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研究成果の概要（和文）：本研究において“発達障害の病因・病態分子解析バッテリー”を駆使した包括的な解析を遂
行した。具体的には、マウス子宮内胎仔脳遺伝子導入法を用いて研究対象遺伝子の発現を抑制・促進し、大脳皮質発生
期の神経細胞移動、軸索伸長、樹状突起網形成、細胞周期、海馬歯状回顆粒細胞の形態形成を観察すると共に、初代培
養海馬神経細胞を用いたシナプス形態、生化学・分子細胞生物学的解析を加えた。上記の解析バッテリーを主軸に共同
研究を効果的に運用し、知的障害・自閉性疾患の病態関連分子に関する具体的な研究成果を挙げることで臨床との連携
を推進した。

研究成果の概要（英文）：While many different biological causes have been implicated in the etiologies of 
neurodevelopmental disorders such as autism-spectrum disorder (ASD) and intellectual disability (ID), 
genetic factors are considered to be the most important. Thus, it is essential to clarify the 
pathophysiological significance of respective disease-related genes in brain development. To address this 
issue, we have established a battery of in utero electroporation-based ex vivo and in vitro observations 
including cortical neuron migration, axon elongation, dendrite development, spine morphogenesis and 
live-imaging as well as cell biological and biochemical analyses.
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１．研究開始当初の背景 

脳の発達障害には、１）脳形成は正常に行われる

が、シナプスあるいは神経細胞内のシグナル伝達

異常が背景にあるもの、２）発生過程における脳

形成(シナプス・神経回路網などの微細構造形成を

含む)そのものの異常が原因となるもの、があり、

知的障害(ID)や自閉性障害(ASD)の病態形成の背

景となっている。これまでに ID や ASD の病因・

病態関連遺伝子は多数同定されているものの、遺

伝学的解析による同定にとどまるものが殆どで

あり、機能解明に至った分子は極めて少ない。一

方、基礎研究により大脳の発達・形成に関与する

分子も多数報告されており、これらの分子の異常

が ID・ASD の背景になっている可能性も高い。

ID・ASD の病因・病態関連遺伝子や大脳皮質発

達・形成に関与する遺伝子がコードする蛋白質は、

転写因子・細胞骨格制御分子・シグナル分子など

極めて多彩である。したがって、胎児の脳形成と

機能獲得には多彩な機能を持つ多数の蛋白質が

関与し、それらの異常に基づく ID・ASD にも多

様な病態メカニズムが存在すると考えられる。一

方、ID の約 25％は病因不明であり、未知の病因

遺伝子探索の必要性も相変わらず高い。 

２．研究の目的 

本研究では、共焦点顕微鏡ライブイメージ解析・

生化学・分子細胞生物学などの基礎医学的手法と

臨床遺伝学的研究（遺伝子多型解析）を両輪とし

たアプローチを駆使して、大脳皮質形成・シナプ

ス形成の異常を背景とする ID・ASD の病態メカ

ニズムの実体解明を遂行する。期間内に、１）ID

のモデルとしてマリネスコシェーグレン（MS）

症候群に着目し、原因遺伝子 SIL1（コシャペロ

ン）と新規原因遺伝子候補 HSPBP1、HSPA5 等

のシャペロン分子群、２）大脳発達に必須である

と共に ID・ASD で遺伝子・蛋白質レベルの異常

が示されている Septin ファミリー、に焦点を絞

って解析する。そして、これらの分子群の遺伝

子・蛋白質レベルでの異常が、大脳皮質・神経回

路形成障害を引き起こす分子機構を解明する。さ

らに、３）ID・ASD 患者検体を用いて遺伝子多

型（変異・欠失・重複）を解析することで、上記

の分子群と病態との関連性を明確化すると共に、

新規病態関連分子の同定も目指す。 

３．研究の方法 

本研究では、ID・ASD に共通する病態メカニズ

ムとして「大脳皮質発達(形成)障害」に着目し、

申請者らが構築した共焦点顕微鏡ライブイメー

ジング法や分子細胞生物学・生化学的手法を用い

て多面的な分子病態解析を遂行する。ID に関し

ては MS 症候群をモデルとし、原因遺伝子 SIL1 や

HSPBP1 などのシャペロンが病態形成に果たす役

割を解析する。一方、ID・ASD の病態との関連

性が高い Septin にも焦点を当て、上述の実験手

法を用いて病態形成メカニズムを解析する。さら

に臨床面からも強力なアプローチを行う。即ち、

遺伝子多型解析を遂行し、シャペロンや Septin

と「大脳皮質発達障害」との関連性を明確化する

と共に、新規の病態関連分子の探索も行う。 

４．研究成果 

本研究では、“発達障害の病因・病態分子解析バッ

テリー”を駆使した in vivo と in vitro の包括的な解析

を遂行した。具体的には、マウス子宮内胎仔脳遺伝

子導入法を用いて研究対象遺伝子の発現を抑制・

促進し、大脳皮質発生期の神経細胞移動、軸索伸

長、樹状突起網形成、細胞周期、海馬歯状回顆粒

細胞の形態形成を ex vivo で観察すると共に、初代

培養海馬神経細胞を用いたシナプス形態、生化学・

分子細胞生物学的解析を加えた。神経細胞の局在・

形態異常が観察された場合には、ライブイメージ観

察で詳細に解析した。私共の強みは、この解析バッ

テリーを主軸に共同研究を効果的に運用し、ID・

ASD の病態関連分子に関する具体的な研究成果を

挙げることで臨床との連携を推進した。 

 SIL1が関与するヒト遺伝子変異疾患MS症候群

においても てんかんや精神遅滞が存在すること

から、子宮内胎仔脳遺伝子導入による遺伝子発現

のノックダウンとそのレスキュー実験を行い、シ

ャペロンならびにコシャペロンが大脳皮質形成

過程の細胞移動において重要な役割を果たして

いる可能性を報告した。さらに SIL1 遺伝子と



HSPA5 遺伝子（シャペロン）の発現の組合せにつ

いても検討し、蛋白質折りたたみ過程に果たす

各々の役割についても明らかにした。これまでシ

ャペロンあるいはコシャペロンが、大脳皮質形成

過程でどのように関与するかという報告は少な

く、これらの研究は脳神経発達障害における新た

な視点を提起できると考えている。 

 RBFOX1 は、スプライス制御因子であり、神経組

織の分化、発達において必須の役割を担う。実際、

RBFOX1 遺伝子の欠失や重複が、ID・ASD、てんか

ん等の発達障害の原因となる。しかし RBFOX1 の

機能不全が発達障害の病態を形成するメカニズ

ムについては不明である。そこで、発達期の大脳

皮質形成過程におけるRBFOX1の機能を解析した。

子宮内胎仔脳遺伝子導入法により RBFOX1 を発現

抑制した脳切片のライブイメージングを行い、幹

細胞から分裂した新生ニューロンが中間帯から

皮質板へと移動し、皮質内を脳表面へと移動する

様子を観察した。その結果、RBFOX1 の機能が阻害

された大脳皮質神経細胞では、1）中間帯から皮

質板へ移行できない、２）皮質板へ移行できた場

合でも移動速度が遅れる、という表現型が観察さ

れた。時空間的な移動様式の解析から、細胞の移

動機構の１つである中心体による核の引き上げ

の障害が推測された。実際、移動中の神経細胞の

核と中心体の距離を測定したところ、RBFOX1 の発

現抑制でこの距離が異常に長くなっていた。また

RBFOX1 を発現抑制した大脳皮質神経細胞では、発

達期において樹状突起の分岐が減少し、対側に伸

びる軸索の伸長も抑制された。これらの実験結果

は、ID・ASD の病態形成における RBFOX1 の意義を

示すものである。 
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