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研究成果の概要（和文）：　自閉症は社会性障害などを特徴とする発達障害群であり、脳の構造および機能の異
常が基礎にあると考えられる。近年、徐々に分子レベルでの解析が始まっているが、候補遺伝子は数多くあり、
自閉症の発症幾序は明確ではない。研究代表者は、モデル生物として極めて有用なツメガエルを用いて神経形成
の研究を進める過程で、自閉症に関与するClk2が誘導因子シグナルを調節して、発生過程の神経形成を制御する
ことを発見した。本研究では、Clk2のパラログであるClk1とClk3が神経誘導作用を示すことを明らかにした。ま
た、生体内では主にClk3とClk2が協調して神経形成を制御し、自閉症の発症に寄与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）： Autism spectrum disorder (ASD) is a neurodevelopmental disorder that shows 
difficulties in social communications and learning. Although genes involved in the development of 
ASD phenotype have been identified recently, the etiology of ASD is not well understood. We showed 
that Clk2, an ASD-associated gene, is involved in the regulation of embryonic neural development in 
the model organisms Xenopus laevis and tropicalis. In this research, we found that Clk1 and Clk3, 
paralogs of Clk2, have a neural-inducing activity when overexpressed in the ectoderm during early 
Xenopus development. Moreover, functional inactivation of Clk1, Clk2, and Clk3 in embryos affects 
the formation of neural tissue. In conclusion, these results suggest that members of the Xenopus Clk
 family (Clk1, Clk2, and Clk3) are essential for vertebrate neural development and may contribute to
 the etiology of ASD. 

研究分野：発生生物学

キーワード： 自閉症　神経形成　Clk2キナーゼ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　自閉症は社会性障害などを特徴とする発達障害群であり、近年、自閉症の診断を受ける子供の数は急増してい
る。成長段階における脳の形成異常が発症原因と考えられ、自閉症に関与する遺伝子の発生過程における働きを
調べることが発症幾序の理解と治療法の開発に不可欠である。本研究では、自閉症に関与することが知られてい
るClk2と２つの類似タンパク質（Clk1とClk3）が、発生過程における神経組織の形成に重要な役割を果たすこと
を明らかにした。今後、Clk1, Clk2, Clk3の作用機構を調べることで、自閉症の発症幾序の理解が進むと考えら
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。
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１．研究開始当初の背景 
自閉症は、社会性障害などを特徴とする発達障害群であり、近年、自閉症の診断を受ける子供
の数は急増している。脳形態では小脳虫部の体積低下や、発達早期から見られる脳全体の過形成
が見られ、脳の構造および機能の異常が基礎にあると考えられる。ヒトの大規模な遺伝学的解析
から、その遺伝的背景が明らかにされつつあるが、候補遺伝子は数多くあり、自閉症の発症幾序
は明確ではない。その一方で、ヒトの脆弱 X症候群、レット症候群、Phelan-McDermid 症候群に
おいて自閉症の症状が観察され、また、これらの症候群の責任遺伝子を破壊したマウスも自閉症
と類似した症状を示すことから、近年、徐々に分子レベルでの解析が始まっている。 
2016 年には、Phelan-McDermid 症候群の責任遺伝子 SHANK3 の変異によりリン酸化酵素 Clk2
（cdc-like kinase 2）が蓄積することが自閉症の発症幾序の一つとして示された(Bidinosti et 
al. Science 2016)。特に、Clk2 阻害剤を投与した SHANK3 変異マウスでは、自閉症の症状が緩
和されることから、神経系で働いている Clk2 経路が自閉症治療の創薬ターゲットになると期待
されている。したがって、自閉症の診断・治療法の開発、および神経形成・神経幹細胞に対する
Clk2 阻害剤の効果・副作用を検討するうえで、神経発生における Clk2 経路の詳細な機能解析が
早急に必要である。しかしながら、Clk2 の神経形成や神経機能における働きは、Clk2 の発現制
御や作用機序を含めてほとんど解析されていなかった。 
 
 
２．研究の目的 
研究代表者は、実験発生学のモデル生物として極めて有用なツメガエルを用いて、細胞分化、
組織・器官の形成および組織再生について研究を行なっている。特に、神経形成に着目して研究
を進める過程で、初期胚の神経板で特異的に発現するリン酸化酵素として Clk2 を同定した。Clk2
をツメガエル初期胚で過剰発現させると、頭部の形態形成異常と外胚葉の神経化（神経誘導）が
引き起こされることが分かった。ヒトを始めとする脊椎動物の神経形成は、骨形成タンパク質
(BMP)シグナルの阻害、および繊維芽細胞増殖因子(FGF)シグナルの活性化により誘導されるこ
とが知られている。そこで、Clk2 とこれらのシグナルとの関連を調べたところ、Clk2 は BMP シ
グナル阻害と FGF シグナル活性化の両方を引き起こすことが分かった。この結果は、ツメガエル
Clk2 が BMP や FGF などの誘導因子シグナルを調節して、発生初期の神経形成と神経幹細胞の維
持・分化を制御していることを強く示唆する(Virgirinia et al. Develop. Growth Differ. 
2019)。 
本研究では、上記の研究代表者独自の発見に基づき、自閉症治療薬の創薬ターゲットである
Clk2 キナーゼ経路の神経形成における働きに着目して研究を展開した。特に、Clk2 と協調して
働くタンパク質を新たに同定することで、Clk2 キナーゼ経路の神経形成における役割を詳細に
解析し、Clk2 キナーゼ経路の破綻が自閉症に繋がる脳形成異常を発症する機構を解明すること
を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 Clk2 のパラログとして脊椎動物では Clk1, Clk3, Clk4 の存在が示唆されている。ツメガエル
のゲノムデータベースおよび遺伝子発現データベースを検索した結果、Clk1 と Clk3 が Clk2 と
協調して神経形成を制御している可能性が考えられた。そこで、clk1 と clk3 の遺伝子発現を検
出することが可能なプライマーを設計し、各発生ステージ別に収集したツメガエル胚の cDNA を
用いた RT-PCR 法によって、時期特異的な発現パターンを調べた。次に、clk1 と clk3 の完全長
cDNA を増幅可能なプライマーを設計し、神経胚期の cDNA から PCR 法によって完全長の clk1 と
clk3 を単離した。得られた完全長 clk1 と clk3 からセンスおよびアンチセンスプローブを合成
し、各発生ステージ別に収集したツメガエル胚に対してホールマウント in situ ハイブリダイ
ゼーション法をおこない、領域特異的な発現パターンを調べた。また、Clk1 と Clk3 を原腸胚期
以降に限定して過剰発現するために、グルココルチコイド受容体と融合させた誘導型コンスト
ラクトを作製した。誘導型 Clk1 および Clk3 をコードする mRNA をツメガエル胚に顕微注入して
過剰発現した後に外胚葉組織片を切り出して培養した。さらに、ツメガエル初期胚に内在する
clk1, clk2, clk3 の機能を調べるために、それぞれの mRNA に特異的なアンチセンスモルフォリ
ノオリゴ（MO）を合成してツメガエル初期胚に顕微注入することで、初期発生過程における機能
阻害実験をおこなった。 
 
 
４．研究成果 
（１）ツメガエルの clk1 と clk3 は初期発生過程で神経組織に強く発現する 
RT-PCR 法によって初期発生過程における時期特異的な発現パターンを調べたところ、clk1 と
clk3 は母性 mRNA として比較的低レベルで発現しており、clk1 と clk3 はそれぞれ神経胚期以降



と原腸胚期以降に発現レベルが急速に上昇することが分かった。神経胚期以降で高発現する点
が clk1, clk2, clk3 の全てについて共通する一方、clk1 と clk3 では卵割期に卵に蓄えられて
いる母性 mRNA の発現レベルが神経胚期に比べてかなり低く、母性 mRNA 量の多い clk2 とは異な
っていた。したがって、Clk ファミリーのパラログ間で発現上昇のタイミングと母性 mRNA の発
現レベルに違いがあることが判明した。次に、ホールマウント in situ ハイブリダイゼーション
法で領域特異的な発現パターンを調べた。その結果、clk1 と clk3 は胞胚期まで外胚葉領域全域
で弱く発現しており、原腸胚期において主に背側の予定神経外胚葉に発現した後、神経胚期から
尾芽胚期にかけて脳・脊髄などの神経系に限局して強い発現が見られることが分かった。 
 
（２）ツメガエルの Clk1 と Clk3 は外胚葉の神経化を引き起こす 
clk1 と clk3 が、clk2 と同様に神経組織に発現していたことから、Clk1 と Clk3 の神経誘導活
性を解析した。誘導型コンストラクトを用いて Clk1 と Clk3 を外胚葉で過剰発現させると、sip1, 
sox2, ncam などの神経マーカーの発現が誘導された。その一方で表皮マーカー（epidermal 
keratin）の発現が減少し、中胚葉マーカー（muscle actin）の発現は誘導されなかった。した
がって、Clk1 と Clk3 は外胚葉の表皮分化を抑制して神経化（神経誘導）を促進すること、およ
び中胚葉の誘導を介さず直接的に神経化を引き起こすことが分かった。また、神経化の程度を
Clk2 と比較すると、Clk1 の神経誘導作用は弱く、Clk3 は Clk2 と同等の神経誘導作用を示した。 
 
（３）ツメガエルの Clk3 は神経形成に必須である 
clk1, clk2, clk3 ｍRNA のそれぞれに特異的な MO をツメガエル初期胚に顕微注入すること
で、初期発生過程における機能阻害実験をおこなった。その結果、Clk1, Clk2, Clk3 阻害の全
てにおいて頭部と体軸形成に異常が見られ、特に Clk3 の阻害時に強い表現型が得られた。Clk3
阻害胚についてマーカー遺伝子の発現を定量したところ、複数の神経マーカーの発現が低下し
ており、Clk3 は神経形成に必須であることが分かった。上記（１）と（２）の解析で、clk3 は
神経胚期に発現レベルが急速に上昇し、脳・脊髄などの神経系に強く発現すること、および Clk3
の過剰発現は Clk2 と同等の神経誘導作用を示すことが分かっている。したがって、生体内では
主に Clk3 と Clk2 が協調して神経形成を制御し、自閉症の発症に寄与する可能性が示唆された。 
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