にて増幅し、スプライシング異常を検

出するための pET-01 Exontrap cloning 

vector(Mo Bi Tec)に組み込み SHANK3 遺伝子

の 野 生 型お よ び患 者か ら 検出 さ れた

c.1498+214_256del 変異型ベクターをそれぞ

れ作成した。その後、HeLa 細胞にそれぞれの

ベクターおよび empty vector をトランスフ

ェクション後、24 時間培養しその後 total 

RNA を精製、cDNA を合成した。RT-PCR および

シークエンス解析を行い、SHANK3-exon11 お

よび exon12 領域におけるスプライシング異

常の有無を確認した。 

 

４．研究成果 

１） SYP, RAB39B, GRIA3, SHANK3

遺伝子解析 

1)-1SYP, RAB39B, GRIA3 遺伝子解析 

 

それぞれの遺伝子解析結果について表１

に示し、また変異が検出された SYP 遺伝子

の構造と変異の位置および種間の保存性に

ついては図1に示した。SYP遺伝子において、

XLMR 群から 1例のナンセンス変異、1例のミ

スセンス変異を検出した。non-XLMR 群におい

ては検出されなかった。また RAB39B および

GRIA3 遺伝子において患者特異的な変異は検

出されなかった。SYP遺伝子におけるp.G299A

変異についてはタンパク質相互作用に重要

なペンタペプチドリピート領域に存在し、種

間の保存性も高いことから、機能的意味を持

つ可能性が高いと考えられた。 

 

表１．X染色体における 3遺伝子解析結果 

陽性所見数/解析数 (%) 
*exon1 領域 PCR増幅困難のため 74例未解析 
 

図１．SYP 遺伝子の構造と検出した変異の位
置および種間における保存性 
 

1)-2 SHANK3 遺伝子 

SHANK3の構造と変異の位置につい2に示した。

患者 270 例の遺伝子解析の結果、これまでに

報告のない新規変異が 8 か所 10 名の患者か

ら検出された。また Polyphen2 による遺伝子

の種間における保存性および構造から検出

された遺伝子変異が分子に与える影響につ

いて予測解析を行った結果、図 2において赤

字で示した 5 つの変異で SHANK3 機能に影響

を与える可能性が示された。特に AMPA 受容

体や PSD95 に相互作用が報告されている

(uchino et al,2006)PDZ ドメイン内に検出さ

れたp.R625C変異はこれらの分子との結合に



何らかの影響を与える可能性が高いと考え

られた。 

 

図 2.SHANK3 遺伝子の構造と変異の位置 
 

さらに intron 10 および intoro11 の領域に

も新たな変異 5種を 6例の患者から見いだし

た（図 3）。 

図 3. SHANK3 遺伝子構造（一部）と患者

から検出された変異 

 

申請者はこれまでに intron10 から複数の

SHANK3 アイソフォームが発現しているこ

と、さらにこの領域に女児特有の言語・運動

発達遅延、知能障害を呈するレット症候群の

原 因 分 子 で あ る methyl CpG binding 

protein 2 （MeCP2）が結合し、そのアイソ

フォームの発現制御に関わっていることを

見出している（論文投稿中）。さらに近年、

SHANK3 全長およびアイソフォームを欠失

させたマウスの解析がなされ、その行動解析

から自閉症様行動を示すことが報告された

（Peca et al, Nature 472, 2011）。SHANK3

全長のみを半量欠損したマウスにおいては

行動に変化をもたらさないことも報告され

て い た こ と か ら （ Bozdagi et al, Mol. 

Autism,115, 2010）、SHANK3 のアイソフォ

ームは疾患発症に重要な役割を担っている

ことが予想される。本研究において検出され

た Intoron における変異は SHANK3アイソフ

ォームの発現に関与する可能性があり、今後

MeCP2 との結合および SHANK3 アイソフォ

ームの発現に及ぼす影響について検討が必

要であると考えられた。 

 

２） トラップベクターを用いた SHNAK3

遺伝子 intorn11 変異のスプライシン

グ解析 

 電気泳動（図 4）およびシークエンス解析

の結果、SHANK3遺伝子 c.1498+214_256del の

変 異 に お い て も 野 生 型 と 同 様 に

exon11-exon12 と正常にスプライシングされ

ている所見が確認でき異常所見は認められ

なかった。 

 

 

 

図 4.  pET-01 Exontrap cloning vector を

用いたc.1498+214_256del変異におけるスプ

ライシング異常の確認 

 

以上、本件研究期間における精神遅滞・広

汎性発達障害における遺伝子解析からSYP遺

伝子でナンセンス変異 1例、ミスセンス変異

1例（全体の 1.1％）、SHANK3 遺伝子では 8か

所の変異を 10 例患者において新規ミスセン

ス変異を見出した（全体の 3.7％）。本研究期

間内では変異における機能的影響について

十分に検討できなかったため、今後の研究課

題であるが、機能的な解析を積み重ねること

で、遺伝子の異常に基づいた本疾患の病態が

明らかになると考えられる。また、遺伝子変

異を持つ患者の臨床症状に共通項を見出す

ことにより、早期診断への情報となることが

期待できる。SYP, RAB39B, GRIA3 遺伝子解



析では X連鎖性を疑う家系において、陽性所

見の出現率は 3.8％、non-XLMR 群では 0％で

あった。このことから家系情報が診断に重要

な役割を担うことがわかり、そしてその情報

に基づいたX染色体の遺伝子検査は有効であ

ることが示された。 
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