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研究成果の概要（和文）：脂肪酸輸送における母体血から胎児の脳までの血液関門には、FATP3, 4が重要と考え
られている。両遺伝子ともヒトiPS細胞から分化させた神経幹細胞塊およびさらに分化させた神経細胞で発現し
ていた。また両遺伝子とも、胎児脳における毛細血管内皮のモデルにおいて発現していた。FATP3遺伝子のリシ
ークエンス解析では47個の変異、FATP4遺伝子においては30個の変異を検出した。これらの変異のうち、p.
Gly209Serは遺伝解析においても自閉症と関連が見られた。機能解析では、FATP4のp.Gly209Ser多型は脂肪酸の
取り込み能に影響を与えていた。

研究成果の概要（英文）：The FATP gene family encodes fatty acid transport proteins. We investigated 
functional abnormalities of FATP genes in terms of the pathogenesis of autism spectrum disorders 
(ASD). We confirmed the expression of FATP3 and FATP4 in human neural stem cells derived from iPS 
cells, which suggested their involvement in the developmental stage of the central nervous system. 
Additionally, we resequenced the FATP3 and FATP4 genes using 267 ASD patient and 1140 control 
samples and detected 47 and 30 variants for the FATP3 and FATP4, respectively, revealing that they 
are highly polymorphic with multiple rare variants. The FATP4 Ser209 allele was more frequently 
represented in ASD samples. We showed that a FATP4 Ser209 mutant resulted in significantly higher 
fluorescently-labeled fatty acid uptake into bEnd3 cells, a mouse brain capillary-derived 
endothelial cell line, compared with FATP4 Gly209, suggesting that the functional change may 
contribute to ASD pathophysiology.

研究分野： 精神医学、精神科遺伝学、分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 自閉症スペクトラム障害は、脳の発達障害
が関係する疾患と考えられており、遺伝的要
因が発症リスクに大きく影響することが示
されている。ただ通常の遺伝解析は、case と
control 間でゲノム多型頻度を比較すること
が多く、親の性別とカップルさせた解析は少
ない。また、脳の発達障害の具体的なメカニ
ズ ム に つ い て は 、 我 々 の 取 り 組 み
(Shimamoto et al., Hum Mol Genet 2014)も
含めて脂肪酸/脂質代謝との関連が想定され
ているが、詳細は不明である。胎児の脳発達
には脂肪酸の供給が必要であると考えられ
ているが、胎児期の脳への脂肪酸輸送には、

臍帯血管内皮細胞、脳血
管内皮細胞がバリアー
になる(図 1)ため、これ
らの場所に発現して脂
肪酸を能動輸送してい
る FATP (Fatty Acid 
Transporter)と呼ばれ
る脂肪酸トランスポー
ターが、自閉症の病態に
関与している可能性を
考えた。 

図 1：２つの関門 
 
２．研究の目的 
 FATP には 6 つのファミリーメンバーが存
在するが、それらの中で、胎盤—臍帯血液関
門、脳血液関門に発現している FATP 分子を
同定し、それら遺伝子について、母—子間の
対立遺伝子伝達を中心に解析を試みること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) FATPファミリー遺伝子のうち、臍帯血管
内皮細胞および脳の血管内皮細胞の２つの
組織由来の細胞で発現しているものを in 
vivo, in vitro 実験で確かめる：In vivo: 
FATP ファミリー遺伝子には 1から 6までの 6
種類あるが、それらのタンパク産物の発現と
局在(血管内皮細胞に発現しているかどう
か)を野生型マウスの組織(脳および胎盤)を
用いて免疫染色で確かめる。抗体は、Abcam, 
R&D Systems, Atlas antibodies,Santa Cruz 
Biotechnology, ATLAS Antibodies などから
入手する。In vitro: 臍帯血管内皮細胞とし
て は 、 HUVEC (Human Umbilical Vein 
Endothelial Cells)を用いる。脳の血管内皮
細胞検体としては、脳微小血管内皮細胞
(bEnd3 cell)を用いる。これらの細胞からRNA
を抽出し、定量的 RT-PCR (TaqMan 法)により
FATP/Fatp ファミリー遺伝子の発現解析を行
う。 
(2) 発現が確かめられた遺伝子につき、リシ
ークエンス解析をして変異を探索する：タン
パクの読み枠を含むエクソンおよび近傍の
イントロン部分をサンガー法でシークエン
ス解析をする。 

(3) 検出された変異については、日本人自閉
症約 300 家系を用いて伝達の偏りを調べる：
検出された変異の機能予測を、PANTHER  
(http://www.pantherdb.org/tools/csnpSco
reForm.jsp), Pmut 
(http://mutpred.mutdb.org/), PolyPhen-2 
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), 
MutPred(http://mmb2.pcb.ub.es:8080/PMut
/PMut.jsp)等のアルゴリズムを用いて評価
する。Damaging な変異を持つ自閉症者は、そ
の両親をジェノタイプする。それらの結果を
元に、伝達の偏りを two degree-of-freedom 
likelihood ratio test (Am J Med Genet B 
Neuropsychiatr Genet 156: 139-144, 2011)
を用いて検討する。 
(4) 再現性が得られた FATP 遺伝子の変異に
ついては、in vitro 実験系で脂肪酸の取り込
み能、および取り込んだ脂肪酸の細胞内分布
の観点から機能評価を行う：脂肪酸の取り込
み能については、培養細胞を用いて基質とし
て BODYPY®結合脂肪酸(蛍光色素である
BODIPY に脂肪酸をつないだもの)を用いて
QBT™解析を行う(図 2)。 

 
図 6：QBT™解析の概念図 
(Molecular Devices 社 HP
より参照) 
BODYPY®結 合 脂 肪 酸 に
masking dye がついた基質
を培養液に添加し、それが
細胞内に取り込まれると、
masking dye がはずれ蛍光
を発する。発する蛍光強度

で、細胞内に取り込まれた基質の量を測定出
来る。 
 
(5) 取り込まれた脂肪酸の細胞内分布を調
べる：細胞内局在検討の方法としては、①変
異を導入しかつ V5 タグをつけたコンストラ
クトを作製、②培養細胞にコンストラクトを
トランスフェクションし、C1-BODYPY-C12 を
取り込ませ、蛍光顕微鏡で観察すると共に
BODYPY-positive area/cell を ImageJ を用い
て算出する、等の方法で進める。 
 
４．研究成果 
(1) FATP3, FATP4の発現解析 
 脂肪酸輸送における母体血から胎児の脳
までの血液関門は、少なくとも①胎盤におけ
る微絨毛膜、②胎盤における胎児側の毛細血
管内皮、③胎児脳における毛細血管内皮、④
胎児脳の神経細胞膜、がある。①で発現され
ている脂肪酸トランスポーター(FATP: Fatty 
Acid Transport Protein)には、FATP1, 2, 3, 
4, 6 があり、②では FATP1, 3, 4, 5 があり、
③では FATP3, 4 があり、④では、FATP3, 4
があることを文献調査から確かめた(図 3)。 
 
 
 



図 3：各組織で発現している FATP 分子 
 
 
①〜④で共通する分子は FATP3, 4 であるの
で、この２つの分子に焦点を当てて研究を進
めることにした。胎児の神経細胞を模倣すべ
く、ヒト iPS 細胞を樹立し、それを分化して
神経幹細胞塊(NS: neurosphere)、神経細胞
へと分化したものを用意した。FATP3, 4 の両
遺伝子とも NS および分化させた神経細胞で
発現していた(図 4)。 

図 4：iPS 細胞系譜での FATP3 (SLC27A3)、お
よび FATP4 (SLC27A4)の発現 
 
 
 また、胎児脳における毛細血管内皮のモデ
ルとして、マウス胎生期 E18.5 脳を用い血管
内皮細胞マーカーとして CD31 を選択した。
免疫組織化学的解析により、Fatp3(図 5), 
4(図 6)とも CD31 と共局在していた。 
 

図 5：血管内皮細胞における Fatp3 (Slc27a3)
の発現 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6：血管内皮細胞における Fatp4 
(Slc27a4)の発現 
 
(2) FATP3, FATP4の遺伝学的解析 
 FATP3 遺伝子のリシークエンス解析では、
47 個の変異（これらのうち 44 個が新規でア
ミノ酸置換を伴うものは 29 個あった）を検
出し(図 7)、FATP4遺伝子においては 30 個の
変異（これらのうち 17 個が新規でアミノ酸
置換を伴うものは 14 個あった）を検出した
(図 8)。これらの結果は、両遺伝子は稀な変
異を多種類持つことを示す。上記の変異のう
ち、p.Gly209Ser (c.625G>A)は、マイナーア
レルの頻度が 21.9%と最も高く、遺伝解析に
おいても自閉症と関連が見られた（男性：p = 
0.0054；女性：p = 0.0030）(表 1)。 
 
 

図 7：FATP3 遺伝子で見つかった変異 
 

図 8：FATP4 遺伝子で見つかった変異 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



表 1：自閉症・対照群における変異の頻度 
 
 
(3) FATP4 p.Gly209Ser の in vitro 機能解析 
 FATP3, 4遺伝子のリシークエンス解析によ
り、両遺伝子は稀な変異を多種類持つことが
判明したが、自閉症（ASD）サンプルを用い
た遺伝解析から、FATP4 の p.Gly209Ser はマ
イナーアレル頻度が 21.9%と最も高く、自閉
症と関連がみられた（男性 ASD は Gly209 を
多く持つ傾向、女性 ASD では Ser209 を有意
に多く持っていた）。そこで FATP4 の
p.Gly209Ser につき、in vitro 機能解析を行
うことにした。 
 FATP4 c.625G (Gly209), c.625G>A 
(Ser209), および control発現ベクターを用
意した。それらを bEnd3 細胞にトランスフェ
クションした。bEnd3 細胞は、マウス脳内毛
細血管内皮細胞由来であり、脂肪酸の取り込
みに内在性の Fatp4 を使っている。脂肪酸の
取り込みは、蛍光長鎖脂肪酸アナローグであ
る C1-BODIPY-C12 を用いた。Control ベクタ
ーに比較して、FATP4 Gly209 コンストラクト
は 15 倍、Ser209 コンストラクトは 20 倍、そ
れぞれ BODIPY の取り込みが増加した(図 9)。
このことから、FATP4 の p.Gly209Ser 多型は
機能変化を伴うものであることが判明した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 9：FATP4 p.Gly209Ser の脂肪酸取り込み
アッセイ 
 
(4) FATP4 p.Gly209Ser の in silico 解析 
 FATP4 の p.Gly209Ser 多型はタンパク表面
に位置することが判明し、多型は他のタンパ
クとの相互作用に影響を与えている可能性
が示唆された(図 10)。 
 

 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 10：FATP4 p.Gly209Ser の立体配座 
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