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研究成果の概要（和文）：自閉症スペクトラム感受性遺伝子の遺伝子変異（疾患特異的な変異）

/多型（疾患非特異的な変異）の有無を迅速かつ安価、正確に検出する解析系を確立した。PCR-

高精度融解曲線解（PCR-HRM）分析法を改善し、自閉症感受性遺伝子 AUTSX1、AUTSX2、AUTS1、

AUTS9 の至適解析条件を決定し、320 以上の検体での検索を行い、日本人患者特有の新規の遺伝

子変異を多数同定した（コード領域の 1塩基置換を 13 個、そのうちアミノ酸の変化を伴う変異

は 6個）。	
 

 
研究成果の概要（英文）：We	
 constructed	
 a	
 high-throughput	
 screening	
 system	
 using	
 PCR-high	
 

resolution	
 melting	
 (PCR-HRM)	
 analysis	
 which	
 easily	
 allow	
 us	
 to	
 detect	
 mutations	
 or	
 

variations	
 of	
 genes	
 associated	
 with	
 autism	
 spectrum	
 disorder	
 (ASD).	
 We	
 searched	
 the	
 

optimal	
 condition	
 for	
 all	
 exons	
 of	
 AUTSX1,	
 AUTSX2	
 and	
 AUTS9,	
 and	
 scanned	
 the	
 entire	
 coding	
 

regions	
 of	
 the	
 genes	
 in	
 genomic	
 DNA	
 obtained	
 from	
 62	
 ASD	
 patients,	
 200	
 healthy	
 controls	
 

and	
 60	
 EBV	
 transformed	
 B	
 cells.	
 Nineteen	
 novel	
 mutations	
 were	
 identified	
 in	
 Japanese	
 ASD	
 

patients.	
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：基礎医学・人類遺伝学 
キーワード：分子遺伝学、PCR-高精度融解曲線分析法、遺伝子診断、自閉症スペクトラム 
 
１．研究開始当初の背景 
(1)社会的背景	
 
	
 自閉症スペクトラムとは自閉症やアスペ
ルガー症候群、ADHD（注意欠陥多動性障害）
などの疾患に共通に認められる思考や想像
力、コミュニケーションの領域における障害
をいう。それぞれの疾患には明らかな境界が

なく、また合併する障害を予測することも困
難である。潜在的患者数は少なくなく（児童
人口の 5％程度ないしはそれ以上）社会的に
関心が高いこと、発達期における治療・療育
によって患者の QOL が大きく左右されること
などから、本質的な病因解明が急務である。	
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(2)学術的背景	
 
	
 自閉症スペクトラムを伴う患者は、家系内
での発症が多く認められることから病因に
遺伝的背景が強く示唆されており、これまで
自閉症スペクトラムに感受性のある複数の
染色体領域および遺伝子が報告されてきた。
しかしながら、これらの報告は各々の研究者
がそれぞれ個別的、散発的に解析しているも
のがほとんどである。つまり研究対象となっ
た遺伝子に変異/多型が見いだせなかった場
合、それ以外の遺伝子について検討されるこ
とはあまりない。従って、多数の感受性遺伝
子が報告されているにもかかわらず、臨床症
状および感受性遺伝子変異相互の関連につ
いては不明な点が多く、遺伝子情報としては
不十分といわざるをえない。	
 
	
 
(3)研究代表者らのこれまでの取り組み	
 
	
 研究代表者も、これまで自閉症スペクトラ
ムを伴う奇形疾患の原因遺伝子について、多
数の患者で遺伝子解析を行ってきたが、病
因・病態解明のためには多くの検体で感受性
遺伝子を網羅的に解析することが急務であ
る、との結論に至った。遺伝子解析を網羅的
に行う上で克服しなければならない大きな
問題は解析にかかる費用と時間である。そこ
で、これまでにハイスループットで安価、簡
便かつ正確な遺伝子診断をめざした PCR-高
精度融解曲線分析法（PCR-HRM 分析法）の改
善に取り組んできた。PCR-高精度融解曲線解
析法（PCR-HRM 分析法）とは PCR の後、2 本
鎖 DNA の融解パターンを詳細に解析すること
で遺伝子変異の有無を検出する方法である。
これまでは PCR-HRM 分析法に適した PCR 産物
の長さは 200bp 前後と報告されてきたが、私
達は Taq ポリメラーゼおよび 2本鎖 DNA にイ
ンターカレートする蛍光色素等の解析条件
を詳細に検討することにより、比較的長いエ
クソンをカバーしうる長さの PCR 産物（400
~600bp）でも、再現性、精度に優れた安価
な融解曲線分析に成功している。本解析には
96-well	
 plateまたは 384-well	
 plateを用い
る。また、1 解析に要する時間は約 2 時間と
迅速かつハイスループットな解析が期待さ
れる。操作は簡便で通常の遺伝子増幅操作で
十分であり、解析条件を決めれば施設相互間
で同質の遺伝子情報を共有することが可能
となり、臨床応用の面においても発展性が見
込まれると考え本研究を申請するに至った。	
 
 
 
２．研究の目的 
(1) これまで取り組んできた、再現性に優れ、
迅速で安価な遺伝子変異解析法を応用し、自
閉症スペクトラム感受性遺伝子について、網
羅的に遺伝子変異を検出するハイスループ
ットな解析系の確立をめざす。	
 

(2) 遺伝子情報と臨床症状を詳細に比較・検
討することにより、自閉症スペクトラムの病
態に関与する遺伝子変異を明らかにする。同
時に、遺伝子変異が細胞機能発現に及ぼす影
響を細胞生物学的に解析し病態の一端を解
明する。	
 
	
 
(3) 研究成果を公開し、多くの施設でも簡便
な解析を可能にすることで、臨床応用可能な
遺伝子変異/多型スクリーニングシステムの
構築に貢献する。	
 
 
 
３．研究の方法 
(1) 解析遺伝子の選択	
 
これまでに報告されている自閉症スペク

トラム感受性遺伝子は多数あるが、予測され
る自閉症スペクトラム発症の関与の程度は報
告によりまちまちである。これらの遺伝子に
ついて、自閉症スペクトラム患者での遺伝子
変異報告の有無、相関研究の結果、モデルマ
ウスでの症状の有無、タンパク機能という観
点から文献を見直し、優先して解析する遺伝
子を選択する。	
 
	
 

(2) PCR-高精度融解曲線(PCR-HRM)分析法の
条件設定	
 
PCR-HRM 分析法とは PCR の後、PCR 産物を

再アニーリング、引き続いて正確に温度を一
定速度で上昇させることで DNA の融解パター
ンを詳細に分析する方法である（図 1）。反応
系に至適濃度で予め添加された DNA インター
カレート蛍光色素は、2 本鎖 DNA の融解が進
行するに従って、蛍光強度を消失する。遺伝
子変異の有無はこの融解パターンの違いとし
て表される（図 2）。	
 

	
 
図 1	
 

	
 
	
 
図 2	
 

	
 
	
 
	
 選択した自閉症スペクトラム関連遺伝子
のすべてのエクソンを解析するためのプラ



 

 

イマーをエクソン-イントロン境界領域に設
定し、各エクソンに対して PCR-HRM 分析法の
最適条件を検討する。解析途中で新たな遺伝
子が報告された場合には必要に応じて解析
を加える。なお、解析プラットフォームには
96-well	
 plate または 384-well	
 plate	
 での
解 析 が 可 能 な LightCycler	
 480 	
 System	
 
(Roche)を用いる。	
 
	
 

(3) 自閉症スペクトラム患者検体の PCR-HRM
分析	
 
研究代表者は同意が得られた自閉症スペ

クトラム患者 genomic	
 DNA をすでに 62 検体
保管している。至適化した PCR-HRM 分析条件
のもと、自閉症スペクトラム患者 62検体で、
自閉症スペクトラム関連遺伝子全エクソン
における遺伝子変異/多型スキャンニングを
行う。PCR-HRM 分析法にて遺伝子変異/多型が
有ると判定された検体についてはシークエ
ンス解析まで行い塩基配列を決定する。	
 	
 	
 	
 
PCR-HRM 分析法とシークエンス解析の結果

から、至適化した PCR-HRM 分析法の検出効率、
正確性、再現性について検討する。 

 
(4) 検出された遺伝子変異についてのスクリ
ーニング	
 
	
 自閉症スペクトラム患者検体で、同定され
た変異/多型の塩基配列が、SNP データベース
に報告されているかどうか検索する。すでに
登録されている多型については、この時点で
解析から除外する。なお、研究代表者はダイ
レクトシークエンスが PCR-HRM 分析から連続
的に行えることを確認している。	
 
	
 データベースに報告されていない遺伝子
変異は、研究代表者らが保有している健常者
検体（同意が得られた健常者検体 200 検体、
EBVトランスフォームB細胞株60株以上保管
している）を用いてスクリーニングを行い、
疾患特異的な遺伝子変異なのか、疾患非特異
的な遺伝子変異（多型）なのかを確認する。
スクリーニングのために新たな条件を設定
する必要は無く、ASD 患者検体の解析に用い
た PCR-HRM 分析条件をそのまま使用すること
が可能なため、時間・コストの無駄を省く事
ができる。	
 
	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1) 解析遺伝子の選択	
 
	
 方法に記載した手順を踏まえて、解析対象
遺伝子として、 AUTSX1(NLGN3) 、 AUTSX2	
 
(NLGN4X)、AUTS1	
 (RELN)、AUTS9	
 (MET)を選
択した。	
 
	
 
(2) PCR-HRM 分析法の解析条件の至適化	
 
AUTSX1(NLGN3) 、 AUTSX2	
 ( NLGN4X) 、 AUTS1	
 
(RELN)、AUTS9	
 (MET)について、すべてのエ

クソンを含む領域についてプライマーを設
定した（表 1）。次いで、PCR-HRM 分析法によ
る解析条件の至適化を行った。同時にサンガ
ー法によるシークエンス解析を行い、至適条
件下における PCR-HRM 分析法の整合性を確認
した。	
 

表 1	
 

	
 
(3) 自閉症スペクトラム患者での遺伝子変異
/多型スキャンニング	
 
	
 至適化した PCR-HRM 分析条件のもと、自閉
症スペクトラム患者 62 検体で、AUTSX1、
AUTSX2、AUTS1、AUTS9全エクソンにおける遺
伝子変異/多型スキャンニングを行った。遺
伝子変異/多型本解析が有ると判定された検
体についてはシークエンス解析まで行い、塩
基配列を決定した。表 2は設定したプライマ
ーセットの領域内において SNP データベース
に登録されている塩基置換（遺伝子変異/多
型）の数と、PCR-HRM 分析法によって検出さ
れた数をまとめたものである。既知のみなら
ず、新たな遺伝子変異/多型についても検出
することができた。PCR-HRM 分析法は再現性
に優れ、効率よく遺伝子変異を検出すること
が確認された。	
 

表 2	
 

	
 
	
 
(4) 検出された遺伝子変異についてのスクリ
ーニング	
 
	
 ASD 患者で検出された塩基置換のうち、SNP
データベース登録されていないものに関し
て、200 検体の健常者血液より抽出した
genomic	
 DNA でスクリーニングを行った
（AUTSX1および AUTSX2については60検体の
健常者 B細胞株から得られた genomic	
 DNAで
の解析を加えた）。10 個の ASD 疾患特異的な
変異がエクソン内に同定され、このうち 6個
はアミノ酸の変化を伴うミスセンス変異で
あることが判明している(表 3)。また、これ
らの変異は蛋白質の機能ドメイン内にあり、
細胞機能に影響を与えることが予測された。	
 

	
 



 

 

表３ 

 
 
(5) 国内外における位置づけ 
 ASD 発症に関与するとされる遺伝子の数は
多く、一人の患者に対して全遺伝子を調べる
のは時間的にも費用的にも限界があるため、
臨床的に遺伝子診断は浸透していない。本研
究成果によりPCR-HRM 分析法を応用した遺伝
子診断は、迅速性、再現性、操作の簡便性に
加え、比較的安価であるという利点を持ち合
わせており、ASD 発症早期における臨床診断
に貢献すると考えられる。 
 
(6) 今後の展望 
①病態解明へのアプローチ 
 患者に特異的に認められた変異はタンパク
質の機能ドメインに存在し、細胞機能発現へ
の影響が予想される。細胞生物学的な検討を
加えることにより、多彩多岐にわたるASD病態
の一端が解明されると考えられる。 
②人種間のSNP 特性解析へのアプローチ 
 近年、SNP と習慣病などの多因子疾患との
関連が明らかにされつつある。しかしながら、
現在汎用されているSNP データベースは欧米
人をもとにしており、表2 からも分かるよう
に、日本人でのSNP と比較すると偏りがある
ことが分かる。本分析法はSNP 頻度の検出に
応用することで、日本人SNP データベースを
充実することに貢献したい。 
③次世代シークエンサーとの関連 
 2012 年の時点で、より網羅的で迅速な遺
伝子解析法として、次世代シークエンサー
が比較的手軽に用いられてくるようになっ
てきた。しかしながら、次世代シークエン
サーから得られる膨大な量のデータは、最
終的には従来のサンガー法による確認が必
須であり、律速段階になっている。本研究
で示されたように、PCR-HRM 分析法は遺伝
子変異の有無を迅速かつ安価、正確に検出
することが可能である。次世代シークエン
サーとサンガー法による解析の間に
PCR-HRM 分析法を介在させることによって、
サンガー法に供すべき検体を選別すること
ができ、より迅速な遺伝子変異解析に寄与
する。 
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