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研究成果の概要（和文）：自閉症やうつ病，不安障害などの神経発達障害における性差が生じる要因には，性染
色体上の遺伝子の関与や胎児期・新生児期の脳の発達における性ホルモンの影響など複合的な要素が複雑に絡み
合っていることが示唆されている。我々は，神経発達障害の一つである自閉症に対するオキシトシン臨床試験の
過程で，オキシトシン投与の効果が男性に強く現れること，そして男性の中でも非常に大きく現れる者からほと
んど効果を示さない者まで，非常にその効果が広範であることを明らかにしてきた。本研究課題ではOXTR遺伝子
やAVPR遺伝子のエピゲノム解析を行い，社会性障害や情動障害などの神経疾患発症における性差を生み出す可能
性を検討した。

研究成果の概要（英文）：It seems that the factors causing sex differences in neurodevelopmental 
disorders such as autism, depression, and anxiety disorders involve a complex interplay of factors 
such as the involvement of genes on sex chromosomes and the influence of sex hormones on brain 
development during the fetal and neonatal periods. In the clinical trial of oxytocin for autism, a 
neurodevelopmental disorder, we have revealed that the effect of oxytocin administration is stronger
 in males and that the effect is very broad, ranging from a very large effect among males to almost 
no effect among males. In this study, we performed epigenomic analysis of the OXTR and AVPR genes to
 investigate the possibility of generating sex differences in the development of neurological 
disorders such as social and emotional disorders.

研究分野：分子生物学

キーワード： 自閉症　エピゲノム　オキシトシン　エンハンサー

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝的要因・内分泌要因・環境要因といった多面的な角度からOXTR遺伝子やAVPR遺伝子のエピゲノム解析・遺伝
子発現解析を行った研究はこれまでに報告されておらず，その研究成果は自閉症やうつ病などの神経発達障害に
おける性差の分子基盤を明らかにするだけでなく，それらの発症機序の解明にもつながることが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
自閉症は、社会適応能力の障害やコミュニケーション障害、活動および興味の反復性を主徴とす

る広汎性神経発達障害であり、広義にはアスペルガー症候群、レット症候群、アンジェルマン症

候群、脆弱性 X症候群などが含まれる。双生児研究や家族歴研究からその背景には強い遺伝素因

があることは明らかであり、10 数個ものシナプス関連遺伝子が関与していると言われているが、

未だその全容は明らかにされていない。また、自閉症の発症率は年々増加傾向にあり、最新の調

査では、68 人に 1 人の割合で発症するとされ、これまでの遺伝素因だけでなく環境要因を介し

たエピゲノム変化を含めた複合的な要因によって発症すると考えられている。興味深いことに、

これらの社会性障害や情動障害などの神経疾患において性差が存在することは、古くからよく

知られている。コミュニケーション障害や常同運動を主徴とする神経発達障害では、男性の発症

率が女性に比べ４〜５倍高いことが知られ、一方、うつ病や不安障害・パニック障害は逆に女性

の発症率が男性に比べ２〜３倍高い。このような性差が生じる要因もまた、性染色体上の遺伝子

の関与や性ホルモンの影響など複合的な要素が複雑に絡み合っていることが示唆されるが、そ

の詳細な分子基盤は未だ明らかにされていない。こうした中、「オキシトシン」と呼ばれるペプ

チドホルモンが自閉症症状の軽減に有効であるという臨床報告がなされるようになった。オキ

シトシンは、もともと子宮収縮や乳汁分泌に関与する下垂体後葉ホルモンとして知られていた

が、最近の研究で「他人への信頼」が増す効用があることが明らかとなっている。我々は、神経

発達障害の一つである自閉症に対するオキシトシン臨床試験の過程で、オキシトシン投与の効

果が男性に強く現れること、そして男性の中でも非常に大きく現れる者からほとんど効果を示

さない者まで、非常にその効果が広範であることを明らかにしてきた。 

 

２．研究の目的 
我々はオキシトシン投与効果における性差やその効果の多様性がオキシトシン受容体遺伝子の

発現量と相関する可能性を考え、その遺伝子発現に寄与すると考えられた DNA メチル化解析を

行った。自閉症患者におけるオキシトシン受容体遺伝子の DNA メチル化解析は、すでに複数の研

究グループから報告されており、自閉症患者特異的に高メチル化を呈するという報告や申請者

の結果と同様に、自閉症患者に明確なメチル化差異を見出せなかった報告まで、オキシトシン受

容体遺伝子の発現制御における DNA メチル化の役割は不明瞭なままである。一方で、最近我々は

オキシトシン受容体遺伝子の発現制御に、オキシトシン受容体遺伝子のイントロン３領域内に

存在するエンハンサー様のゲノム領

域が重要であることを見出した。この

エンハンサー領域はオキシトシン受

容体遺伝子の発現状態と相関するDNA

メチル化状態を呈することから、性ホ

ルモンや環境因子を介したエンハン

サー領域のエピゲノム制御がエンハ

ンサー活性を量的にコントロールし、

最終的にオキシトシン受容体遺伝子

図１ OXTR遺伝子及びAVPR遺伝子発現制御の分子基盤
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の転写産物の量をコントロールしている可能性が示唆された。そこで、我々は OXTR遺伝子のエ

ンハンサーのエピゲノム状態が遺伝的要因・内分泌要因・環境要因といった複合的な要因により、

どのように変化し遺伝子発現に影響を与えるか解析することで神経発達障害発症における性差

の分子基盤の解明を試みた。【図 1】 

 
３．研究の方法 
（１）自閉症患者における OXTR遺伝子プロモーター領域のメチル化解析 

自閉症患者においてオキシトシンレセプター(OXTR)やオキシトシンの分泌制御に関わる CD38 遺

伝子のプロモーター領域（CpGアイランド）の DNA メチル化状態を自閉症患者由来の血液 DNAに

おいてバイサルファイトシークエンス法で解析した。対象としたサンプルは、国立大学法人金沢

大学附属病院に通院歴のある自閉症患者 135 名、自閉症を発症していない家族 71名である。 

OXTR遺伝子プロモーター領域における解析対象の CpG サイトは、これまでの報告にある 5つの

CpG サイト(OXTRの翻訳開始部位から-860、 -901、 -924、 -934、 -959)とした。また、オキシ

トシン臨床試験期間（２４週間）における血液中のメチル化動態についても同様に、バイサルフ

ァイトシークエンス法で解析した。いずれも、パイロシークエンス法で定量的に行った。 

（２）OXTR遺伝子エンハンサー領域の同定 

オキシトシン受容体遺伝子のイントロン３領域内に存在する H3K27me3 修飾ドメインは、OXTR遺

伝子におけるエンハンサーの可能性を示唆している。そこで、培養細胞を用いて、先のエンハン

サー候補領域を欠失させ、OXTR 遺伝子の発現に与える影響について解析した。また、マウス脳

において本相同領域の DNA メチル化状態をバイサルファイトシークエンス法で解析した。 

（３）内分泌撹乱物質(BPA、PCB)曝露に伴う Oxtr遺伝子のエンハンサー領域のエピゲノム解析 

マウス胎仔期におけるビスフェノール A(BPA)及び PCB 曝露は、社会性障害や情動障害などを引

き起こすことが知られている。そこで、胎仔期7.5日目から16.5日目までの10日間200ug/kg/day

の BPAを母親マウスに経口投与し、出生後 28日後の大脳皮質から DNAを抽出し、Oxtr遺伝子の

エンハンサー領域のメチル化状態を雌雄別に解析した。 

４．研究成果 

（１）自閉症患者における OXTR遺伝子プロモーター領域のメチル化解析 

OXTR遺伝子のプロモーター領域のメ

チル化に着目し、金沢大学附属病院

に通院する自閉症患者 135 名の血中

におけるメチル化状態【図２】を解

析した。その結果、これまでに報告

されているようなメチル化の上昇を

見出すことができなかった。一方、

２４週間にわたるオキシトシン臨床

試験で、症状の改善が認められた自

閉症患者におけるメチル化状態の変化【図３】を解析した。一部の患者でメチル化の変化が認め

られたものの、いずれも自閉症状と密接にリンクする有意なメチル化変化を見出すことはでき

なかった。 

Mean（％） 44.148.040.140.7 62.764.3 45.644.5 24.223.8

ASD n = 135,  Unaffected family n=71, Control n=132

OXTR

CpG island

3p25.3ATG

-959 -934 -924 -901 -860

Fa
mi
ly

Au
tism

0

20

40

60

80

100

Fa
mi
ly

Au
tism

0

20

40

60

80

100

Fa
mi
ly

Au
tism

0

20

40

60

80

100

Fa
mi
ly

Au
tism

0

20

40

60

80

100

Fa
mi
ly

Au
tism

0

20

40

60

80

100

メ
チ
ル
化
の
割
合

-860-901-924-959 -934
図２ 自閉症患者135名におけるOXTR遺伝子プロモーター領域のメチル化解析



 

 

（２）OXTR遺伝子エンハンサー領域

の同定 

OXTR 遺伝子が高発現する A172 細胞

（ヒトグリア芽腫）において、

CRISPR-Cas9 システムによりエンハ

ンサー候補領域（4.3Kb）の欠失を行

った。その結果、欠失に伴い OXTR遺

伝子の発現が半減したことから、本

領域がOXTR遺伝子のエンハンサーと

して機能する可能性が示唆された。

また、マウス脳において、本領域は、

大脳皮質特異的にメチル化を受け

ていることが明らかとなった。興味

深いことに、わずかではあるが、メ

スにおいてメチル化が高い傾向に

あった。【図４】 

（３）内分泌撹乱物質(BPA、PCB)曝

露に伴う Oxtr 遺伝子のエンハンサ

ー領域のエピゲノム解析 

マウス胎仔期におけるビスフェノール A(BPA)曝露に伴う Oxtr 遺伝子のエンハンサー領域のメ

チル化状態の変化を解析するため、胎仔期 7.5 日目から 16.5 日目までの 10日間 200ug/kg/day

の BPAを母親マウスに経口投与し、出生後 28日後の大脳皮質から DNAを抽出し、Oxtr遺伝子の

エンハンサー領域のメチル化状態を雌雄別に解析した。その結果、メス及びオスのいずれにおい

ても、ビスフェノール A(BPA)曝露と密接にリンクする有意なメチル化変化を見出すことはでき

なかった。 
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図3 自閉症患者に対するオキシトシン臨床試験期間中のOXTR遺伝子プロモーター領
域のメチル化経時変化

メチル化解析
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図４ OXTR遺伝子エンハンサー領域の同定
(a)OXTR遺伝子のイントロン３の中に，H3K27acの修飾がエンリッチしたエンハンサー様のゲノム領域の
存在が明らかとなった。(b)CRISPR/Cas9システムによるOXTR遺伝子のエンハンサー候補領域欠失細胞
株の樹立。(c) OXTR遺伝子エンハンサー候補領域欠失細胞で，OXTR遺伝子の発現が半減していた。(d)
マウスOxtr遺伝子のエンハンサー領域は，大脳皮質特異的にメチル化を受けていることが明らかとなった。
また，僅かにメスでメチル化が高い傾向が認められた。
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