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研究成果の概要（和文）：　自閉症は遺伝子異常によるシナプス形成異常などの先天的な疾患である。一方，小胞体ス
トレスと自閉症との関連性はほとんど報告されていない。そこで，本研究では，小胞体ストレスが神経分化・成熟異常
に及ぼす影響を解析した。
　自閉症モデルマウス脳内において，小胞体ストレス負荷状態であることおよび神経分化が亢進状態にあることを見出
した。さらに，培養条件下においても，小胞体ストレス負荷により神経分化が亢進するとともに神経突起の伸長が抑制
された。これらの現象はユビキチンリガーゼHRD1を発現抑制することで正常化された。
　つまり，自閉症発症に小胞体ストレス負荷を介したHRD1の増加が関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 congenital type of the central nervous system 
such as abnormal synaptogenesis. Relevance to endoplasmic reticulum (ER) stress and ASD is not reported. 
In this study, I have investigated the effects of ER stress on neuronal differentiation and maturation.
In the brain of ASD model mice, I found the condition of high ER stress and the enhancement of neuronal 
differentiation. In the culture cells, ER stress led to the enhancement of neuronal differentiation and 
the inhibition of neurite outgrowth. These events were normalized by the inhibition of ubiquitin ligase 
HRD1 expression.
The pathogenesis of ASD may be associated with increased HRD1 via high ER stress in the neuronal 
developmental process.

研究分野：神経薬理学
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１．研究開始当初の背景 
 現在，自閉症は遺伝子異常，染色体異常，
体内環境異常，周産期異常などの先天的な疾
患であると知られている。遺伝子異常の観点
からは，シナプス形成因子が関与し，染色体
異常の観点からは，染色体 15q11-q13の部分
重複が関与すると報告されている。遺伝子異
常の一つとして，シナプス形成やシグナル伝
達に関与する接着分子である neurexin や
neuroligin が報告された（①，②）。この
neurexinは分解されることにより凝集・蓄積
することで記憶障害などを起こす（③）。 
 一方で，妊娠期間中のストレスが胎児期の
脳組織に悪影響を及ぼし，自閉症様の症状が
発現することが報告された（④）。このよう
に，妊娠期間中のアルコールやたばこなどの
環境要因による各種ストレスと自閉症との
関連性が近年増加している。このアルコール
などの環境要因によって小胞体ストレスが
増加するという報告がある（⑤，⑥）。しか
しながら，自閉症に関する多く報告がなされ
ているにも関わらず，自閉症発症に関する環
境要因との詳細なメカニズムや予防・治療法
は未だ明確にされていない。さらに，自閉症
の発症メカニズムに関して行動学的にも分
子生物学的にも小胞体ストレスとの関連性
は明確にされていない。 
２．研究の目的 
 妊娠期におけるアルコールなどの環境要
因により自閉症が発症すること，および環境
要因により小胞体ストレスが増加すること
がすでに報告されている。しかしながら，小
胞体ストレスと自閉症に関する報告はほと
んどない。小胞体ストレスは神経変性疾患に
深く関与することがすでに知られており，胎
生および妊娠期における小胞体ストレスが
胎児脳に悪影響を及ぼすことは様々な知見
から明白である。そこで本研究では，自閉症
発症の原因として注目されているシナプス
形成を含む神経分化・神経成熟に対する小胞
体ストレスの影響を解析し，自閉症発症メカ
ニズムを解明した。 
３．研究の方法 
 500 mg/kg バルプロ酸（VPA）を妊娠 9.5 日
目の妊娠マウスに腹腔内投与し，産まれた仔
マウスを自閉症モデルマウスとして本研究
に使用した。この自閉症モデルマウスを用い
て，小胞体ストレスの発生およびモデルマウ
ス脳内における神経分化および神経成熟に
関する各種因子の変動が小胞体ストレスに
起因するかどうかを解析した。 
 マウス胚性腫瘍 P19 細胞を用いて，神経細
胞への分化過程で小胞体ストレスが神経分
化・神経成熟に与える影響について，免疫細
胞学的手法などを用いて解析した。P19 細胞
は，0.5 mM レチノイン酸存在下で浮遊培養す
ることにより，神経系の細胞へ分化誘導を行
った。その後，接着培養により，神経細胞お
よびグリア細胞への分化誘導を行った。 
４．研究成果 

 VPA 誘発性自閉症モデルマウスは，10 週目
において，自発行動量の増加，探索行動の低
下および攻撃性行動の増加などの異常行動
が認められた。そこで，このモデルマウスの
生後 1日目に大脳皮質を摘出し，小胞体スト
レスマーカーであるGRP94の発現を解析した
ところ，著明な増加がみられた。つまり，自
閉症モデル動物脳内において，小胞体ストレ
ス状態にあることが示唆された。 
 続いて，自閉症モデル動物脳内での小胞体
ストレス負荷による神経分化への影響を解
析するために，生後 1日目の神経分化に関与
するプロニューラル遺伝子群の発現を解析
した。その結果，幹細胞性を維持する Hes1
および Pax6 の mRNA レベルが低下し，神経分
化を促進する Math1 の mRNA レベルが増加し
ていた。従って，自閉症モデルマウス脳内で
は小胞体ストレスの増加に伴い，神経分化が
制御されている可能性が示唆された。 

 小胞体ストレス負荷により神経分化にど
のような影響を与えるかを検討した。P19 細
胞を用いて，小胞体ストレス誘導薬の 10 
ng/mL ツニカマイシン（Tm）による小胞体ス
トレス負荷を行った。Tm 添加の予備実験とし
て，P19 細胞の増殖および生存に影響がない
こと，且つ小胞体ストレスが負荷されている
ことを確認している。この条件下において，
プロニューラル遺伝子の発現を解析したと
ころ，上記 in vivo 解析と同様に，Hes1 およ
びPax6のmRNAレベルが低下し，Math1のmRNA
レベルが増加していた。さらに，神経幹細胞
マーカータンパク質の nestin の発現レベル
は低下し，神経細胞マーカータンパク質のβ
−Ⅲ tubulin の発現レベルは増加していた
（Fig. 1, ⑧）。つまり，小胞体ストレスに
より，神経分化が亢進することが示された。
一方，樹状突起マーカータンパク質の MAP-2
の発現レベルおよび樹状突起の長さは顕著
に抑制されていた。さらに，この樹状突起の
抑制は，胎生 14.5 日目の大脳皮質由来初代
培養神経細胞においても，Tm 添加により確認
された。また，VPA 投与後の胎生 14.5 日目の
大脳皮質由来初代培養神経細胞においても，
樹状突起の抑制が認められた。以上の結果よ
り，自閉症における小胞体ストレスが，神経
分化・成熟に異常を来している可能性が示唆

Fig. 1 



された。 
 続いて，ヒト自閉症患者死後脳において小
胞体関連分解に関与しているユビキチンリ
ガーゼ HRD1 が増加していることが報告され
た（⑦）。そこで，本研究における HRD1 の関
与について解析を行った。その結果，P19 細
胞に Tmを添加することで HRD1 の著明な増加
が確認できた。そこで，この増加した HRD1
を RNAi により発現抑制することで神経分
化・成熟へ及ぼす影響について解析した。そ
の結果，Tm により発現レベルが低下した神経
幹細胞マーカータンパク質 nestin は，HRD1
発現抑制により対照群と同レベルを示した
（Fig. 2, ⑧）。さらに，発現レベルが増加
した神経細胞マーカータンパク質β−Ⅲ 
tubulin も，HRD1 発現抑制により対照群と同
レベルを示した（Fig. 2, ⑧）。また，Tm に
より発現レベルが低下した樹状突起マーカ
ータンパク質 MAP-2 も，HRD1 発現抑制により
対照群と同レベルを示した（Fig. 2, ⑧）。
従って，小胞体ストレスによる神経分化・成
熟の異常は，ユビキチンリガーゼ HRD1 の発
現増加を介していることが示唆された。つま
り， HRD1 の詳細な解析を行うことで，自閉
症発症メカニズムの解明，さらには自閉症の
予防法や治療法の確立の一助を担えると考
えている。 
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