
    
    
    
    
    
    
    
 表 題  自閉症スペクトラム障害の遺伝子解析による 

生物学的指標の探索 
    
    
    
    
 論 文 の 区 分  博士課程 
    
    
    
    
    
 著 者 名  後藤昌英 

    
    
    
 担当指導教員氏名  山形崇倫	 教授 
    
    
    
 所 属  自治医科大学大学院医学研究科 
   	 	 	 	 地域医療学	 	 	 専攻 
   	 	 	 	 生殖・発達医学	 分野 
   	 	 	 	 成育医学	 	 	 	 	 	  
    
    
    
   ２０１7年１月 10日申請の学位論文 
    
    



 

目次 
1. 序論----------------------------------------------------------------------------------------------2 

2. 対象と方法 

 1)対象----------------------------------------------------------------------------------------------8 

 2)リンパ球培養と DNA抽出-----------------------------------------------------------------8 

 3)マイクロアレイ解析-------------------------------------------------------------------------9 

 4)ASD患者の変異解析：(a)PCR、(b) direct sequence----------------------------------10 

 5)細胞へのプラスミド導入法---------------------------------------------------------------13 

 6)子宮内エレクトロポレーション法------------------------------------------------------14 

3. 結果 

 1) ASD患者における aCGH解析-----------------------------------------------------------15 

  a) シグナル伝達に関与する遺伝子を含む領域の欠失例の aCGH解析---------14 

  b) GPR52、RABGAP1L遺伝子の変異解析----------------------------------------------16 

 2) ASDとサーカディアン関連遺伝子(NR1D1) 

  a) NR1D1遺伝子の変異解析、家系解析-------------------------------------------------17 

  b) mNr1d1RNAiのNr1d1発現抑制作用の確認-----------------------------------------19 

  c) Nr1d1の発現解析--------------------------------------------------------------------------20 

  d) Nr1d1の発現抑制による神経細胞の障害 

   d-1)大脳皮質におけるNr1d1発現抑制神経細胞の移動障害と細胞形態変化-20 

   d-2) Nr1d1発現抑制神経細胞の移動における経時的観察------------------------22 

   d-3) Nr1d1発現抑制神経細胞における軸索の伸長障害---------------------------23 

   d-4) Nr1d1発現抑制神経細胞における樹状突起の形態異常---------------------24 

4. 考察---------------------------------------------------------------------------------------------26 

5. まとめ------------------------------------------------------------------------------------------32 

6. 参考文献---------------------------------------------------------------------------------------33 

7. 謝辞---------------------------------------------------------------------------------------------44



	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 1 
 

略語 

〈日本語〉 

ゲノムワイド関連研究(Genome-wide Association Study; GWAS) 

自閉性障害、自閉症スペクトラム障害(Autism spectrum disorder, ASD) 

染色体微細構造異常(copy number variation; CNV) 

Gタンパク質共役受容体(G-protein-coupled receptor; GPCR) 

知的障害(Intellectual disability; ID) 

 

〈英語〉アルファベット順 

aCGH (array comparative genomic hybridization) 

ARNTL (aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator like) 

AUTS2 (autism susceptibility candidate 2) 

CHD8 (chromodomain helicase DNA binding protein 8) 

CLOCK (clock circadian regulator) 

CNTNAP2 (contactin associated protein-like 2) 

DMS-IV/V(The Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorder, Fourth / Five 

Edition) 

FISH (Fluorescent in situ hybridization) 

GJA1 (Gap junction alpha-1 protein) 

GPR52 (G protein-coupled receptor 52) 

GRIN2B (glutamate receptor, ionotropic, N-methyl-D-aspartate subunit 2B) 

MTNR1A (melatonin receptor 1A) 

NLGN3 (Neuroligin 3) 

NRXN1 (neuroxin 1) 

NR1D1 (nuclear receptor subfamily 1 group D member 1, Rev-Erbα) 

OPHN1 (oligophrenin 1) 

PER1 (period circadian clock 1) 

RABGAP1L (RAB GTPase activating protein 1 like) 

SHANK3 (SH3 and multiple ankyrin repeat domains 3) 

TBR1 (T-box, brain 1) 
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1. 序論 

	 自閉症スペクトラム障害(Autistic Spectrum Disorders: ASD) [The Diagnostic and 

Statistical Manual of Mental Disorders, 5th Edition; DSM-5]は、社会的コミュニケー

ションおよび相互関係における持続的障害、限定された反復する様式の行動、

興味、活動を特徴とする発達障害であり、発症頻度が約 0.8-1.5％[Baxter, 2015; 

Christensen, 2016]と比較的高く、本邦には数十万人の罹患者がいると推定される。

ASDの双生児の研究から、ASDの二卵性双生児における一致率は 0-10%である

のに対し、一卵性双生児では 60-92%で[Folstein, 2001]、遺伝率は 90% [Freitag, 

2007] と非常に高く、遺伝学的背景が示唆される。病因遺伝子解析が進められ多

くの遺伝子が同定されたが、患者の半数以上では病因遺伝子が同定されていな

い。遺伝的基盤は多彩であり、単一の病因遺伝子によると考えられる例もある

が、多因子遺伝とされている[Krakowiak, 2012]。これまで明らかになった病因遺

伝子としては、Fragile X 症候群や結節性硬化症をはじめとした、身体症状を伴

う症候性 ASDの病因遺伝子が約 10%を占めている[Sakai, 2011]。非症候性 ASD

の病因遺伝子の機能としては、CHD8 [O'Roak, 2012]などのクロマチンリモデリ

ング、NLGN3/4 [Jamains, 2003]、NRXN1 [Feng, 2006]や SHANK3 [Durand, 2007; 

Moessner, 2007]などのシナプス形成や機能、GRIN2B [O'Roak, 2011]などのシグナ

ル伝達、神経成長因子に属する TBR1 [O'Roak, 2012]などに分類され、現在では

100以上の遺伝子が候補とされている [Betancur, 2011]。これまで多くの ASDに

対しての病因遺伝子の探索研究が行われてきた。まず、兄弟発症例を用いた連

鎖解析や[Auranen, 2002; Shao,2002]、染色体欠失を持つ例で、その欠失領域に局

在する遺伝子の解析が行われた[Thomas,1999]。それらの研究から、最初に ASD
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の病因遺伝子として、2003 年にシナプス結合に関与する分子である NLGN3 と

NLGN4 が同定された[Jamains, 2003]。それら以外にも、ASD と強く関連のある

染色体上の領域や転座切断点に局在する遺伝子解析などからAUTS2などASDの

病因と考えられた遺伝子も少数同定されたが確定的な結果は得られず[Sultana, 

2002]、より多くの候補遺伝子までは特定することはできなかった。関連解析研

究では、技術の進歩とコストの低下に伴いゲノムワイドに 50-100 万個の SNPs

を一度に検出できるゲノムワイド関連研究(Genome-wide Association Study: 

GWAS)として大規模なサンプル数で多くの解析がなされ[Wang, 2009; Weiss, 

2009; Anney, 2010]、数百の候補遺伝子が挙げられたが、同定されるリスク SNP

のオッズ比は低く(1.2 以下)、多くの場合で統計学的に有意ではなく、サンプル

サイズが大きくなるにつれて ASD との関連性が再現できなかった[Visscher, 

2012; Stein, 2013]。その後、マイクロアレイArray comparative genomic hybridization 

(aCGH)を用いて患者と対象の DNA を比較しゲノムコピー数を解析する Copy 

number variation(CNV) 研究が進められ、ASD患者の 10-20%に de novoの CNV

が検出された[Sebat, 2007; Marshall, 2008]。ASDの弧発例では de novo CNVを持

つ割合が 6.6%であるのに対して、健常対象者では 1.9%と 3 倍以上の差があり

[Huguet, 2013]、de novo CNVの ASD病態への強い関与が推定された。CNV研究

からは ASD と強い関連をもつ遺伝子として ACHE, AKAP9, ARID1B, CIB2, 

CNTN5, CNTN6, DAPP1, DNMT3A, ELP4, GPHN, ILF2 , IRF2BPL, KAT2B, 

KIAA1586, MFRP, NINL, OR52M1, P2RX5, PLXNA4, PTK7, RANBP17, ROBO2, 

SHOX, SLC38A10, TMLHE, USP45, WWOXが同定され[Prasad, 2013; Sanders, 2015]、

遺伝子座 1q21, 5p15.2, 7q11.23, 15q11-13, 15q13, 16p11.2, 17p11.2, 22q11.2も特定
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されている[Sebat, 2007; Zhang, 2009; Malhotra, 2012; Shishido, 2014; Sanders, 2015]。

これらの遺伝子は、シナプスにおけるシグナル伝達、神経細胞遊走、神経伝達

物質の代謝、髄鞘化などに関与する遺伝子が多く、CNVによる遺伝子発現変化

が神経活動の障害を引き起こしていると予想された[Sanders, 2015]。最近では、

次世代シークエンサーを用いて、患者、両親のトリオ検体における、エクソン

領域のみを選択的にシークエンスし網羅的にde novo点変異を検出する全エクソ

ーム解析が盛んに行なわれている。孤発例と家族例を含む 2517家系と大規模な

サンプル数の解析では、ASD患者の 9%で発症に関与する de novo変異が検出さ

れ、孤発例に限ると 30%で de novo 変異が発症に関与していると推定された

[Iossifov, 2014]。さらに、親から受け継がれた変異も対象に含めた ASD 3871例、

健常 9937例の解析で、ASD発症に対して強い影響を持つと推定される 107個の

遺伝子が同定された[De Rubeis, 2014]。これら ASDリスク遺伝子のなかにシナプ

ス前終末とシナプス後膜を繋ぐ接着因子の NLGN3、NLGN 4、NRXN1 やシナプ

ス構造や機能を安定化させている足場蛋白の SHANK3 など多くのシナプス関連

分子が見出されている [Bourgeron, 2015]。これらの遺伝子のノックアウトマウ

ス、あるいは他の自閉症モデルマウスでシナプスの異常が報告され[Moy, 2008]、

さらに、ASD 患者の剖検脳からもシナプスの数や形態異常が確認されているこ

とから[Martínez-Cerdeño, 2016]、ASDの中心病態の一つがシナプス形成、機能、

神経ネットワークの異常と考えられる[Ziats, 2015]。 

	 一方、ASD は 70-80%に知的障害(Intellectual disability: ID)を合併し[Bertrand, 

2001; Betancur, 2011]、それ以外にも 38-46%にてんかん[Danielsson, 2005; Hughes, 

2005]、多動、興奮、自傷、睡眠障害など多彩な症状を呈する。睡眠障害に関し
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ては、定型発達児では 25-40%に睡眠障害があるが[Owens, 2005]、ASD では

40-80%と睡眠障害の頻度は高くなる[Richdale, 1995]。人の睡眠覚醒リズム(サー

カディアンリズム)は、生物の内因性リズムの発振機構である生物時計によって

作られる。哺乳類では、視床下部の視交叉上核にある時計中枢によって、個々

の細胞の自立的なリズムを刻むサーカディアン遺伝子が制御されている 

[Huang, 2011]。サーカディアン時計の中心的なメカニズムは、二つの相互に連動

したポジティブ、ネガティブフィードバック回路から構成されている(図 1) 

[Okamura, 2010; Partch, 2014]。これらの回路の遺伝子群のコアグループは、転写

促進因子の ARNTLや CLOCK, 転写抑制因子の PER1/2/3や CRY1/2からなる。

ARNTL、CLOCK の二量体が、核内受容体サブファミリーの NR1D1 (nuclear 

receptor subfamily 1 group D member 1, Rev-Erbα)や NR1D2(Rev-Erbβ)、ROR のプ

ロモータ領域にある E-box に結合し、CLOCK、ARNTL に対して ROR が転写を

促進、NR1D1が転写を抑制している[Crumbley, 2010, 2011]。PER1、MTNR1A、

MTNR1B、AVPR1A、CSNK1Dなどのサーカディアン遺伝子において、ASD例に

新規変異の同定や多型の頻度が有意に多いなど、ASD との関連が推定されてい

る[Yirmiya, 2006; Nicholas, 2007; Chaste, 2010; Jonsson, 2010; Pinto, 2010]。 
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図 1. 時計関連遺伝子相関図 

時計関連遺伝子は相互に連動して、Per, Cry, Arntlや Clockが中心とな

ったループを形成し、サーカディアンリズムを形成している。 

 

	 当研究室で、18種類のサーカディアン関連遺伝子に対して 28例の ASD例と

23例の正常コントロール群で比較した研究で、ASD群の方が、コントロール群

よりも変異や多型が有意に高かった[Yang, 2016]。その一つとして、NR1D1 

(OMIM*602408)に新規変異 c.58A>C (p.S20R)が検出された。野生型マウスでは

NR1D1は樹状突起、シナプス棘にも局在し[Valnegri, 2011]、ノックアウトマウス

では過活動、新規場面での反応の障害、営巣行動における記憶や行動の異常が

報告されているため[Jager, 2014]、NR1D1 を病因候補遺伝子として注目した。

NR1D1 はシナプス機能との関連も推定されるため、ASD の候補遺伝子として、

ASDとの関連性の解明と、さらなる機能解析を行うことは重要である。 

	 我々の研究の目的は、ASD の病因遺伝子を同定し、病態解明と治療法開発の

研究に結びつけることである。上記の様な、ASDの病因遺伝子研究から、CNV
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は ASD の主要な遺伝学的病態の一つであり、検出された CNV 中に含まれる遺

伝子は ASDの重要な候補遺伝子である。よって、ASD患者において aCGH解析

により CNVを検出し、その CNVの領域から神経形成、特にシナプス機能と関

連する補遺伝子を抽出することを一つの目的とした。また、サーカディアン関

連遺伝子も ASDとの関連が強く疑われ、当研究室で同定されている遺伝子解析

を順に進めているが、本研究では NR1D1に注目し、ASDとの関連、神経・シナ

プス形成や機能との関連を解析した。それぞれのアプローチからの、病因遺伝

子の同定とシナプス形成、機能を基盤とした病態解明を目的に、aCGH、変異解

析と機能解析を行った。 
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2.対象と方法 

1)対象 

	 日本人患者検体は自治医科大学附属病院小児科および関連病院の通院患者で、

親権者に説明し書面で同意が得られた患者を対象とし、連結可能匿名化をした。

ASDの診断は DSM-IVあるいは DSM-5の基準を満たす症例とした。DSM-IVは

自閉性障害、アスペルガー障害、特定不能の広汎性発達障害を含んでいる。な

お、DSM-5 の定義については序論に記した。研究にあたり自治医科大学の倫理

委員会の承認を得た。 

 

	 aCGHの解析対象として、ASD44例 (男性 35例、女性 9例)からのリンパ球、

DNA を用いた。ID を合併する ASD は 26 例(59.1%)であった。シークエンス法

による変異解析は、日本人 ASD 95例、白人 ASD 121例を対象とした。変異解

析のコントロールは日本人 118 例、白人 158 例を使用した。白人 ASD 検体は、

The Autism Genetic Resource Exchange (AGRE) (CA, USA)から購入した。白人コン

トロール検体は、Coriell Institute for Medical Research (CA, USA)より購入した。 

 

2)リンパ球培養と DNA抽出 

	 同意が得られた ASD 患者とその家族から採血し、末梢血リンパ球を分離、

Epstein-Barr virusで芽球化し、RPMI 1640 培地 (Life technology,CA,USA)に 10% 

fetal bovine serum (Equitech-BIO, Tokyo, Japan)、penicillin-streptomycin (penicillin 

100 U/ml, streptomycin 100µg/ml)を加えた培地下で、5%CO2、37℃の環境で培養

した。リンパ芽球から通常の方法で genomic DNA を抽出した。濃度測定には
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NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, MA, USA)を用いた。 

 

3)マイクロアレイ解析 

	 aCGHを用いて CNV解析を行った。患者および正常コントロール(G1471 Male, 

G1521 Female, Promega)の Genomic DNA 1.0µgを、それぞれ Nuclease free water

で 26.0 µl にし SureTag DNA Labeling Kit (Agilent technologies, CA, USA) の

random primer 5.0µlと 95℃で 10分間反応させた。次に氷上で、5×Reaction buffer 

10µl, 10×dNTP 5µl、Exo-Klenow 1.0µlを加えた。患者検体は Cy5、正常 control

は Cy3を 3.0µlずつ加え、37℃で 2時間加温し、蛍光標識した。Amicon Ultra-0.5 

Centrifugal Filter Devices (Millipore, MA, USA)を用いて蛍光標識サンプルを精製

した。この蛍光標識された患者と controlサンプルを各 19.5µlを合わせ、Agilent 

Oligo aCGH Hybridization kit (Agilent technologies, CA, USA)で Hybridization液を

作 成 し 、 Human Genome CGH Microarray slide 4x180K (G4826A#22060) 

(Agilent technologies)上で 65℃、20rpmで 24時間ハイブリダイゼーションをした。

反応させたアレイスライドを Oligo aCGH Wash Buffersで洗浄した。アレイスラ

イドは、Agilent G2365BAマイクロアレイスキャナ(Agilent technologies)で読み取

り、tiff 画像ファイルを作成した。画像ファイルはソフト Feature Extraction 

(ver.10.7.3.1, Agilent technologies)で数値化した text file を Agilent genomic 

workbench (Lite edition 6.5, Agilent technologies)で解析した。健常者の CNV頻度は、

Database of Genomic Variants (DGV) (http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home)を参照した。

DGVは米国 National Center for Biotechnology Information (NCBI)の染色体構造多

型のデータベースである dbVarと欧州 European Bioinformatics Institute (EBI)の同
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様の EGAを連携させ、ヒト健常者のデータのみを収載した染色体構造多型のデ

ータベースであり、2017 年 1 月 1 日時点で 6359956 サンプル、552586 部位の

CNVが報告されている。 

 

4) ASD患者の変異解析 

(a) PCR 

	 aCGH解析で異常が検出された遺伝子と NR1D1について direct sequenceを行

った。リンパ芽球から抽出した genomic DNAを用い、目的とする遺伝子の全エ

クソンとその近傍のイントロンを PCRで増幅した。PCR反応液は、DNA 50ng、

10xPCR Buffer (Takara, Shiga, Japan) 2.0µl、dNTPs 200mM (Takara) 1.6µl、プ

ライマー各 0.2µM、rTaq DNA polymerase (Takara) 0.1µlに DDWを加え、総量 2

0µlに調整した。PCR反応は、Gene Amp PCR System 9700 (Life technology)を

使用し、94℃で 5 分反応後、94℃30 秒、各プライマーのアニーリング温度 30

～60 秒、72℃ 30～60 秒を 35～40 サイクル行い、その後伸長反応を 72℃で 10

分間行なった。また、GPR52の全てのプライマー、RABGAP1Lの Exon 2、9、1

2、18、24、26、NR1D1の Exon 5の前半、後半の２つは、2×GC buffer I (Taka

ra) 10µl、Takara LAtaq 0.1µlを用いた。 

表 1	 GPR52の各エクソンのプライマー 

Exon番号 Forward primer 

(5’to 3’) 

Reverse primer 

(5’to 3’) 

産物サイズ 

(bp) 

アニーリング

温度(℃) 

1の前半 gttctgaaacactcatgtgcg gcctctttcctacaatcaactg 438 55 

1の中央 tgtggcatgtcttgcttgcatc ccaactctgtccttcttaacaacctg 461 55 

1の後半 tttatatgctgtggctcccc ctgacagtggttttggatcatattc 182 62 
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表 2	 RABGAP1Lの各エクソンのプライマー 

Exon 

番号 

Forward primer 

(5’to 3’) 

Reverse primer 

(5’to 3’) 

産物サイズ 

(bp) 

アニーリング 

温度(℃) 

1 cagcaggattcttcttcacataaac ggagatgtgtaaaatgcaaagg 365 51 

2 aatcgcttgaacccaggaggcgaag ccacttcggtgttatgtttctgc 731 68 

3 gctggctctggaactctgacataag gtcttttgggtggtggtgaaga 483 55 

4 ggttgcaatgagccaagatg ggatgagttgcctttccacctt 598 67 

5 ctgccaaagaaaattgtcatgg gttggtataaagcctcaaact 374 53 

6 gcctgtggcaaggtgagagtttag ctgctacaactgggtttgttcaca 503 63 

7 aaaaaggctttatgctcactggg caggacaatttccaccaaaacag 340 62 

8 tgcctccttttatccaagggtac gcttctatgggggaaatctcca 511 52 

9 tgcctccttttatccaagggtac gcttctatgggggaaatctcca 392 62 

10 acacgccattcttcattgcag ggtgtgtgtgttgtgggtagaagtg 340 65 

11 tgggaatttccagttgtgctacc ggtcttccccccaagtatggtt 607 59 

12 tgtttaatgcccccccac cctagttttcatagctcccataagtc 659 62 

13 gcagtgagctgtgattgtgctactg gctttctttgcatgggaggttg 555 65 

14 gactatgggtctgggatagaaggg gccatgttttctgctttgcaca 350 65 

15 agcaggagcctggtatgagctaac ggtccgtgtgataaatagcacagtg 191 65 

16 gccttcagctacttatgcagaggac gtccacgtagaacacttggaaaagc 624 56 

17 ggcaggaacttcattgttctgc gtttatcatgtttgggactgctgc 656 65 

18 agccactcagggaaagaaaatacc cctctttgcccttggaactgga 274 62 

19 gtcctcaaagcaggctgaaatg ctcccagatgtgtttgtcaggc 334 65 

20-21 tgagcatgttcccttagaatgcc caagtagctgggattacaggcacg 619 65 

22 tgtatgtccagacactaatgcccac gagactgtgatgacttcctcaggg 198 59 

23 gggtttggagaagatttccacac gaagggtgttaaaagaggaggca 387 65 

24 tctcaaactcctggcctcaagc gcttgaggccaggagtttgaga 364 58 

25 gactggcatttgcagtgctattc ggcttgtaagtacctgaaagaaccc 290 62 

26 gggcctgcatctatgacaat agc gaatgtggtcacttcagtggctg 620 62 

27 tgagactccaaaaagctgcacac caaaccaatggaaatctgggagg 299 59 
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表 3	 NR1D1の各エクソンのプライマー 

Exon 

番号 

Forward primer 

(5’to 3’) 

Reverse primer 

(5’to 3’) 

産物サイズ 

(bp) 

アニーリング 

温度(℃) 

1 ccatgcaaagcagaactccg cttgttcgggctggaaatgc 428 66 

2 tggccatgccatgtctactg ctgattcgggggaagggaag 555 60 

3-4 acctttccagctgattcggg gaatcacatgtgccagggga 662 66 

5前半 atccctcctagggaaacccc gcccccaatgacaacaacac 590 64 

5後半 caacaaccagttgagcagcc cttagtgtagggcagctggg 650 60 

6 acctggcacctaattgctac acgcttcctgcttttgacct 609 66 

7 cctgattggtgaaaggggct cagacacagtctatcttggg 647 60 

8 ttcagggagaggctgcattg catcaccgaacttcccctcc 343 62 

 

(b) Direct sequence 

	 PCR 産物 2µl、Forward または Reverse primer 1µl (20pmol/µl)、Big Dye mix 

(BigDye® terminator sequencing kit version 3.1, Life Technologies) 1µlと DDW 0.5µl

を加え、総量 5µlに調整した。Gene Amp PCR System 9700 (Life technology)を使

用し、96℃で 1分間反応後、96℃で 10秒、50℃で 5秒、60℃で 4分間を 25サ

イクルで標識した。標識した PCR 産物を脱塩カラムで精製して、3730XL 

Sequencer (Applied Biosystems, CA, USA)でシークエンスした。結果は、Sequence 

Scanner version 1.0 (Applied Biosystems, CA, USA)で変異を検出し、dbSNP 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/)で照合した。また、タンパク質構造変化から変

異 の 影 響 を 予 測 す る Phenotyping v2 (PolyPhen-2) 

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/)、ホモロジーから変異の影響を解析する

SIFT (http://sift.jcvi.org) 、 種 間 の 保 存 性 も 解 析 す る mutation t@sting 

(http://www.mutationtaster.org)で検出した変異のタンパク質機能の影響を検討し
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た。疾患との関連が推定された変異は、対照群で塩基配列を確認した。 

5)細胞へのプラスミド導入 

	 pSUPER-RNAi-puro vector (OligoEngine, Seattle, WA) を用いて、マウス Nr1d1

遺伝子の発現を抑制することを目的とした。リガンド結合部位の複数箇所での

効果を確認するためにNr1d1 RNAi発現プラスミドを 3種類 (pSUPER-mNr1d1#1、

#2、#3)作成した(表 4、図 2)。mNr1d1RNAi の発現抑制の確認には、COS7 細胞

に pCAG-Myc-mNr1d1と共に、3種類の Nr1d1 RNAi発現プラスミド、コントロ

ールとしての pSUPER-puro vectorを導入し、抗Myc抗体によるWestern blot法

で Myc-mNr1d1 の発現を確認した。次に、オフターゲット効果の確認のため、

58%の相同性を持つ Nr1d2の発現を抑制しないことを確認するために、COS7細

胞に pSUPER-puro vector と 3 種類の Nr1d1 RNAi 発現プラスミドを導入し、

Western blot法で確認した。さらにレスキュー実験のため pSUPER– mNr1d1#1の

配列を用いて、アミノ酸変化をさせずに塩基のみを改編した RNAi 

resistant-Nr1d1 (Nr1d1-R)を作成した(表 4)。ASD 例(AU1098302)で検出された

p.R500H変異を組み込んだ変異体 Nr1d1-R500Hも作成した。 

プラスミド 塩基配列 部位 

pSUPER– mNr1d1#1 5’-GGACCAGACAGTGATGTTC-3’ 1477-1495 

pSUPER– mNr1d1#2 5’-GGCAACACCAAGAATGTTC-3’ 1229-1447 

pSUPER– mNr1d1#3 5’-GTAGAGTTTGCCAAACACA-3’ 1354-1372 

RNAi-resistant Nr1d1 5’-GGATCAAACGGTGATGTTC-3’ 1477-1495 

表 4 pSUPER–mNr1d1#1, #2, #3, -Rの塩基配列と転写開始部位からの塩基番号 

	 	 	 RNAi-resistant Nr1d1(Nr1d1-R)の改編した塩基は下線をしてある。 
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図 2	 Nr1d1の構造とプラスミド作成部位 

リガンドはヘム。Gap junction alpha-1 protein; GJA1 

 

6) 子宮内エレクトロポレーション法 

	 子宮内エレクトロポレーション法を用いて、Nr1d1の発現を抑制し機能の変化

を観察した。子宮内で胎生14.5日マウスの側脳室に、Nr1d1の siRNAおよびEGFP

発現プラスミドを、CUY21 electroporator (NEPA Gene, Chiba, Japan)を用いて 50ms、

30Vの電気パルスを 950ms間隔、6回で導入し、共焦点顕微鏡で観察した。大脳

皮質における神経細胞移動、細胞形態の評価については生後 2日に解析した

(n=3)。神経細胞移動の経時的な変化は、胎生 16.5日に解析した(n=3)。Nr1d1に

おける軸索伸長障害については、生後 2日に冠状断で評価した(n=3)。樹状突起

の形態評価は生後 7日に確認した (n=22)。
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3.結果 

1) ASD患者における aCGH解析 

	 ASD 44例の解析結果、14例(31.8%)に ASDと関連があると報告されている遺

伝子を含む CNVを検出した(表 5)。14例中 9例が単一の候補遺伝子のみを含む

CNVで、5例が複数個の候補遺伝子を含む CNVであった。6例が両親の検体を

解析可能であった。NRXN1の欠失(Exon31個中のExon1から 6番目まで)の 1例、

OR2T10の重複の 1例、CLN8の欠失の 1例、DLGAP2の欠失の 1例、CSMD1の

欠失の 1例は de novoの CNVであった。CSMD1の重複(Exon 73個中の 1から 5

番目まで)は父由来の CNV、TOP3Bの重複の 1例も父由来の CNVであった。未

報告である de novoの欠失として GPR52と RABGAP1Lを検出した。 

 

機能別 症例数 遺伝子 

クロマチン 

リモデリング 
3 BRD1 (欠失 1例)、TOP3B (重複 1例、欠失 1例) 

シナプス 2 NRXN1 (欠失 1例)、DLGAP2 (欠失 1例)  

シグナル伝達 12 OR2T10 (重複 2例、欠失 8例)、ANTXRL (重複 1例) 

神経成長 5 ROBO2 (重複 1例)、CSMD1 (重複 3例、欠失 1例) 

脂質代謝 1 CLN8 (欠失 1例) 

表 5	 CNV中に含まれていた報告されている ASDの候補遺伝子 

 

a) シグナル伝達に関与する遺伝子を含む領域の欠失例の aCGH解析 

	 ASDの 7歳の男児で、1q25.1に約 539kbの de novoの欠失を検出した (図 3)。

欠失領域は、GPR52の全遺伝子と RABGAP1Lの全 33Exon中 Exon 2-18を含んで
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いた。GPR52は一つの Exonからなる遺伝子で、RABGAP1Lのイントロンに局在

していた。 

A           B                           C 

 
図 3 ASD例における欠失  

(A) 1番染色体の全体の aCGH結果。縦軸はセントロメア側からの遺伝

子座を示し、横軸は fold changeを示す。-1はヘテロの欠失、+0.5は 3

コピーの重複、+1 は 4 コピーの重複を示す。1q25.1 に約 539kb 

(174188339-174727329)の欠失があった。(B) 患者、父、母の欠失領域

の拡大図。両親には欠失は無かった。(C) 遺伝子と欠失領域の拡大図。

欠失領域には GPR52と RABGAP1Lが局在していた。 

 

b) GPR52、RABGAP1L遺伝子の変異解析 

	 aCGHで欠失が検出された 2つの遺伝子について、他の ASD患者での遺伝子

変異の有無の評価をした。日本人 ASD 95人、白人 ASD 121人でシークエンス

解析を行い、RABGAP1L に c.1424G>A (p.G475Q)を検出した(表 6)。これは、す

でに報告されている変異であり、機能予測からもタンパク機能への影響も低い

と考えられた。GPR52は日本人、白人検体とも、変異が検出されなかった。 
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遺伝子 

塩基置換 

(アミノ酸 

置換) 

人数 
家系 

解析 

コント

ロール 

SNP 

登録 

PolyPhen-2 

解析 

Mutation 

Taster 

解析 

SIFT 

解析 日本人 白人 

RABGAP1L 
c.1424G>A 

(p.G475Q) 
5/95 0/121 

母由来 

(1家系で

解析) 

5/118 
rs1422

60750 
benign 

disease 

causing 
Tolerated 

GPR52 - 0/95 0/121 - - - - - - 

表 6	 シグナル伝達遺伝子(GPR52、RABGAP1L)のシークエンス結果 
 

2) ASDとサーカディアン関連遺伝子(NR1D1) 

a) ASD患者における NR1D1遺伝子の変異解析 

	 日本人 ASD 87 人、白人 ASD 111 人にシークエンス解析を行い、c.58A>C 

(p.S20R)が日本人 1 例、c.1012C>T (p.P338S)が白人 2 例、c.1031A>C (p.N344T)

が白人 1 例、c.1499G>A (p.R500H) が白人 1 例に検出された (表 7)。c.58A>C 

(p.S20R)変異は当教室から報告されている変異である[Yang, 2016]。白人の変異

c.1012C>T (p.P338S)、c.1031A>C (p.N344T)は 158人の白人コントロールに変異

はなかったが SNPsとして報告されていた。c.1499G>A (p.R500H)は SNP報告の

無い変異であった。c.1499G>A (p.R500H)の機能予測では、PolyPhen-2 解析は

Probably damaging、Mutation Taster解析はDisease causing、SIFT解析はDeleterious、

と変異によるタンパク機能への強い影響が示唆された。それぞれの変異を家系

内で確認した(図 4)。c.1499G>A (p.R500H)のみが de novo変異で、他の変異は全

て非罹患の親由来であった。c.1499G>A (p.R500H)を有する患者(II-2)は、8歳男

児で自閉症状があり、特徴的な話し方で会話は一方的で成り立たなかった。ま

た強迫性障害があり、他に記憶力が大変優れていた。繰り返す常同行動は目立

たず、睡眠障害もなかった。その患者の弟(II-3)は、6歳男児で自閉症状があり、
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さらに不安障害があった。兄と同様に睡眠障害はなかった。 

塩基置換 
アミノ酸 

置換 

人数 

家系解析 
コント

ロール 

SNP 

登録 

PolyPhen-2 

解析 

Mutation 

Taster 

解析 

SIFT解析 日本人 

 

白人 

c.58A>C p.S20R 1/87 0/108 父由来 0/133 無し Benign 
Disease 

causing 
Damaging 

c.1012C>T p.P338S 0/87 2/111 
母由来 

母由来 
0/158 

rs14368

2026 
Benign 

Polymor- 

phism 
Tolerated 

c.1031A>C p.N344T 0/87 1/111 母由来 0/158 
rs14543

5357 
Benign 

Disease 

causing 
Tolerated 

c.1499G>A p.R500H 0/87 1/111 De novo 0/158 無し 
Probably 

damaging 

Disease 

causing 
Deleterious 

表 7	 サーカディアン関連遺伝子(NR1D1) のシークエンス結果 
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図 4. NR1D1において変異が同定された ASD患者の家系解析 

(A) c.1499G>A (p.R500H)は両親には無かったが、罹患者である弟にも

同定されなかった。(B) c.58A>C (p.S20R)は父由来、他に母由来の
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SHANK2 の c.2537G>A (p.R846Q): rs782015001 をもつ。 (C)、 (D) 

c.1012C>T (p.P338S)は母由来であった。罹患者の兄弟には変異は同定さ

れたなかった。(E) c.1031A>C (p.N344T)は母由来であった。罹患者の弟

には変異は同定されたが、非罹患者の弟にも同変異は同定された。本

研究において、上記の全ての家族構成員は NR1D1 の全ての Exon を解

析した。 

 

b)	 mNr1d1RNAiの Nr1d1発現抑制作用の確認 

	 マウスの Nr1d1に対する RNAiベクターpSUPER-m Nr1d1#1、#2、#3 は COS7

細胞に導入した mNr1d1 の発現を抑制した(図 5A)。次に COS7 細胞に導入した

相同性の高い Nr1d2は、pSUPER-mNr1d1#1、#2に抑制されなかったが、#3で抑

制されたため、pSUPER-mNr1d1#1 と#2 は Nr1d1 に特異性が高いと判断した(図

5B)。さらに pSUPER-mNr1d1#1 の RNAi 効果に抵抗する RNAi resistant-Nr1d1 

(Nr1d1-R)は発現が抑制されないことを確認した(図 5C)。これより Nr1d1-R は

pSUPER-mNr1d1#1で発現を抑制した際のレスキュー実験に用いることとした。 

図 5 pSUPER-mNr1d1#1、#2、#3の発現抑制の確認 

Myc-mNr1d1(A)、Myc-mNr1d2(B)、Myc-mNr1d-R(C)をそれぞれ導入し、

pSUPER、pSUPER-mNr1d1#1、#2、#3 による発現抑制の有無を確認し

た。Sept11は内因性コントロールとした。 

A. pSUPER-mNr1d1#1、#2、#3は mNr1d1の発現を抑制した。 

 B. pSUPER-mNr1d1#1、#2は mNr1d2の発現を抑制しなかったが、 

 	 #3は発現を抑制した。 

C. (-)はMyc-Nr1d1を導入していない。wtはMyc-Nr1d1を導入している。 
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	 R1は Nr1d1-R を導入している。pSUPER-mNr1d1#1は R1(Nr1d1-R)の 

	 発現を抑制しなかった。 

 

2c) Nr1d1の発現解析 

	 胎生 15日から生後 8日では、脳室下帯/脳室帯、皮質板での Nr1d1の発現は、

体性感覚野、海馬で乏しかった(図 6A-D)。生後 0日と生後 8日の体性感覚野の

IV層、海馬に多く Nr1d1は発現していた。 (図 6C矢印, 6D)。 

A              B          C                  D 

	 	                   

 図 6 マウス胎児脳における Nr1d1の In situ ハイブリダイゼーション 

(A) 胎生 15日、(B) 胎生 17日、(C) 生後 0日(IV層は矢印)、(D) 生後

8日。 

 

2d) Nr1d1発現抑制による神経細胞の障害 

2d-1)大脳皮質における Nr1d1発現抑制神経細胞の移動障害と細胞形態変化 

	 機能抑制した Nr1d1 による神経細胞への影響を調べるために、子宮内胎児エ

レクトロポレーション法で mNr1d1RNAi を胎生 14.5 日マウス脳に導入して、

Nr1d1の発現を抑制した。その結果、コントロール例では神経細胞が大脳皮質第

II~III 層に局在していたのに対し(図 7a)、Nr1d1 の発現を抑制された神経細胞で

はそれより下層以下に神経細胞が局在していた (図 7b, c)。次に、

pSUPER-mNr1d1#1と Nr1d1-Rを共に導入すると、神経細胞の移動障害が改善し
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た(7d)。ASD 例から検出された p.R500H 変異体(pCAG-Myc-Nr1d1-R500H)と、

pSUPER-mNr1d1#1 を導入すると神経細胞の移動の障害は改善されなかった 

(7e)。コントロールでは通常の双極性細胞を確認できたが、Nr1d1の発現が抑制

された神経細胞は多極性細胞様に突起が残存している未熟な双極性細胞であっ

た(7f)。 

 

図 7. 大脳皮質における Nr1d1発現抑制神経細胞の移動障害 

大脳皮質の冠状断。移動神経細胞は anti-GFP(緑)、核は DAPI(青)。 

bin1:大脳皮質 II-III層、bin2-5:大脳皮質 IV-VI層、IZ:中間帯 

(a)胎生 14.5 に pSUPER ベクターが導入されたコントロール , (b) 

pSUPER-mNR1D1 #1導入、(c) pSUPER-mNR1D1 #3導入、(d)レスキュ

ーとしての pCAG-Myc-Nr1d1-R と pSUPER-mNR1D1#1 を導入、(e) 変

異体 pCAG-Myc -Nr1d1-R500Hと pSUPER-mNR1D1#1を導入。 

pSuper-Nr1d1#1、#3では神経細胞の移動障害があった。pSuper- Nr1d1#1

に pCAG-Myc-Nr1d1-R を導入すると障害は改善したが(d)、pCAG-Myc 

-Nr1d1-R500Hを導入すると改善されなかった (e). 

 

図 7f	 Nr1d1の発現が抑制された神経細胞の形態 

Nr1d1の発現が抑制されていない Controlは通常の双極性細胞。

発現が抑制された神経細胞は多極性細胞様に突起が残存。 
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2d-2) Nr1d1発現抑制神経細胞の移動における経時的観察 

	 2d-1)において移動が障害された神経細胞を経時的に確認した。Nr1d1 の発現

を抑制された細胞は、初期には形態の変化は無いが経時的な変化で形態の異常

が観察されるようになった。神経細胞の移動の様式は、コントロールは放射状

に移動していくが、発現を抑制された神経細胞は側方性、逆行性、ランダムに

移動するなど様々な挙動を示し、結果的に移動速度も遅くなった。 
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図 8 Nr1d1発現抑制神経細胞の移動における経時的観察 

胎生 14.5 日に pCAG-EGFP で標識した pSUPER control vector or 

pSUPER-mNR1D1#1 を導入し胎生 16.5 日に共焦点顕微鏡で解析。(A)

中間帯や皮質板との境界付近の初期では、変異が入った細胞も通常の

細胞と類似で多極性、双極性の形態を示した。(B) (a)はコントロールで

放射状（法線方向）に移動した。(b),(c),(d)は Nr1d1 の発現を抑制した

神経細胞で(b)は側方性の動き、(c)は一旦逆方向への動き、(d)はランダ

ムな動きを示した。挙動の軌跡は赤色でトレースした。(C) 移動速度。

発現抑制された細胞の方が正常コントロールに比べて遅かった。Bar

は 20µmを示す。 

 

2d-3) Nr1d1発現抑制神経細胞における軸索の伸長障害 

	 Nr1d1 の軸索伸長に対する影響を調べるために、胎生 14.5 日に

pSUPER-mNr1d1#1 を用い Nr1d1 の発現を抑制した脳室帯の神経細胞において、

脳梁を通って対側への軸索の伸長を生後 2 日で観察した。発現抑制した軸索の

脳梁を通り対側半球への伸長の評価では、対側へ出た後の軸索の densityは低く、

伸長障害がみられコントロールと比べ短縮していた(図 9A(b), 14B)。Nr1d1-Rの

導入により、軸索の伸長障害は改善した(図 9A(c), 14B)。 
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図 9. Nr1d1欠失による軸索の伸長障害 

(A) 生後 2日での評価。下の Barは 500µmを示す。(a) control pSUPER 

vector (b) pSUPER-mNr1d1#1で発現を抑制。(c) pSUPER-mNR1D1#1 + 

pCAG-Myc-Nr1d1-Rを導入。(B) 胎生 2日での定量化。同側の軸索から

対側の軸索までの比を示す。pSUPER-mNr1d1#1では、約 0.8を示した 

(p<0.05)。pSUPER-mNR1D1#1 + pCAG-Myc-Nr1d1-Rを導入したもので

はほぼ 1に改善した(n=3)。(C) 胎生 10日での定量化。Bと同様に評価

するも、それぞれに有意な差はなかった(n=3)。 

 

2d-4) Nr1d1発現抑制神経細胞における樹状突起の形態評価 

	 Nr1d1 の樹状突起の形態に対する影響を調べるために、胎生 14.5 日に

mNr1d1#1を導入した結果、生後 7日では樹状突起の発育が阻害されていた (図

10Aa, Ab)。コントロールに比べて樹状突起の枝分かれの数が少なく、突起が短
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かった (図 10B, C)。しかし Nr1d1-R の導入で、それらの障害は改善された(図

10Ac, B, C)。これらより Nr1d1は樹状突起の発育と維持に関与しているため、こ

の機能が低下することで軸索伸長への影響も併せて神経細胞間の結びつきが障

害される。 

 

  図 10. Nr1d1における樹状突起の形態評価 

(A)胎生 14.5日で遺伝子導入し生後 7日で確認。線は 50µmを示す。(B) 

樹状突起の枝別れの数。 (C) 樹状突起の長さ。Control (n=12), 

pSUPER-mNR1D1#1 (n=22), pSUPER-mNR1D1#1 + pCAG-Myc-Nr1d1-R 

(n=20) 
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4. 考察 

	 本研究において、ASD の候補遺伝子を含む複数の CNV が検出された。14 例

(31.8%)の CNVに ASDの候補となる遺伝子が含まれており、ASDの遺伝学的背

景として CNV が重要な位置を占めることが確認された [Sebat, 2007; Marshall, 

2008]。また、これらの遺伝子はシナプス、クロマチンリモデリング、シグナル

伝達関連など、ASD の原因とされているものが多かった。シナプス関連遺伝子

の NRXN1や SHANK3は、遺伝子変異や欠失でも ASDの原因として報告されて

いる。よって今回 aCGH で欠失領域に含まれていた候補遺伝子群は遺伝子変異

でも ASD の病因となりうる可能性があるため、他の ASD 群での遺伝子変異の

確認をした。 

 

4.1 ASDと欠失領域に局在する GPR52, RABGAP1Lの解析 

	 ASD例の 1番染色体長腕 1q25.1(174188339-174727329)の GPR52、RABGAP1L

の一部を含む領域に de novoの欠失があった。それぞれの遺伝子の変異解析を行

い、RABGAP1Lのみに、p.G475Qを日本人 ASD患者 95例中 5例(5.3%)に検出し

たが、白人 ASD患者 121例には検出されなかった。しかし日本人コントロール 

118例中 5例(4.2%)にも検出したため日本人特有の多型の可能性がある。この領

域を DECIPHER GRCh37 v9.12 (https://decipher.sanger.ac.uk/index)で確認したとこ

ろ、この領域を含んだ欠失は 170kbから 28Mbの範囲で 22例の報告があった。

症状の内訳は何らかの奇形を伴った知的障害が 11例、奇形を伴わない知的障害

が 7 例、詳細不明が 4 例であった。本症例と同様の欠失領域は 9 例あり、知的

障害が 6 例、何らかの奇形を伴うのが 3 例であった。これらの報告の詳細な臨
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床症状は不明であるが発達の遅れとされているなかにASDが含まれている可能

性もあり、この領域の欠失と ASDとの関連は否定できない。さらに症例を増や

し解析する必要がある。 

	 GPR52 (G protein-coupled receptor 52) (OMIM*604106)は Gタンパク質共役受容

体(GPCR)として、ドパミン D1 受容体が多い内側前頭前皮質よりも、ドパミン

D2 受容体と共に線条体(尾状核、被殻)に多く発現している[Komatsu, 2014]。

RABGAP1L (RAB GTPase activating protein 1 like) (OMIM*609238)は、Rab特異的

GTPアーゼ活性蛋白の Tre2–Bub2–Cdc16 (TBC) ドメイン含有Rabファミリーに

属しており[Fukuda, 2011]、GTPアーゼの活性を制御している[Qu, 2016]。GPR52

は RABGAP1Lのイントロン内に位置し、シグナル伝達として相互に連動してい

る [Yao, 2015]。他の GPCR ファミリーにおいては、ASD 症例で GPR37 

[Fujita-Jimbo, 2012]、GPR139 [O'Roak, 2011]に変異が同定されている。また GPR85

を過剰発現させたマウスでは社会性の低下、記憶障害などの行動異常をきたし

[Matsumoto, 2008]、GPR85 変異を導入したマウスの神経細胞は樹状突起の形態

異常を起こすなど[Fujita-Jimbo, 2015]、GPCRファミリーは ASDと関連がある可

能性が高い。 

	 これまで GPR52 は人や動物での ASD に関した報告は無いが、統合失調症に

対する創薬の候補遺伝子の一つとされている[Komatsu, 2015]。GPR52 ノックア

ウトマウスは、open field testでは中心付近に長くとどまるなど不安を表す行動

を示し、そのノックアウトマウスに NMDA 受容体アンタゴニスト(MK-801) 

[Popoli, 1997]を投与後の Prepulse inhibition testで驚愕反応がより鋭敏になった。

これにより GPR52 がドパミン受容体のシグナル伝達だけでなく NMDA 受容体



	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 28 
 

のシグナル伝達にも関与していることが示された[Komatsu, 2014]。NMDA 受容

体の機能低下は統合失調症の病態の一因と考えられている[Lindsley, 2006]。統合

失調症と ASD は、他集団より両者の合併が多いこと、NRXN1、CNTNAP2 など

の感受性遺伝子、1q21.1、15q13.3、22q11.2などの関連のある遺伝子座が共通す

ること、早産、低出生体重、新生児仮死、妊娠糖尿病などの周産期異常の環境

要因、MRI 画像では辺縁系線条体視床回路の容量の減少、機能画像では内側前

頭皮質の血流の低下、PET を用いてのドパミン動態の異常、など共通の所見が

得られることから、共通の病態、分子基盤が推測されている[Penzes, 2011; 

Chisholm, 2015] 。 最 近 、 経 口 の GPR52 ア ゴ ニ ス ト

[ 3-[2-(3-Chloro-5-fluorobenzyl)-1-benzothiophen-7-yl] 

-N-(2-methoxyethyl)benzamide]がメタンフェタミンに誘導された統合失調症のモ

デルマウスの過活動状態を顕著に改善させると報告された[Setoh, 2014]。一方、

シナプス足場タンパクである Shank3抑制マウスモデルではドパミンが低下し社

会的嗜好を含む行動障害を示し[Bariselli, 2016]、シナプス関連の PTENとチロシ

ンヒドロキシラーゼの経路がドパミンシグナルに関与[He, 2015]、ASD例でドパ

ミントランスポーターである SLC6A3 に変異が同定[Hamilton, 2013; Bowton, 

2014]、ドパミン受容体遺伝子の DRD1, 2, 3からも新規変異や多型が同定される

など[de Krom, 2008; Hettinger, 2008, 2012]、ドパミンシグナル伝達と ASDの関連

が推測されている。これまで、ASD と神経伝達物質との関連性は、セロトニン

系の解析と報告が主体であった[Lam, 2006]。GPR52の機能不全が ASDの原因の

一つである可能性があれば、ドパミン作動薬の機序からも ASDに対しての創薬

の選択肢になる可能性がある。また、NMDA 受容体遺伝子の GRIN1, GRIN2A, 
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GRIN2B は ASD と関連の強い候補遺伝子とされており、多くの報告がある

[Bamby, 2005; O’Roak, 2011; Gandal, 2012]。これらからGPR52はドパミン受容体、

NMDA受容体のシグナル伝達に関与しており、ASDにおいても有力な候補遺伝

子と考えられる。現段階では ASD患者からの変異は同定されていないが、今後

さらに例数を増やして変異解析をしていく方針である。 

 

4.2. ASDとサーカディアン関連遺伝子の NR1D1について 

	 本研究において、遺伝学的な解析で ASD患者から polyphen2などの機能予測

による機能喪失変異が検出されたことと、NR1D1の発現抑制により、神経細胞

の移動障害と細胞形態の変化、軸索や樹状突起の伸長障害と形態の変化をもた

らしたことから、NR1D1は神経細胞の発達に関与し、ASD発症に影響を与える

遺伝子の一つであることが推定された。Nr1d1はマウス脳の発達段階で、Rho 

GTPase活性化タンパク質である Oligophrenin 1 (Ophn1)と相互に連動して、間接

的に樹状細胞や樹状突起の構造維持に関与している[Govek, 2004; Valnegri, 2011]。

Ophn1は IDの病因として同定されており[Zanni, 2005]、actin骨格形成制御等に

よりシナプス形成・可塑性に関与し、AMPA受容体を介したシグナル伝達にも

関与していることが示されている蛋白である[Ba, 2013]。またASD例でもOPHN1

に新規変異が同定されている[Piton, 2011]。よって Nr1d1の機能低下は Ophn1の

機能低下も誘導し、シナプス形成の低下を起こし、ASDや IDのような神経発達

障害の病因となっている可能性が考えられる。 

	 今回、ASD患者での変異解析において c.1499G>A (p.R500H)を検出した。この

変異は in silicoでもタンパク機能への強い影響が推測され、リガンド結合領域に
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あることからタンパクの立体構造を変化させ転写活性、遺伝子発現に影響を与

え、症状発現に寄与している可能性がある。一方、家系解析において、c.1499G>A 

(p.R500H)が同定された ASD患者(II-2)の弟(II-3)も ASD罹患者であるが、変異解

析の結果 c.1499G>Aも含めてNR1D1の全てのエクソンにおいても変異は検出さ

れなかった。随伴症状は、p.R500H を持つ患者(II-2)が強迫性障害、その弟(II-3)

が不安障害と異なるが、ASDの原因は多彩であることからも、弟(II-3)は他の原

因遺伝子による影響が考えられる。最近の報告で、ASD の兄弟をもつ両親を含

めた 85 家族のエクソーム解析では、69.4%が兄弟間で異なる変異を有し、変異

が一致しない兄弟は共通変異を持つ兄弟に比べて臨床症状の多様性が大きい傾

向であったことから、ASD には同一家系内でも、遺伝的異質性があることが報

告されている[Yuen, 2015]。 

	 胎児マウス脳において Nr1d1 発現を抑制した大脳の観察で、神経細胞の移動

障害が確認された。大脳皮質の発達において、興奮性錐体細胞の移動は脳室帯

で発生した後、中間帯の低い位置で多極性形態を示し、神経極性や、軸索形成

などに神経分化し、双極性(移動)神経細胞を経て、最終的に辺縁帯で移動を完了

する[Nishimura, 2010]。神経細胞の移動障害は、ASD例の剖検脳 [Wegiel, 2010]

や統合失調症のモデルマウス[Muraki, 2015]でも報告されている。変異導入した

Nr1d1-R500H では神経細胞移動障害を回復できなかったことから、この変異が

機能喪失か優性阻害などの機序で NR1D1 活性を抑制し、本症例の ASD 症状に

影響を与えていると考えられる。さらに、Nr1d1の発現抑制により軸索や樹状突

起の伸長障害も確認され、ASD の病因であるシナプス形成、神経ネットワーク

形成の異常をもたらし[Ziats, 2015]、ASDの病因となっている可能性が考えられ
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た。NR1D1はサーカディアンリズムでは CLOCKや ARNTLの転写調節をしてい

るが、それらの遺伝子以外にも、神経発生、シナプス形成に関与している遺伝

子の発現も調節している可能性がある。それらの関連する遺伝子の同定、さら

に NR1D1 をはじめとしたサーカディアン関連遺伝子の ASD とシナプスに関連

した作用と病態解明が必要である。 
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5. まとめ 

	 ASD44例に対して CGHを行い、14例(31.8%)から検出した CNVにおいてASD

の候補となる遺伝子に注目し、またサーカディアン関連遺伝子 NR1D1の変異解

析、各種機能解析をした。 

	 シグナル伝達遺伝子を含む領域の欠失に伴う ASD 例では、1q25.1 に de novo

で欠失があり、その領域には GPR52, RABGAP1Lが局在していた。変異解析では

変異は検出されていないが、GPR52はドパミン受容体、NMDA受容体のシグナ

ル伝達に関与しており、ASDに関連のある遺伝子と考えられる。 

	 ASD 患者に同定されたサーカディアン関連遺伝子の NR1D1 遺伝子の解析で

は、マウスの胎児脳で Nr1d1 の発現を抑制すると、神経細胞の移動障害、神経

細胞の形態変化、軸索や樹状突起の伸長障害、形態変化が確認された。これら

の結果から NR1D1 は神経細胞の発達に関与していることが示唆され、変異

p.R500Hの解析からも ASD発症に影響を与える遺伝子の一つであると考えられ

た。 

	 ASD の病因の一つであるシグナル伝達に関する遺伝子を抽出し、さらにサー

カディアン関連遺伝子群も新たな候補遺伝子となりうることを示した。今後も

シナプスやシグナル伝達関連に加えて、サーカディアン関連遺伝子も候補に

ASDの病態を解明していく。 
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