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Ａ．研究目的 

本申請研究は、申請者が研究代表を務めた

「超細密染色体分析から捉え直すヒト発

達障害研究（H22-神経・筋-一般-012）」の

成果を受けた発展研究である。H22-24年度

研究費では、高密度マイクロアレーを用い

た疾患ゲノム解析を基軸に、West症候群（

Am J Hum Genet, 2010）、Kabuki症候群（Nat 

Genet, 2010）、Microphthalmia with limb 

anomaly (MLA)症候群（Am J Hum Genet, 

2011）、Coffin-Siris症候群（Nat Genet, 2012

）、大田原症候群 (Ann Neurol, 2012) 

(Epilepsia, 2012)等で責任遺伝子を同定した

。このうち3疾患の遺伝子異常が染色体微

細構造異常に絡んでおり、染色体構造異常

解析の有用性は明白であった。これらの研

究過程で、年齢依存性てんかんの一群の解

析は格段に進歩した。最重症系である大田

原症候群では、我々が明らかにした責任遺

伝子ARX・STXBP1・KCNQ2・CASKと新

たにSCN2A（Neurology, 2013）・GNAO1（

Am J Hum Genet, 2013）・SLC35A2（Hum 
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次世代シーケンサー（NGS）による高出力解析研究により、遺伝子異常の多面性

（pleiotropy）が認識され始め、疾患群をより正確に診断する（診断率を向上させる）

ためには、より多くの責任/関連遺伝子・候補遺伝子を解析する必要性がある。この解

決策に大容量型 NGS を用いた全 exome 解析が選択肢となるが、やや高コスト（1 サン

プル当たり 2013 年度で 11 万円）である。我々は、数十個の遺伝子を集約する新技術と

卓上型 NGS を組み合わせ、効率的かつ安価（1サンプル当たり 3万 5千円）に遺伝子異

常を同定する技術（統合的遺伝子解析システム）を確立し、さらに点変異のみならずコ

ピー数異常の検出も可能とした。本技術を導入し効率的にヒト発達障害の遺伝子異常を

同定しその分子病理を明らかにし、かつ効率的な診断システムの確立を目指すことを目

的とした。平成 25 年度は、難治性てんかんパネル 2種、Coffin-Siris 症候群関連パネ

ル 1種を作成し、検出頻度やコストの検討を行い、全エクソーム解析との優劣について

検討を加えた。さらにパネルや全エクソームデータを用いた CNV 解析を行い、マイクロ

アレー解析との比較検討を行った。 



Mut, 2013）を加えておよそ57%で遺伝子異

常が明らかになった。また次世代シーケン

サー（NGS）による高出力解析研究により

、遺伝子異常の多面性（pleiotropy）が認識

され始め、疾患群をより正確に診断する（

診断率を向上させる）ためには、より多く

の責任/関連遺伝子・候補遺伝子を解析する

必要性がある。この解決策に大容量型NGS

を用いた全exome解析が選択肢となるが、

やや高コスト（1サンプル当たり2013年度

で11万円）である。我々は、数十個の遺伝

子を集約する新技術と卓上型NGSを組み

合わせ、効率的かつ安価（1サンプル当た

り3万5千円）に遺伝子異常を同定する技術

（統合的遺伝子解析システム）を確立し、

さらに点変異のみならずコピー数異常の

検出も可能とした。本技術を導入し効率的

にヒト発達障害の遺伝子異常を同定しそ

の分子病理を明らかにし、かつ効率的な診

断システムの確立を目指すことを目的と

する。 

 

Ｂ．研究方法 

 

Ｉ．症例集積 

小児神経臨床研究ネットワーク等を通じて

全国の小児神経科医から年齢依存性てんか

んとその類縁疾患を、臨床遺伝ネットワー

ク等を通じて集積した知的障害関連疾患を

集積する。 

 

II. 統合的遺伝子解析システム開発 

大田原症候群を含む年齢依存性てんかん群

では、ARX・STXBP1 を含むてんかん関連遺

伝子 35 個とさらに 15 個を加えた 50 個の 2

種のパネルを、Coffin-Siris 症候群で変異を

認めたSWI/SNF複合体の関連遺伝子22個を

含む候補遺伝子パネルをデザインし、ゲノ

ム DNA を分画、卓上型次世代シーケンス

（NGS）で解析を行う。 

 

III. インフォーマティクス解析 

NGS 解析で既に全エクソン解析において研

究室内で確立した解析フローを統合遺伝子

解析システムにも応用する。NGS データは、

研究室独自のインフォーマティクスフロー

により効率的な点変異の検出が可能で、か

つ CNV に関しては Alex NORD プログラム

を用いる。 

 

IV.バックアップシステム 

従来型の超細密マイクロアレーと全エクソ

ーム解析・全ゲノム解析による網羅的なゲ

ノム解析手法を遺伝子統合解析システムで

の陰性例に適宜用いて新規遺伝子異常とコ

ピー数異常を同定する。特に H25 年度は

XHMM プログラムによる全エクソームデー

タで CNV 検出システムの確立を進めた。 

 

V.効果的遺伝子診断システムの確立 

本研究の知見に基づく迅速、効果的かつ安

価な疾患遺伝子診断システムを考案する。 

本研究は、所属施設 IRB の承認を受け適切

な倫理的配慮と手続きを得て行われた。 

 

Ｃ．研究結果 

 

Ｉ．症例集積 

小児神経臨床研究ネットワーク（蔵王セミ

ナー等で交流）等を通じて全国の小児神経

科医から年齢依存性てんかんとその類縁

疾患を含めた計 720 例の世界的にも突出し



た症例が集積した。さらに臨床遺伝ネット

ワーク等により遺伝医学専門医や小児神

経科医の協力のもと知的障害関連疾患を

呈する症例が 1500 例集積した。今後も種々

のチャンネルを通して継続的にこれらの

疾患群の集積に努める。 

 

II. 統合的遺伝子解析システム開発 

平成 25 年度研究で大田原症候群を含む年

齢依存性てんかん群では、責任遺伝子

ARX・STXBP1・CASK・KCNQ2 と新規に同

定した遺伝子 SCN2A・GNAO1・SLC35A2、

他のてんかん関連疾患で同定されている

既知遺伝子を加えて 35 個および拡大版 50

個の遺伝子解析パネルを作成し、それぞれ

で遺伝子変異検出率を明らかにした

（28.3%と 18.9％）。さらに Coffin-Siris 症候

群で変異を見出した SWI/SNF 複合体遺伝

子 22 個の解析パネルも作成、同疾患での

変異検出率を明らかにした（25%）。陰性例

では、バックアップ解析として全エクソー

ム解析を追加することになるが、この時点

で、遺伝子パネル＋全エクソーム解析とパ

ネルを用いず全エクソーム解析のみを行

うこととの価格の比較検討を行った。この

結果遺伝子パネル/全エクソーム解析の価

格比（3.5 万円/11 万円＝31.8％）を超える

変異検出率をパネルで超えない限り、全エ

クソーム解析を第一選択とする方が安価

で迅速であるとの結論に至った。よって明

らかに検出率が 32%を大きく超えること

が期待できる疾患はパネルを作成するが

それ以外は全エクソーム解析を選択する

こととした。 

 

III. インフォーマティクス解析 

NGS 解析で既に全エクソン解析において

研究室内で確立した解析フローを統合遺

伝子解析システムにも応用する。Miseq デ

ータは、Novoalign/Picar/GATK/Annova を組

み合わせた研究室独自の Ecome により効

率的な解析が可能である。さらに NGS デ

ータから特に欠失を効率的に検出する

Alex NORD プログラムで非常に小さな

（100 bp 程度）欠失検出が可能である。全

エクソーム解析データを用いて XHMM 法

で CNV 解析もマイクロアレーで検出され

る 60％の CNV が検出可能となっている。

マイクロアレーで検出できない 10 Kb 以下

のCNV検出がXHMMでは検出されている

ためその正確性を検討中である。 

 

IV.バックアップシステム 

従来型の超細密マイクロアレーも CNV 異

常の検出から責任遺伝子の特定する手法

として依然重要で統合遺伝子解析システ

ムと並行して適宜行っている。 

 

V.効果的遺伝子診断システムの確立 

本研究の知見に基づいて効果的かつ安価

な疾患遺伝子診断システムの検討を続け

ている。特に遺伝子パネルを用いた安価な

システムの問題点として、遺伝子解析領域

が小さいため検体数を一定数集めて一気

に解析できる反面、検体数がそろうまで解

析がはじめられないという矛盾が生じる。

また IIで述べたように遺伝子パネルでの遺

伝子変異同定率が遺伝子パネル／全エク

ソーム解析のコスト比を超えることで、コ

スト的に生合成が取れてくるという事が

明らかになった。よってパネル解析を優先

して行う疾患についてはかなり限定した



適応で行う方が効率が良い。一方で全エク

ソーム解析で難治性てんかんに関しての

新しい遺伝子 SCN2A (Neurology, 2013), 

GNAO1 (Am J Hum Genet, 2013), SLC35A2 

(Hum Mut, 2013)の単離にも成功しこれを

遺伝子パネルに新たに組み込んで遺伝子

変異同定率の向上を目指した。 

 

Ｄ．考察 

 

遺伝子パネルと全エクソーム解析のパフォ

ーマンスとコストの検討及び上記 2 手法の

データを利用した CNV 解析システムをセッ

トアップし、マイクロアレーデータとの比

較を行った。遺伝子パネルはコストメリッ

トは明らかだが、検出率が低い場合全エク

ソーム解析に移行せざる負えないことも多

く、コスト・スピードの観点で全エクソー

ム解析を第一選択とするメリットも明らか

になった。次世代シーケンスデータを用い

た CNV 解析では、マイクロアレーデータの

60%程度は検出可能であること、マイクロア

レーの検出限界である 10 Kb 以下の欠失等

が検出される可能性があること等などが判

明し、その特徴を生かしたデータ利用が求

められる。 

 

Ｅ．結論 

H25 年度は、てんかん 35 遺伝子パネルと

拡大版 50 遺伝子パネルをそれぞれ難治性

てんかん症例 67 例と 37 例に対して施行し、

変異陽性例はそれぞれ 19 例（28.3％）及び

7 例（18.9％）であった。SWI/SNF 関連パ

ネル（22 遺伝子搭載）の Coffin-Siris 症候

群 8 例解析では 2 例（25%）で変異を検出

した。変異陰性例は全て全エクソーム解析

を用いて再解析を行うこととなったが、こ

の時点で、選択的遺伝子パネル（3.5 万円）

とバックアップ検査としての全エクソー

ム解析（11 万円）の組み合わせと、最初か

ら全エクソーム検査を行うことの 1 検体当

たりのコスト比較を行い、選択的パネルで

の変異陽性検出率が 3.5/11 の価格比を超え

ない限り（31.8％）、遺伝子選択パネルを行

う価格的メリットがないことが判明した。

てんかん、Coffin-Siris 症候群での変異検出

率は遺伝子選択パネルで 18-28％程度で、

全エクソーム解析を第一選択とする価格

的・時間的なメリットが明らかであった。

遺伝子選択パネルも全エクソーム解析で

もそのデータから CNV をある程度の感度

で（およそ 60%）で検出することが可能で

あった。全エクソーム解析を用いて大田原

症 候 群 の 新 規 遺 伝 子 と し て SCN2A

（Neurology, 2013）・GNAO1（Am J Hum 

Genet, 2013）・SLC35A2（Hum Mut, 2013）

を発表した。また幼少期には発達障害、青

年期に急速に神経変性が進行して寝たき

りになる SENDA の責任遺伝子 WDR45 を

明らかにした（Nat Genet, 2013）。以上のよ

うに初年度として、遺伝子選択パネルの有

用性の検討とシステム構築、網羅的解析を

用いた発達障害の責任遺伝子の解析が計

画通り順調に進んでいる。 

 

Ｆ．健康危険情報 

 

本研究遂行上、健康危機に関わる問題は生

じていない。 
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PCT/JP2013/71620・松本直通／三宅紀子・ミト
コンドリア複合体 III 欠乏症患者又は保因者
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研究全体の流れと進行状況 



厚生労働科学研究費補助金 
障害者対策総合研究事業(神経・筋疾患分野) 

 
「統合的遺伝子解析システムを用いたヒト発達障害研究」 

（主任研究者 横浜市立大学大学院環境分子医科学 松本直通） 
 

 稀少な遺伝子変異を認めたてんかんおよび発達障害症例 
 

研究分担者 大阪府立母子保健総合医療センター遺伝診療科岡本伸彦 
 

 研究要旨 

小児の発達障害では原因不明の症例が多数存在する。従来の染色体検査（G分染法）や特定の遺
伝子領域をサンガー法で解析する方法では診断に至ることが困難である。マイクロアレイ染色体検
査や次世代シーケンサーを用いた解析により、多くの疾患で病態解明につながった。今年度解析を
行った症例の中で、重要な知見を得られた症例について考察を行った。 

（１） 自閉症において稀少な変異を複数例で同定した。 

（２） GPIアンカー欠損症は、最近注目されている疾患群であるが、PIGN異常症を診断した。 

（３） てんかん症例においてイオンチャンネル異常症を診断した。 

（４） 小頭症において稀少な責任遺伝子を同定した。 

 今後も症例を蓄積し、新規疾患単の発見や治療法、療育方法の開発など発展的研究を進める方針
である。 

 
 

共同研究者 

川戸和美、山本悠斗、松田圭子、三島祐子 

（大阪府立母子保健総合医療センター遺伝診療

科） 

 

Ａ．研究目的 

 

小児の発達障害では原因不明の症例が多数存

在する。マイクロアレイ染色体検査や次世代シ

ーケンサー（NGS）を用いた解析により、多くの

疾患の病態解明がすすんでいる。原因不明の小

児神経疾患を分子遺伝学的に解析し、病態の解

明から治療方法の開発を行うことが目的である。 

 

Ｂ．研究方法 

大阪府立母子保健総合医療センター遺伝診療

科でフォロー中の症例で、てんかんや発達障害、

知的障害を有する症例。 

次世代シーケンサー解析は横浜市大遺伝学の

松本直通教授（本研究班主任研究者）のもとで

実施した。 

（倫理面への配慮） 

解析にあたり、保護者の代諾により書面で同意

を得た。実施前後に認定遺伝カウンセラーによ

るカウンセリングを実施した。 

 

Ｃ．研究結果   

疾患群毎にまとめた。 

（１） 自閉症 

症例１ ４歳男児 

満期産正出生体重で出生した。生後より哺乳障

害あり、チューブ栄養をうけた。重度精神運動



       

発達遅滞あり、現在も独歩不可で、有意語なし。

１歳で全身けいれんあり。てんかん治療開始と

なった。脳波で棘波頻発するが、頭部MRIでは明

らかな異常なし。 

 頭部を床に打ちつける、自分の頭をたたく、

機嫌不良で入眠が困難など、自閉症症状を認め

た。 

 遺伝子解析で、神経伝達物質の受容体の遺伝

子変異をde novoでみいだした。過去に疾病との

関連が報告されていない新規遺伝子変異であり、

継続的な臨床的検討と類似例の蓄積を計画して

いる。 

 

症例２ 

 自閉症の男児で、運動機能巧緻性の問題もあ

る。てんかんは認めず、全身状態は良好である。

転倒しやすく、頭部MRIや脳波検査など神経学的

評価では特記事項なし。 

 マイクロアレイ染色体検査で、発達障害と関

連することがすでに報告されている遺伝子領域

の微細欠失を認めた。 

 この欠失は家族性でみられたが、症状は家族

内で微妙に差があった。さらに臨床的検討を行

っている。 

 

（２）GPIアンカー欠損症 

「高アルカリフォスファターゼ血症と知的障

害やてんかんを認める小児神経疾患

（Hyperphosphatasia with mental 

retardation）」が近年注目されている。GPIア

ンカーを合成する過程の各種酵素異常による先

天性グリコシル化異常（Congenital disorders 

of Glycosylation）である。酵素ALPが細胞膜

に固定されないために血清での活性値が異常高

値となることが特徴である。ただし、ALPが高値

ではない群も存在する。MaydenらはMultiple 

congenital anomalies- hypotonia-seizures 

syndromeの家系でPIGN遺伝子異常を同定した。

この場合はALPは高値にならない。原因不明のて

んかん症例についてNGS解析でPIGN新規遺伝子

変異を認めた。 

症例は9歳女児と1歳男児の姉弟。姉は生後１

か月より眼球の垂直方向の眼振を認めた。乳児

期より重度の精神運動発達とてんかん発作を認

めた。現在も頸定なく、有意語もない。摂食機

能障害あり、胃瘻を必要とする。MRIで小脳萎縮

を認めた。弟も同様経過である。この姉弟は身

長と頭囲は大きめであった。 

末梢血からDNAを抽出し、SureSelect Human 

All Exon v4 Kit でキャプチャー後、101bpのペ

アエンドシークエンス（Illumina Hiseq2000）

を施行した。Novoalignでリードをマッピングさ

せ、Picardでduplicationの除去を行った。GATK

で変異のコール、ANNOVARで変異のアノテーショ

ンを施行した。dbSNP135においてアレル頻度が

1%以上の変異、日本人406名のノーマルコントロ

ールエクソームデータで3人以上がもつ変異は

除外し、候補変異の絞り込みを行った。候補変

異はサンガー法で確認した。 

 好中球表面のGPIアンカー型蛋白の発現につ

いて、大阪大学微生物病研究所の村上良子博士、

木下タロウ博士の研究協力を得た。 

PIGN遺伝子の複合型ヘテロ接合を認めた。両

親はそれぞれ保因者であった。FACS解析におい

て、複数のGPIアンカー型蛋白の発現低下を認め

た。下記に報告された。 

 

Ohba C, Okamoto N, Murakami Y, Suzuki Y, 



       

Tsurusaki Y, Nakashima M, Miyake N, Tanaka F, 

Kinoshita T, Matsumoto N, Saitsu H. 

PIGN mutations cause congenital anomalies, 

developmental delay, hypotonia, epilepsy, 

and progressive cerebellar atrophy. 

Neurogenetics. 2013 Nov 20. [Epub ahead of 

print] 

 

（３）イオンチャンネル異常症 

症例１ 中学生女児 

診断：乳児早期発症てんかん性脳症 

満期産正出生体重児。周産期に特記事項なし。 

生後５日より眼球偏移、全身強直発作あり。

脳波でsuppression-burst patternを認めた。現

在も頸定なく、痙性四肢麻痺を認める。有意語

なく、日常生活は全面介助を要する。重度成長

障害と、小頭を認めた。マイクロアレイ染色体

検査では異常なし。 

てんかん遺伝子などに標的を絞ったNGS解析

でKCNQ2変異を同定した。両親に変異はなく、de 

novoであった。 

 

症例２ ７歳男児 

診断：乳児早期発症てんかん性脳症 

満期産正出生体重児。生後５日より眼球偏移、

全身強直発作あり。脳波で棘波多発する。７歳

でも頸定なく、下肢に痙性を認める。有意語な

く、日常生活は全面介助を要する。体格は-2SD

程度であるが、頭囲は正常範囲である。マイク

ロアレイ染色体検査では異常なし。 

てんかん遺伝子などに標的を絞ったNGS解析

でKCNQ2変異を同定した。両親に変異はなく、de 

novoであった。 

 

症例３ ６歳女児 

診断：suppression-burstを伴う早期乳児てんか

ん性脳症（大田原症候群）。早産正出生体重児。

生後1日目から全身けいれんあり、脳波は

suppression-burstであった。その後も難治に経

過している。重度の精神遅滞であり寝たきり状

態である。頭部MRIで大脳萎縮を認めた。SPECT

で脳血流低下あり。 

てんかん遺伝子解析でSCN2A変異を同定した。

両親に変異はなく、de novoであった。 

 

症例４ 乳児女児 

在胎4１週2300ｇで出生。哺乳障害あり。前頭

縫合隆起、側頭部狭小、眼間開離、眼瞼裂狭小、

顔面正中部低形成、短鼻、平坦な人中、小下顎

を認めた。乳児期の体重増加は不良であった。 

G分染法では46,XXで異常はなかった。一般血

液検査に異常を認めず。 

頭部CTで前頭縫合早期癒合あり。生後3ヶ月で

てんかん発を発症した。てんかんは難治性に経

過した。 

顔貌異常より染色体異常考え、SNPマイクロア

レイを実施した（三菱化学メディエンス社）。2

番染色体長腕に微細欠失を同定した。欠失範囲

にはSCN1A遺伝子が含まれた。 
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（４）稀少な小頭症例 

症例１ ８歳女児   

出生時、両親は健康で家族歴に特記事項なし。

満期産正出生体重児。周産期に特記事項なし。

乳児期より発達遅滞を認めた。筋緊張低下が強

かった。座位保持は３歳で可能となった。現在

も未歩行2歳で有意語はない。 

手を振る、指をすう、歯ぎしりなど常同行動

あり。自分の頭部をたたく自傷行為を認めた。

睡眠障害で投薬治療を必要とした。 

８歳で体格は－２SD前後、頭囲 -2.5SDであ

った。胸部腹部異常なし。深い眼窩など特徴的

顔貌を認めた。 

G分染法、マイクロアレイ染色体検査やレット

症候群関連遺伝子解析などに異常を認めず、両

親とトリオでNGS解析を行ったところ、最近海外

で報告のあった新規てんかん関連遺伝子変異を

同定した。現在投稿準備中である。 

 

症例２ ５歳男児 

診断：知的障害、小頭症、てんかん 

満期産、子宮内発育遅延で出生。出生時の頭

囲は-4SDの高度先天性小頭症であった。特異顔

貌、頭部MRIで脳回形成異常を認めた。4歳で歩

行可能となるが、有意語は数個程度認めるのみ、

重度精神運動発達遅滞である。 

4歳で全身けいれんを認めた。てんかんの可能

性あり、経過観察中である。G分染法、マイクロ

アレイ染色体検査では異常なし。 

NGS解析で、稀少な小頭症関連遺伝子変異を同

定した。過去の報告例と臨床像も合致した。突

然変異であることが証明され、遺伝カウンセリ

ングでも有用な情報となった。 

 

Ｄ．考察 

（１）自閉症に関して 

自閉症は新規の原因遺伝子が続々報告されて

おり、今回の経験例でも新規原因遺伝子が疑わ

れた。今回同定された変異は神経伝達物質やシ

ナプスに関与するものであった。新規疾患単位

としての確立をめざして研究を継続する方針で

ある。 

 

（２）GPIアンカー欠損症に関して 

PIGN遺伝子変異によるGPIアンカー欠損症は

過去には１家系のみの報告であり、臨床像は明

らかでない面が大きい。高ALP血症は認めず、臨

床所見からの診断は困難である。今回、世界で2

家系目を診断し、論文として報告できた。 

GPIアンカー欠損症は原因不明の神経疾患の

中に多数潜在している可能性がある。スクリー

ニングはFACS解析が有用であるが、責任遺伝子

は多数存在するので遺伝子解析にはNGSが有用

と考えられた。 

 GPIアンカー欠損症では、てんかんの合併が多

い。治療において、ビタミンB6投与が有効な場

合がある。正確な診断は治療方法の選択におい

て非常に重要である。 

 

（３）イオンチャンネル異常症 

最近になって、KCNQ２遺伝子変異と乳児のてん

かん性脳症の関連が注目されている。Katoらは、

9例のKCNQ2異常例を報告した。発作は新生児期

から発症する強直発作のことが多く、脳波では

suppression-burst pattern を多くの例で認め

る。Hypsarrhythmiaの例もあった。臨床的には



       

大田原症候群からWest症候群に移行する傾向が

あった。発作は投薬で抑制されても、中度から

重度の精神運動発達遅滞を認めた。 

症例１と２も新生児期発症のてんかん性脳症

の形態をとり、重度の精神運動発達遅滞を残し

た。 

大田原症候群はsuppression-burstを伴う早

期乳児てんかん性脳症で、重篤な知的障害を伴

う難治てんかんである。電位依存性ナトリウム

チャネルαサブユニット2型をコードする遺伝

子SCN2Aの異常が証明される例が増加している。

今回のNGS解析で正確に診断できた。 

SCN1Aは電位依存性ナトリウムチャネルαサ

ブユニット1型蛋白をコードする遺伝子であり、

乳児重症ミオクロニーてんかん(SME)あるいは

Dravet症候群 [OMIM#607208]の責任遺伝子で

ある。本症は新規抗てんかん薬のスチリペント

ールの有用性が報告されており、てんかんの遺

伝子診断は治療方法の選択においても重要であ

る。 

 

（４）小頭症に関して 

 小児神経領域で、小頭症は頻度の高い疾患で

ある。精神運動発達遅滞、てんかんや発達障害

とも関連する。その原因遺伝子は非常に多岐に

わたる。 

 

 今回、特有の臨床像を持つ複数症例において、

稀少な責任遺伝子を同定できた。病態の理解は

疾患の受容過程に良好な効果をもたらし、療育

にも有用な情報を与えることが期待される。遺

伝子診断の結果は遺伝カウンセリングにおいて

も有意義であった。 

 新規疾患が考えられるものはさらに多角的に

病態を解析し、臨床像を明確にしていく方針で

ある。 
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分担研究課題：年齢依存性てんかん性脳症の遺伝型と臨床型の関連性の解明 
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研究要旨： 
 昨年度、年齢依存性てんかん性脳症である大田原症候群 12 症例の全エクソーム解析を行い、3症例で

KCNQ2 の新生変異をみいだした。KCNQ2 は良性家族性新生児痙攣の原因遺伝子として知られていたが、

早期発症の年齢依存性てんかん性脳症における KCNQ2変異の寄与は不明な点が多く、変異率と臨床像を

調査した。大田原症候群 51 例，早期ミオクロニー脳症 4 例、ウエスト症候群 104 例、その他の乳児期

発症てんかん性脳症 80 例の計 239 例に対して KCNQ2の変異解析を行い，病的変異を示した 12 例（大田

原症候群 10 例、分類不能の乳児期発症てんかん性脳症 2 例）の臨床型を解析した。全例で発作は新生

児期に発症し、発作型は強直発作が多かった。脳波は 11 例がサプレッション・バーストを示した。8例

はカルバマゼピンやフェニトイン、トピラメート、バルプロ酸 Na で発作が消失したが、3か月の死亡例

を除き全例精神遅滞を併発した。KCNQ2 変異は大田原症候群の約 20%を占める主要な原因であり、発作

予後は比較的良好だが、知能障害の改善が今後の課題である。 

 

Ａ．研究目的 
 年齢依存性てんかん性脳症は，発達期に応じた

特徴的なてんかん発作と脳波所見を呈し、認知機

能や運動障害などの発達障害を併発する。新生児

期に発症する大田原症候群と乳児期に発症する

ウエスト症候群はその代表的疾患であり、私たち

はこれまでに ARX, STXBP1, SPTAN1など複数の原

因遺伝子を明らかにしてきた。Weckhuyzen らは

新生児もしくは乳児期発症の原因不明てんかん

性脳症 80 例に対して、KCNQ2と KCNQ3の変異スク

リーニング解析を行い、8 例に KCNQ2 変異を同定

した(Weckhuysen et al. Ann Neurol 2013)。私

たちも昨年度大田原症候群 12 症例の全エクソー

ム解析を行い、3 症例で KCNQ2 の新生変異をみい

だした(Saitsu et al. Ann Neurol 2012)。KCNQ2
は良性家族性新生児痙攣の原因遺伝子として知

られていたが、早期発症の年齢依存性てんかん性

脳症における KCNQ2変異例については不明な点が

多い。 

 本研究では，KCNQ2 遺伝子変異による臨床型を

明らかにする事を目的とした。 

Ｂ．研究方法 
 保護者の承諾を得て，脳形成異常や代謝異常，

周産期障害による明らかな原因を除外された年

齢依存性てんかん性脳症の患者 239 例（大田原症

候群 51 例，早期ミオクロニー脳症 4 例、ウエス

ト症候群 104 例、分類不能の乳児期発症てんかん

性脳症 80 例）および変異陽性例については両親

の血液から DNA を抽出し，さらに臨床情報（発作

型・脳波・頭部 MRI・使用薬剤と効果・併発症な

ど）を収集した。 

 KCNQ2 遺 伝 子 の 全 コ ー ド 領 域 を high 

resolution melting (HRM)法を用いて変異スクリ

ーニングを行い，陽性例に対して直接塩基配列の

解析を行った。大田原症候群 51 例中 30 例につい

ては全エクソーム解析を行ない、KCNQ2 変異とと

もに KCNQ3変異の有無を確認した。なお，STXBP1
変異例と男性では ARX変異例を除外した。 

Ｃ．研究結果 
 12例において10種類の KCNQ2変異を同定した。

すべてミスセンス変異であった。11 例は新生変異

で、1 例は新生児期発症のてんかんを認める母が

モザイク変異を有していた。 

 変異症例は、大田原症候群 10 例、分類不能の

乳児期発症てんかん性脳症 2 例であった。9 例は

生後 3日以内に、発作や哺乳不良などの初期症状

を示し、全例 2週間以内にてんかん発作を発症し

た。時間単位もしくは日単位の強直発作が 11 例

に認められた。初回脳波は 10 例でサプレッショ

ン・バーストを示し、うち 4例は非対称性パター



 

ンを、さらに 4例は平坦部分が短かった。てんか

ん性スパズム発作は 4例に認められ、ヒプスアリ

スミアは 3例に認められた。もっとも使用されて

いた薬剤はフェノバルビタールで、8 例は単剤も

しくは多剤併用療法、ACTH 筋注療法で発作は抑制

されていた。最終記録脳波は、8 例で焦点性もし

くは多焦点性突発波を示し、広汎性の突発波は 2

例のみであった。1 例は生後 3 か月で亡くなって

いた。全例中等度から最重度の知的障害を示した。

2 例は介助なしに歩行が可能であったが、7 例は

常時臥床状態であった。頭部 MRI を入手した 9例

中 6 例に、淡蒼球の異常な高信号を認めた。3 例

で前頭葉の軽度萎縮と菲薄化した脳梁が経過後

期に認められた。 

Ｄ．考察 
 KCNQ2 変異を認めた年齢依存性てんかん性脳症

12 例中 10 例は大田原症候群の臨床像を呈し、

KCNQ2 変異が大田原症候群の主要な原因の一つで

あることが明らかにされた。その一方、KCNQ3 変

異は全エクソーム解析を行った大田原症候群 30

例には認められず、Weckhuysen らの既報告同様、

年齢依存性てんかん性脳症のなかの少なくとも

大田原症候群における KCNQ3変異の寄与率は低い

と考えられた。今回年齢依存性てんかん性脳症に

認められた KCNQ2変異は全てミスセンス変異であ

り、良性家族性新生児痙攣で認められるフレーム

シフト変異やナンセンス変異とは異なっていた。

良性家族性新生児痙攣では KCNQ2でコードされる

カリウムイオンチャネルのハプロ不全が疾患原

因と推測されているが、良性家族性新生児痙攣の

母と分類不能のてんかん性脳症の子に認められ

たp.Ser247Trp変異はドミナントネガティブ効果

が報告されており、年齢依存性てんかん性脳症に

おける KCNQ2変異の分子病態についてはさらに検

討が必要である。 

 KCNQ2 変異による年齢依存性てんかん性脳症と

良性家族性新生児痙攣の臨床像を比較すると、胎

生期と出産には異常を認めず、生後１週以内に強

直発作で発症する点は共通であった。また良性家

族性新生児痙攣でも報告があるように、発作が明

白になる以前に顔面紅潮もしくは蒼白、無呼吸、

哺乳不良などの自律神経症状と考えられる症状

が出現していた。初期の発作頻度は、両者で明ら

かな差を認めず、一部の良性家族性新生児痙攣で

は逆に年齢依存性てんかん性脳症よりも頻回の

場合がある。 

 既報告と合わせ KCNQ2変異による年齢依存性て

んかん性脳症 23 例中 18 例(78%)において、脳波

はサプレッション・バーストを示した。しかし非

対称性や短い平坦部分など非典型的なサプレッ

ション・バーストが多く、KCNQ2 変異の脳波特徴

と考えられた。脳形成異常や ARX変異、STXBP1変
異による大田原症候群と比較し、KCNQ2 変異によ

る年齢依存性てんかん性脳症の特徴として、初期

の発作消失率が高いこと、West 症候群への移行例

が少ないこと、カルバマゼピン、フェニトイン、

バルプロ酸、トピラマートの有効例が多いことが

挙げられる。有効だった 4剤はいずれも電位依存

性 Na チャネルブロック作用を有する。レチガビ

ンは KCNQ2でコードされるカリウムイオンチャネ

ル Kv7 を選択的に開放することが知られており、

KCNQ2変異例に対して、より有効な可能性がある。 

Ｅ．結論 
 KCNQ2 の新生変異は早期乳児に発症する年齢依

存性てんかん性脳症の原因となり、臨床像として

多くは大田原症候群を示す。抗てんかん薬に反応

し発作予後は比較的良いが、運動・認知の予後は

非常に不良であり、より効果的な治療法の開発が

必要である。 
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研究要旨： 

治療可能発達遅滞および自閉症の原因として、治療が可能なクレアチン欠損症に着目し HPLC を用い

た簡便なスクリーニング法を開発し、解析を行っている。クレアチン欠損症は L-arginine: glycine 

amidinotransferase 欠損症, guanidinoacetate methyltransferase 欠損症, creatine transporter 欠

損症よりなる。我々は、guanidinoacetate methyltransferase 欠損症の本邦初症例を見出し、治療によ

り著しい改善を認めた。 

 

Ａ．研究目的 

種々の発達障害疾患のなかでも、治療可能発達

遅滞および自閉症の原因として近年、先天的なク

レアチン(CR)代謝異常症(CCDS)が注目されてい

る。CR は、脳および筋肉において ATP の速やかな

産生に重要な役割を持ち、言語機能を中心とした、

知的機能での重要性が近年明らかになりつつあ

る。CR は、血液脳関門を通過しないために、脳に

おいて独自の合成、輸送経路を持っている。これ

らの異常により、脳性クレアチン欠損症；

Cerebral creatine deficiency syndromes, CCDS

と総称される疾患を呈する。今までに

(L-arginine: glycine amidinotransferase 

(AGAT)欠損症, guanidinoacetate 

methyltransferase (GAMT) 欠損症, creatine 

transporter (SLC6A8) がみいだされている。こ

れら 3疾患の共通の症状は精神遅滞、自閉症、て

んかんであり、欧米では精神遅滞の 2％前後を占

めるといわれるが、本邦では報告例がなく、その

頻度は不明であった。昨年までに私共は、これら

の疾患のスクリーニング方法として、HPLC を用い

た簡便な方法を開発し SLC6A8 欠損症の本邦初症

例を報告した。今年度は GAMT 欠損例（本邦初）

を診断したので報告する。 

 

Ｂ．症例 

30 歳台女性。周生期異常なし。定頚獲得するも

たが、以降の運動発達は遅れた。有意語は未獲得

で言語理解も乏しく、30 歳頃より長距離が歩けな

くなった。1歳半ばよりてんかん発作が出現し、

Lennox-Gastaut 症候群を呈した。兄が難治性てん

かんで死亡している。 

血清クレアチニン（<0.1 mg/dL）とクレアチン

（0 mg/dL）が著明低値であり、頭部 MRS でクレ

アチンピークが欠損しており、頭部 MRI で両側淡

蒼球の異常信号をみとめており、 CCDS が疑われ

た。 

Ｃ．研究結果 

前処理した尿 25 µlを用い、CR：クレアチン、 

GAA：グアニジノ酢酸、GN：クレアチニンを測定

した。尿中グアニジノ酢酸（GAA）が著しく上昇

しており（548.64 mmol/mol cr; 基準値 3-78）、

GAMT 欠損症を強く疑った。GAMT 遺伝子解析をお

こなったところ、c.391G>C p.Gly131Arg in exon3 

(p.Val110Glyfs*30 and .Ile111Profs*73) 

c.578 A>G p.Gln193Arg in exon6 の複合ヘテロ

変異（2つとも新規変異）を確認した。RT-PCR を

行ったところ c.391G>C では、スプライシングの

異常を来たしエクソン3がスプライスアウトされ 

図１．c.391G>C による 2つのスプライシング産物 



 

た２つの異常スプライシング産物ができている

ことが判明した。クレアチン・オルニチン補充療

法を開始し、てんかん発作は完全抑制され歩行機

能の改善もみられた。 

 

Ｄ．考察 

 血漿 GAA 値は、治療前の 28.43μmol/L（基準

値1.0-3.5）から、治療開始1、3、６ヶ月後は7.53、

6.14、5.45μmol/L と低下した。また髄液 GAA 値

は、治療前の 7.09μmol/L（基準値 0.02-0.50）

から、治療開始６ヶ月後は 3.01μmol/L と低下し

ており、臨床症状の改善と平行していた。 

Ｅ．結論 

 統合的遺伝子解析システムから見出される、

種々の発達障害関連分子の中には、治療可能な疾

患群が含まる。それらの早期発見システムの構築

も平行して進め、得られた成果を還元したい。 
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統合的遺伝子解析システムを用いたヒト発達障害研究 

分担研究課題：広汎性発達障害の遺伝子解析による病態解明研究 
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研究要旨 
 広汎性発達障害は、自閉性障害やアスペルガー障害などの自閉症スペクトラム障害を指し、環境
因子と遺伝因子による多因子疾患と考えられている。広汎性発達障害の一卵性双生児の一致率は60
～90％、遺伝率が90％とされており、統合失調症などの他の精神疾患と比較して、遺伝因子の関与
が非常に大きい。今までに、いくつかの遺伝子が広汎性発達障害の原因遺伝子として報告されてい
る。最近、広汎性発達障害において、De novo(新規)のCNV（copy number variation:コピー数変異
）やSNV(single nucleotide variant)が、その原因となっていることが報告されている。そこで、
本研究においては、孤発例の広汎性発達障害患者30例について、Deo novoのSNVの検討を行う。広汎
性発達障害患者30例について、エクソーム解析を行い、次に両親のゲノムサンプルも用いてde novo
の検証を行ったところ、de novoのSNVが見出された。今後、これらのde novoのSNVについて、サン
ガーシークエンスにより、確認を行う必要があるが、日本人広汎性発達障害患者においてde novo
のSNVの報告はなく、このSNVの病的意義については、今後の検討を必要とするが、広汎性発達障害
の病態の解明に役立つ知見であると考えられる。 

 

A．研究目的 

 広汎性発達障害は、自閉性障害やアスペルガー障害

などの自閉症スペクトラム障害を指し、環境因子と遺

伝因子による多因子疾患と考えられている。広汎性発

達障害の一卵性双生児の一致率は60～90％、遺伝率が

90％とされており、統合失調症などの他の精神疾患と

比較して、遺伝因子の関与が非常に大きい。 

広汎性発達障害の家系研究より、いくつかの候補遺

伝子が見出されている。neuroligin3/4(NLGN3/4)遺伝

子もその一つである。このうちNLGN3(Arg451Cys)遺伝

子の変異はNLGN3タンパク質のプロセッシングを障害

することが知られている。また、NLGN4遺伝子の

1186insT変異はアミノ酸が欠損した未熟なNLGN4遺伝

子を作る。Neuroliginは、興奮性シナプスであるグル

タミン酸や、抑制性のGABA系シナプスを編成する上で

必須の、後シナプスに存在する細胞接着分子とシナプ

ス前β-neurexin(NRXN)と結合し、軸索と連絡する際の

機能的前シナプス構造を形成する契機となる。

neurexin1(NRXN1)遺伝子の変異も広汎性発達障害患者

から発見された。さらに、新規のコピー数多型解析に

より広汎性発達障害患者のNRXN1-containing遺伝子の

領域に欠失が認められた。NRXN1とNLGNの結合体はシナ

プスを発達させる。また、NLGN3遺伝子の変異はNRXN

との結合を阻害する。NLGNは、同じく広汎性発達障害

と関連するSHANK3と結合する。SHANKタンパク質は、シ

ナプス形成と樹状突起の成熟に関与する。SHANK3遺伝

子を含む遺伝子部位の欠失・転座やSHANK3遺伝子の新

規の変異が広汎性発達障害で見出されている。 

家族研究ではMorrowらが広汎性発達障害と

sodium/hydrogen exchanger 9(NHE9)遺伝子の変異との

関連を報告している。NHE9遺伝子は、膜のイオン流入

を制御する分子の一つである。一方、広汎性発達障害

の一つであるRett症候群は、女性患者の80%において、

methyl-CpG-binding protein 2（MeCP2）遺伝子のde 

novo変異が認められる。MeCP2はメチル化CpGジヌク

レオチドと結合する翻訳抑制体であり、通常はヒスト

ンジアセチラーゼ1やクロマチンの抑制に関与するタ

ンパク質を誘導する。 

 今まではこのような家系研究がおこなわれてきたが、

近年、広汎性発達障害の孤発例において de novo の

SNV がその発症の原因となっていることが、示唆され

ている。海外の研究グループは、200 例の孤発例広汎

性発達障害とその両親のエクソーム解析を行い、その

結果、多数の de novo の SNV を見出した。その上、

少数ではあるがPOGZ などの遺伝子においては、複数

の家族において de novo の mutation が見出され、新



 

たな原因遺伝子として注目を浴びている。 

本年度は、孤発例の広汎性発達障害とその両親のサ

ンプルを用いてde novoのSNVの探索を行った。 

 

B．研究方法 

広汎性発達障害患者30例とその両親60例において、

主任研究者の松本研究室にてエクソームシークエンス

を行った。具体的には、SureSelect Human All Exon Kit 

Ver.4 (51 Mb) (Agillent 社) でエクソームキャプチ

ャーし、HiSeq2000 (Illumina社) 101 bp ペアエンド

リード解析を行った。得られたシーケンスデータは、

Novoalign、GATKプログラムを用いて解析し、Annovar

プログラムで機能情報(dbSNP、遺伝子名、SNP 

functions (missense、nonsense変異等)、ポジション、

アミノ酸置換等) を付与した。コールされてきた全バ

リアントは（スプライスサイト±2）、以下のように絞

り込んだ。①  Single Nucleotide Polymorphism 

database (dbSNP) に登録が無いもの、② Exome 

Sequencing Project (ESP、欧米のエキソームシーケン

ス デ ー タ ベ ー ス ) に 登 録 が 無 い も の

http://evs.gs.washington.edu/EVS/、③ 松本研究室

で既に蓄積されている In-house データベースに登録

が無いもの。そして、最後に、両親のデータを用いて、

de novo であることを検証した。本研究は、大阪大学

倫理審査委員会と横浜市立大学倫理審査委員会の承認

に基づいて行われた。 

 

（倫理面への配慮） 

 本研究は、精神疾患患者を対象とした遺伝子解析

研究である。試料提供者およびその血縁者の遺伝的

素因を研究するため、その取り扱いによっては、さ

まざまな倫理的、社会的問題を招く可能性がある。

したがって、文部科学省、厚生労働省、経済産業省

告示第１号の「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関す

る倫理指針」を遵守した研究計画書を作成し、研究

施設での倫理委員会において承認を受けた上で研

究を行った。試料提供者への説明とインフォーム

ド・コンセント、個人情報の厳重な管理（匿名化）

などを徹底させた。また、遺伝子解析研究においては、

大阪大学倫理審査委員会において承認を受けている。 

本研究の説明を行う過程や試料等提供の過程で、強

制的な態度や同意の強要をしないことはいうまでもな

い。試料提供の依頼を拒否したからといって、診療行

為等に不合理または不公平なことが行われることは全

くない。また、同意はいつでも文書によって撤回する

ことができ、その場合、試料等は廃棄される。治療中

の患者様に関しては、試料提供を依頼することが主治

医によって不適切であると判断された場合は、試料提

供の依頼は行わない。措置入院している患者様は対象

から除外する。 

 

C．研究結果 

広汎性発達障害30例中、25例において、de novoの

SNV が見出された。25例におけるde novo の SNV の合

計は、55 であり、一例あたりの平均値は、2.2 であっ

た。55個の SNV のうち、segmental duplication にあ

る SNV が３つあり、これらの信頼性は低いと考えられ

た。この３つを除いた 52 個の SNV のうち、9 個が

synomymousであり、機能的な変異である可能性が低い

と考えられたが、残りの43個については、ナンセンス

変異を３つ含んでおり、機能的な変異であることが期

待された。 

 

D．考察 

広汎性発達障害患者のDe novo のSNVの検索を行い、

30例中、25例においてSNVが認められ、一例あたりの

数は 2.2 個であった。日本人における広汎性発達障害

のde novo の SNV についての検討は未だなされておら

ず、評価できる結果である。但し、これらの SNV はサ

ンガーシークエンス等によって、確認を行わなければ、

真の SNV とは言えず、今後、確認作業を行うことが必

須である。さらに、今回見出された SNV 候補の中で、

重複したものは認められなかった。単独の家族におい

て認められる場合には、疾患との関連におけるエビデ

ンスが弱く、注意すべき点であると考えられる。その

一方で、今回見出された遺伝子のうち、一つが海外の

研究において見出された遺伝子と一致するものであっ

た。複数の de novo 変異が見つかることは、偶然とは

考えにくく、広汎性発達障害の遺伝子と考えられる。

今後、さらなる検討により広汎性発達障害の病態解明

につながることが期待される。 

 

E．結論 

 我々は、ヒト発達障害研究に不可欠な発達障害患

者を精神医療現場で診療しつつ、研究への同意を取得

し、研究参加していただくシステムの構築に成功して

いる。そして、孤発性の広汎性発達障害において、de 

novoのSNVの検討を行った。これらの結果は、新たな



 

診断・治療法のシーズと考えられる。このように本研

究は、医療行政上、大変有意義であり、国民の保健・

精神医療において多大なる貢献ができると考えられる。 
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