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研究成果の概要（和文）：本研究では、注意欠如・多動症/自閉スペクトラム症多発家系2家系より検体を採取
し、次世代型シークエンサーにて全エクソンシークエンスを行った。神経発達症の評価尺度MSPAを用いて神経発
達症関連症状14項目の包括的評価を行なった。結果として一つの家系から神経発達症との関連が報告されている
遺伝子（TRIP12遺伝子）において、これまで報告されていない１塩基置換変異が同定された。TRIP12遺伝子編集
モデルマウスの作出を試みたものの、変異を導入したマウスは胎生致死であり、作出は困難であった。今後、
TRIP12における変異情報と変異が検出された家族例・散発例の臨床情報との関連に関して報告を行う予定であ
る。

研究成果の概要（英文）：In this study, we performed whole-exome sequencing (WES) on Japanese 
families, several members of which had ADHD/ASD, and identified variants linked to these disorders. 
Two families were entered into our study. After written informed consent was obtained from all 
participants or their parents, clinical symptoms were evaluated using Multi-dimensional Scale for 
PDD and ADHD. Genomic DNA were extracted from peripheral blood and subsequently subjected to WES. In
 one of the two families, one SNV was identified in the TRIP12 gene. In the other family, 256 
candidate mutations were identified, making it difficult to narrow down the pathogenic variants. 
Next, we performed TRIP12 mutation screening using samples of sporadic ADHD/ASD patients. We found 
one patient with a de novo mutation of TRIP12. We will report the clinical information of 
familial/sporadic cases with TRIP12 mutations.

研究分野：児童青年期精神医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究において、これまで報告されていないTRIP12遺伝子の変異と、その変異を有する患者の臨床情報を得るこ
とができた。このデータは未だ不明である注意欠如・多動症や自閉スペクトラム症等を併存する神経発達症の病
態生理解明の一助となる可能性があり、また注意欠如・多動症や自閉スペクトラム症等を併存する神経発達症児
に対する早期診断・早期介入や、今後の個別化医療の展開に役立つ可能性がある。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景  
注意欠如・多動症（Attent ion-deficit/hyperactivi ty disorder：ADHD）は不注
意と多動・衝動性を主な特徴とする神経発達症の概念の一つである。ADHD の
有症率は報告によって差があるものの、学童期の小児の約５％程度と考えられ
ている 1 )。  
ADHD は二次障害として、幼少時期には反抗挑発症や素行症が生じやすく、
成人期にはうつ病や不安症とともに、境界性あるいは反社会性のパーソナリテ
ィ障害と併存しやすい 1 )。そのため家族や本人の社会的困難や経済的負担は大
きく、医療や教育、司法の場でも大きな問題となっており、できるだけ早期に発
見し早期に支援や治療を行うことが求められている。  
ADHD の病態生理に関しては、前頭葉や線条体におけるドーパミンやノルア
ドレナリンなどの脳内伝達物質の機能障害が想定されている 2 )。また、ADHD と
他の神経発達症、特に自閉スペクトラム症(autism spectrum disorder :  ASD)と
の併存例が多く存在することが知られている 1 )。このような併存例においては
両方の症状が影響することで、症状がより重篤となり治療も困難となるケース
も多い。  
複数の双生児研究や家系研究から、ADHD の発症への遺伝的リスクの重要性
が示唆されている 3）。ADHD の遺伝率は約 75％と推測されている 2 )。ADHD を
含 む 精 神 疾 患 は 一 般 的 に 多 因 子 疾 患 と 考 え ら れ て お り 、 Genome-wide-
association-study (GWAS)による common risk loci が相次いで報告されている。
しかし、GWAS により同定される loci は一般的にオッズ比が低く、有用な生物
学的マーカーの同定や創薬に結びついてはいない。一方で、次世代型シークエン
サ ー に よ る 遺 伝 子 解 析 は 疾 患 の 罹 患 リ ス ク を 大 幅 に 上 昇 さ せ る rare-risk  
variants の同定の有効な method となりうるが、 ADHD、もしくは ASD を併存
する ADHD における rare-risk var iants を同定したという報告はほぼ無い 4 )。本
研究では、ASD を併存する ADHD 多発家系を次世代型シークエンサーを用いて
遺伝学的解析を行い、ADHD の rare-r isk var iant を同定することを目指した。  
 
２．研究の目的  
(1)ASD を合併した ADHD 多発家系（2 家系）に関して次世代型シークエンサー
を用いて遺伝学的解析を行い、病態に寄与する rare-risk var iant を同定する。  
 
(2)変異が同定された遺伝子に関して、散発例の ADHD/ASD のサンプルを用い
て変異スクリーニングを行う。  
 
(3)CRISPR-Cas9 システムを用いて多発家系で同定された変異を C57BLN マウ
スに導入し遺伝子改変マウス作成を行い、神経行動学的変化を観察する。  
 
 
３．研究の方法  
(1)対象家系の発見  
長崎大学病院に通院している患者で、主診断が ADHD である患者を発端者と
し、3 名の同胞すべてが ADHD の診断を満たす家系を収集した。  
 
(2)臨床評価  
 対象者について、米国精神医学会の診断基準 DSM-5 を用いて臨床診断を行っ
た。また「発達障害の特性別評価法 Mult i-dimensional Sca le for PDD and ADHD
（MSPA）」 5 )を使って 14 項目の評価を行った。MSPA は 14 項目の発達障害に
関係する症状を 5 段階で評価するものである。  
 
(3)検体収集  
ADHD 多発大家系の家系メンバー（家系 1 から対象者 4 名、家系２から対象
者 5 名）の採血を行なった。QIAamp DNA Midi kit(QIAGEN, Hi lden,  Germany)
を用いて DNA を抽出した。研究参加者には主治医以外の医師が研究説明を行い、
書面にてインフォームドコンセントを得た。検体収集においては長崎大学ヒト
ゲノム・遺伝子解析倫理委員会の承認を得た。  
 
(4)全エクソン解析  
検体を採取した 9 名の全エクソン解析を行った。Agilent SureSelect  Exome 
Target Enrichment System v5 を 用 い て ラ イ ブ ラ リ を 作 成 し 、 HiSeq 2500 
(I l lumina)にて解析した。Genome Analysis  Toolkit  (GATK) 7 )を用いてアライン
メントを行い、GATK Haplotype Cal ler を用いて SNV/indel の検出を行った。



 
 

検出された SNV/indel に関して ANNOVAR software 6 )を用いてアノテーション
を行い、候補変異の選定を行った。  
4.7KJPN (https://jmorp.megabank.tohoku.ac. jp/202001/variants),  gnomAD 
genome aggregation database v2.1.1 and v3 
(https://gnomad.broadinstitute.org)3,  Human Genomic Variation Database 
(HGVD) version 2.3 exome (http://www.hgvd.genome.med.kyoto-
u.ac. jp/index.html) 8 ) 9 )の 3 つのデータベースを参照し、アレル頻度が 0.05%以
下のものを deleter ious 変異として選別し、家系内の患者に共通する変異の同
定を目指した。  
 
(5)TRIP12 ノックアウトマウスの作出  
Single-guide RNA は 、 Single-guide RNA ATUM gRNA Design Tool  
(https://www.atum.bio/eCommerce/cas9/input) を 用 い て 設 計 し た 。 Single-
guide RNA, crRNA, tracrRNA を野生型の胚にインジェクションし、胚を胞胚期
まで培養させた後、偽妊娠マウスにインジェクションを行った。マウスのジェノ
タイピングは PCR 法を用いて行った。  
 
４．研究成果  
本研究では、ADHD ならびに ASD 多発大家系２家系から検体を採取し、次世
代型シーケンサーにて遺伝子解析（全エクソンシークエンス）を行うことにより
原因遺伝子の同定を試みた。  
MSPA とその他の様々な心理検査を行い神経発達症についてのアセスメント
を行った結果、家系１は、発端者が ADHD と ASD の両方診断閾値を超えた状
態で、母は知的能力障害（ intellectual disabil i ty： ID）を伴う ADHD で ASD 傾
向もあり、弟は ADHD の診断で ASD 傾向もあり、妹は ASD と ADHD どちら
も診断できる状態だった。  
家系１家系では、神経発達症との関連が報告されている遺伝子（TRIP12 遺伝
子）において、これまで報告されていない１塩基置換変異が同定された。また、
家系２においては家系内の全患者に共通する候補変異が 256 箇所同定され、病
原性変異の絞り込みが困難であった。  
TRIP12 遺伝子の Truncat ing variat ions は、精神遅滞を引き起こすことが知ら
れており、MRD49（Mental Retardation,  Autosomal Dominant 49）と命名され
ている。2017 年、MRD49 の診断を持つ 11 人のうち、8 人が ASD、2 人が ADHD
を併存したと報告されている 1 0 )。  
当科通院中の ADHD 患者検体を用いて TRIP12 の変異スクリーニングを行っ
たところ、TRIP12 の新生変異(de novo 変異)を持つ患者が確認された。これら
TRIP12 変異を持つ患者において、MSPA を用いて患者の臨床症状の評価を行な
った。  
TRIP12 の機能異常が脳機能や行動に与える影響に関して解析を行うため、遺
伝子編集技術を用いて TRIP12 遺伝子編集モデルマウスの作出を試みたものの、
変異を導入したマウスは胎生致死であり、技術的困難さのため、作出は困難であ
った。  
今後、TRIP12 における変異情報（ゲノム上の場所、アレル頻度、ドメイン情
報、タンパク質に与える effect の in si l ico 解析等）と変異が検出された家族例・
散発例の臨床情報（MSPA 等 )との関連に関して報告を行う予定である。  
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