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研究成果の概要（和文）：バルプロ酸 (VPA) は胎生期での暴露により自閉症スペクトラム障害 (ASD) の発症さ
せるリスクファクターとして知られる。妊娠マウスやラットにVPAを投与すると、その仔においてコミュニケー
ション障害などの表現型が見られ、ASDモデルとして研究材料に用いられているが、VPA暴露が胎児の脳発達にど
う影響するのか、その具体的な分子メカニズムについては未だ混沌としている。申請者らは最近、初代培養神経
細胞に一過性にVPA処理を行い、その薬理効果を直接評価するアッセイ系を確立した。重要なことに、このモデ
ルは抑制性神経細胞の活動低下など、他の自閉症モデル動物と共通した生理学的所見を示すことが分かった。

研究成果の概要（英文）：Autism spectrum disorders (ASDs) are a neurodevelopmental disorders 
characterized by impairments in social interactions and stereotyped behaviors. Valproic acid (VPA) 
is frequently used to treat epilepsy and bipolar disorders, but increases the risk of the unborn 
child to develop an ASD during pregnancy. Therefore, VPA-exposed rodent models may allow for 
identification of synaptic pathophysiology underlying ASD risk. Here, we systematically probed 
alterations in synaptic proteins that might contribute to autism-related behavior in the offspring 
of in utero VPA-exposed mice. Moreover, we tested whether direct VPA exposure of cultured  neurons 
may recapitulate the molecular alterations seen in vivo. VPA-exposed neurons in culture exhibit a 
significant decrease in the number of GABAergic synapses. This shift in excitatory/inhibitory 
balance results in increased spontaneous activity. Therefore, our study highlights a mechanism 
underlying the synaptic pathophysiology in this ASD model. 

研究分野：神経薬理学
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１．研究開始当初の背景 
 転写調節から RNA プロセシング、翻訳制
御までに至る RNA レベルでの発現制御
（RNA情報発現系）は生命情報発現の重要な
仕組みである。脳・神経疾患において、その
制御因子である RNA 結合タンパク質群の機
能異常が報告されており、自閉症スペクトラ
ム障害（ASD）の一部では神経情報伝達に重
要なタンパク質をコードする RNA の異常ス
プライシングが観察される。例えば、自閉症
原因遺伝子の一つである CAPS2 では、コー
ドする遺伝子 (cadps2) のスプライシング異
常により自閉症様の行動異常が引き起こさ
れることが報告されている（Sadakata et al., 
2006 & 2013）。これは一部の自閉症でスプラ
イシング異常による単一エキソンの挿入の
有無が大きく病気の発症に関与しており、重
篤な精神症状を引き起こす例の一つである。
これまで申請者は神経系においてシナプス
分化や可塑性を制御する RNA 情報発現系に
ついて重要な成果を挙げてきた (Iijima et al., 
PNAS, 2005; J. Neurosci., 2009; Cell, 2011; 
J. Cell Biol., 2014)。本研究課題では申請者の
バックグランドを十二分に活かし、自閉症
(ASD)を対象に、RNA情報発現系の制御異常
と精神発達疾患の発症や病態との因果関係
を明らかにすることを目標としてきた。 
 
２．研究の目的 
近年RNAスプライシングやRNA編集などの
RNA 情報発現系による生命情報の多様化の
破綻が脳・神経系における複数の疾患の発症
や病態に関連していることが明らかになり
つつあり、キーファクターである RNA 結合
タンパク質の機能異常との関係が示唆され
始めた。そこで本研究課題では、 
(1) 最近自閉症の候補因子として報告された
スプライシング制御因子である RNA 結
合タンパク質 SLM1に注目し、自閉症と
RNA スプライシングの異常の関連性を
明らかにすること 

(2) 自閉症のリスクファクターである化合物
を用いて作製した in vitro 自閉症モデル
を確立し、これを用いて多角的アプロー
チにより、自閉症に関わる新たな分子メ
カニズムを解明すること 

(3) RNA スプライシングレベルでの特異的
変化を網羅的に解析し atypical な遺伝子
産物などを同定することで、自閉症の分
子病態の解明や治療に向けた分子的基盤
を確立することを目指した。 

 
３．研究の方法 
自閉症と RNA 制御との関係を探るアプロー
チとして、最近自閉症の候補因子として挙げ
られているスプライシング制御因子SLM1と
そのファミリーに注目し、エキソンアレイに
よる SLM1の標的 RNA分子の同定、及びそ
のノックアウトマウスを組織学的・生理学的
に解析を行うことで疾患の発症や病態との

関連について調べ、新規自閉症モデルとして
の可能性を検討した。 
 また、自閉症モデルにおける従来のトラン
スクリプトーム解析のほとんどは遺伝子の
単純な発現変化レベルであり、単一エキソン
レベルの細部の発現変化に注目しているも
のはない。上記の SLM1欠損による RNA制
御異常で産生される atypicalな遺伝子産物を
同定に加え、ヒト自閉症の分子病態との関連
について検討するため、申請者が薬理学的に
作成できる in vitro自閉症モデルを確立し、こ
のモデルでの分子多様性レベルでの変化を、
次世代シークエンス解析とエキソンアレイ
によって定性的・定量的に調べた。 
（方法 1）  自閉症の候補因子として挙げら
れる RNA結合性分子群の機能解析 
 最近自閉症の候補因子としてスプライシ
ング因子 SLM1をコードする KHDRBS 2遺
伝子が報告された (Salyakina et al., 2012)。
申請者は近年SLM1の神経系における詳細な
発現やスプライシング制御機構を解析し、さ
らにこのノックアウトマウスを作成してき
た (Iijima et al., JCB, 2014)。このマウスを用
いてexon arrayや次世代シークエンスによっ
て SLM1の標的 RNAの網羅的同定を行うと
同時に、形態レベルでの表現型スクリーニン
グを行った。興味深い所見として、SLM1 は
精神発達疾患と特に関連のある抑制性介在
ニューロンの一部のサブタイプに発現して
いること (Iijima et al., JCB, 2014)、また一部
の自閉症患者や自閉症モデルには小脳での
形態異常が見られ、小脳機能との関連が示唆
されているが (Courchesne et al., N. Engl. J. 
Med.,1988)、研究開始当時、SLM1のファミ
リーである SAM68 (KHDRBS1)と SLM1 
(KHDRBS2)のダブルノックアウトマウスに
おいて小脳プルキンエ細胞の形態異常を発
見しており、本申請課題ではエキソンアレイ
と RNA-seq を用いてこの表現型を引き起こ
す原因について究明を行った。 
(方法 2)  in vitro自閉症モデルの確立および
その表現型解析 
 まず、申請者らは自閉症リスクファクター
であるバルプロ酸 (VPA) を培養大脳皮質細
胞に一定期間低濃度で処理することにより in 
vitro 系の自閉症モデルとなり得るかを生化
学的、形態学的、生理学アプローチにより多
角的に検討した。さらに、高等動物における
RNA レベルでの遺伝子情報の多様性の量
的・質的変化が精神活動の恒常性に与える影
響をさらに詳しく検討するため、この VPA
モデルを用いて単一エキソンレベルでの
mRNA 発現プロファイルやスプライシング
の変化をエキソンアレイや次世代シークエ
ンスによって解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)  自閉症の候補因子として挙げられる
RNA結合性分子群の機能解析 
SLM1 ノックアウトマウスにおけるスプライ



シングレベルでの遺伝子発現変動を調べた
結果、遺伝子発現強度には野生型と大きな差
がみられないものの、エキソンレベルでは
300個以上（FC>2.0, p<0.05）の変化がみら
れた。このなかで、小脳プルキンエ細胞での
軸索部の形態異常を引き起こす原因となる
候補として Ankyrin-Gのスプライシング異常
を同定した。興味深い事に、Ankyrin-G の遺
伝子変異は自閉症、うつ病、統合失調症の原
因として知られており、現在このスプライシ
ング異常が軸索部の形態形成や機能にどの
ように関わっているのかを分子レベルで解
析している。 
(2)  in vitro モデルを用いた自閉症スペクト
ラム障害の分子病態の解明 
○1  in vitro系自閉症モデルの確立 
VPA 暴露が幼若神経細胞に与える影響を大
脳皮質培養神経細胞において生化学的、形態
学的且つ生理学的に調べたところ、これまで
報告されているいくつかの自閉症モデル動
物と同様に、興奮性と抑制性入力のバランス
が崩れており、これは抑制性 GABAニューロ
ンのシナプス成熟が遅れていることに起因
していることがわかった（Iijima et al., Sci. 
Rep., 2016）（図表１）。さらに、網羅的トラ
ンスクリプトーム解析により VPA 暴露で変
動する分子をプロファイリングしたところ、
上記に一致して抑制性神経細胞由来の遺伝
子産物が複数減少傾向にあることがわかっ
た。興味深いことに、特に caudal 側基底核 
(CGE) より誕生する抑制性神経細胞由来の
ものがより多く、さらに成熟した VPA自閉症
マウスモデルにおいて調べたところ、この
CGE 由来の抑制性ニューロンサブタイプの
細胞数が大脳皮質バレル領域では 40%程度
にまで減少していることを発見した。この抑
制性ニューロンサブタイプの異常はごく最
近から精神疾患や発達障害との関連が強く
話題となっていることから、今後は外部共同

研究などにより自閉症の病態について検討
を行って行く予定である。 
○2  in vitro 自閉症モデルにおける新規分泌
性因子 Ndnf/C4orf31の同定 
上記の in vitro 自閉症モデルでの網羅的トラ
ンスクリプトーム解析で大きな発現変動を
示す分子として Ndnf（ Neuron-derived 
neurotrophic factor）と呼ばれる分泌性因子を
同定した。この分子の発現は大変興味深く、
大脳皮質の層形成に重要な Cajal-retzius 
(CR) 細胞に選択的に発現しており、CR細胞
から分泌され大脳皮質の層形成をコントロ
ールする Reelin とほぼ同時期に強く共発現
を示すことがわかった（図表２）。しかしな
がら、その機能は未解明であり、詳細な機能
と自閉症との関係を探るため、昨年度より抗
体作成と Crisper/CAS9 でのゲノム編集によ
るノックアウトマウス作成を行い、現在これ
らを用いて解析を行っている。 
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