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研究成果の概要（和文）：成長円錐のリン酸化プロテオミクスにより同定された神経発達に重要なリン酸化部位
が存在する遺伝子のうち、自閉スペクトラム症（Autism Spectrum Disorder; ASD）のリスク遺伝子であるNLGN3
を選定し機能解析を行った。NLGN3のリン酸化部位（S745）の分布についてシナプトソームを用いたイムノブロ
ッティングと初代培養神経細胞を用いた免疫組織学的観察を行った結果、このリン酸化が軸索先端およびシナプ
スの両方で機能している可能性が示唆された。　　　　　　　

研究成果の概要（英文）：We selected NLGN3, which are risk genes for autism spectrum disorder (ASD), 
among genes whose phosphorylation sites are important for neurodevelopment identified by 
phosphoproteomics of growth cones, and performed functional analysis. The distribution of the 
phosphorylation site (S745) of NLGN3 was subjected to immunoblotting using synaptosomes, and 
immunohistological observation using primary culture neurons. These findings suggest that 
phosphorylation may be functional at both the axonal tip and the synapse.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ASDの妥当性の高いリスク遺伝子は全エクソーム解析などの網羅的な解析法によって同定された。本研究ではタ
ンパクレベルの網羅的解析であるリン酸化プロテオミクスで同定された神経発達に重要と考えられるリン酸化部
位のうちASDのリスク遺伝子に存在するものを選定してそれらの機能についての知見を得ることができた。タン
パクレベルの妥当性の高い知見を蓄積することにより、さらに高次レベルの知見を得るための確かな土台とな
る。このように各レベルで妥当性の高い土台を重ねていくことにより、ASDの病態解明および治療法開発に結び
付くと考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 自閉スペクトラム症 (Autism Spectrum Disorder: ASD)は遺伝的要因が発症に強く影響する
神経発達障害と考えられている。また、共に一般人口における頻度は約 1％と高く、社会性の
障害を伴い社会機能を大きく損なうため、不登校、ひきこもり、ニートなどの社会問題の背景
因子となり、放置した場合の社会的損失は甚大である。世界的に ASD の原因遺伝子の網羅的
探索が行われ、それぞれ 1000 近いリスク遺伝子が報告されている。しかし、特に分子・細胞
レベルの変化を網羅的かつ定量的に解析し、比較する方法がこれまではなかったため、リスク
変異による遺伝子の変化が各層レベルの変化を経て認知・行動の変化へつながる過程はほとん
どわかっていない。 
 
２．研究の目的 
 細胞内シグナル伝達経路のうち最も重要な機構であるタンパクリン酸化に注目した手法であ
るリン酸化プロテオミクスの分子レベルの網羅的データを利用し、そのリン酸化部位のうち
ASDのリスク遺伝子上にある部位を選定した。その部位が存在するリスク遺伝子の機能解析を
することによりそれぞれの疾患に特異的な異常経路を同定し、生物学的治療法の分子ターゲッ
トを明らかにすることが本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
 成長円錐のリン酸化プロテオミクスにより同定された神経発達に重要なタンパクリン酸化部
位のうち、ASDのリスク遺伝子である NLGN3遺伝子を選定して機能解析を行った。成体マウ
ス 4 体からそれぞれ別に全脳ホモジネートとシナプトソームを作成し、NLGN3 遺伝子のリン
酸化部位の抗体（pS745抗体）でイムノブロッティングを行った。さらにマウスの初代培養神
経細胞を培養 2 日（軸索および成長円錐を観察するため）および 21 日目（成熟シナプスを観
察するため）で固定して抗 NLGN3抗体および pS745抗体で免疫染色を行った。  
 
４．研究成果 
成体マウス 4 体からそれぞれ別に全脳ホモジネートとシナプトソームを作成し、NLGN3 遺
伝子のリン酸化部位の抗体（pS745抗体）でイムノブロッティングを行ったところ、ホモジネ
ートと比較してシナプトソームに強い集積が確認された（図 1）。 

 

 
マウスの初代培養神経細胞を培養 2日目で固定した神経細胞において、抗 NLGN3抗体に比
し pS745抗体で軸索先端は強く染色されていた（図 2）。培養 21日目で固定した神経細胞は、
抗 NLGN3抗体と pS745抗体でシナプスが同様に染まっていた。（図 3）。 

 
 

 
 
 



 

 
以上よりこの pS745リン酸化NLGN3が軸索先端およびシナプスで機能している可能性が示唆
された。                                
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