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研究成果の概要（和文）：自閉症モデルマウスであるCASKヘテロノックアウトマウスを対象として、そのシナプ
ス機能を電気生理学的解析した。CASKヘテロノックアウトマウスの急性脳スライスからパッチクランプ記録法に
よってシナプス入力を計測した。その結果、興奮性シナプス入力が増加し、抑制性シナプス入力が減少している
ことが明らかになった。多くの自閉症モデルマウスで観察されるように、シナプスの興奮抑制バランスが撹乱さ
れており、そのシナプス異常の分子メカニズムにはNMDA受容体の発現調節が関わることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：I used CASK heterogenous knockout mice as a model animals of autism spectrum
 disorder and analyzed synaptic functions using electrophysiological methods. We recorded neurons in
 acute brain slices, including somatosensory cortex, of CASK heterogeneous knockout mice using patch
 clamp recording and analyzed synaptic inputs. We found that the frequency of excitatory synaptic 
inputs was increased and that that of inhibitory synaptic inputs was decreased in CASK heterogeneous
 knockout mice. As reported in other ASD model mice, an imbalance of excitatory and inhibitory 
synaptic inputs were observed in CASK heterogeneous knockout mice and the expression of NMDA 
receptor 2B subunit by CASK is indicated as a molecular mechanism of the synaptic imbalance.

研究分野：神経科学

キーワード： X染色体不活性化　シナプスバランス異常　自閉症

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
自閉症は１００人あたり１人が報告されており、男性が女性のおよそ４倍の発生頻度であることから、実験動物
を用いた基礎研究でもオス動物を用いた実験がほとんどであった。本研究はメス動物を用いた研究であり、発展
の目覚ましい自閉症研究の知見を活用し、その適用範囲を拡大できる研究と言える。また、発達期の神経機能成
熟に関わるNMDA受容体の関与を示したことは、CASK遺伝子欠損だけでなく、NMDA受容体の関わる遺伝子異常のシ
ナプス機能異常への波及効果も期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

(1) 自閉症を含む発達障害患者からの大規模ゲノム解析の発展によって、自閉症などの発症に

関わる遺伝子が同定されてきた。そして、以前からメンデル遺伝に従って、伴性遺伝をしめ

すレット症候群などの自閉症患者からは、X染色体上に位置する遺伝子が同定されてきた。

小脳および脳幹橋部の低形成をともなう小頭症（Microcephaly and Cerebellar and 

Pontine Hypoplasia、MICPCH症候群）は Xp11.4に位置する CASK遺伝子の変異が原因

であることが報告された(Najm et al. Nature Genetics 2008)。MICPCH症候群は、小頭症

に加えて、発達障害様行動特性、小児てんかん、眼振をともなう先天性障害である。MICPCH

症候群はそのほとんどが女性で観察されているが、これは CASK遺伝子が X染色体上に位

置するため、男性では１本しかない X染色体上の CASK遺伝子の変異が致死性であること

が原因であると考えられていた。 

(2) 自閉症における神経生理学および行動学的研究はそのほとんどがオス動物を対象としてい

た。これは、自閉症の発症率に３：１程度の性差が存在することと、マウスの生理周期がマ

ウスの行動や神経機能に大きく影響することが原因であった。加えて、CASK ノックアウ

トマウスのオス動物は出生後２４時間以内に死亡することが報告されている(Atasoy et al. 

PNAS 2007)。Atasoyらは CASKノックアウトマウスから初代培養神経細胞を調整し、電

気生理学的にシナプス入力を解析した。その結果、興奮性シナプス入力が増加し、よく生成

シナプス入力が低下していることが明らかになった。しかしながら、ノックアウト動物が生

育しないため in vivo解析がほとんど行われてこなかった。 

(3) CASK の分子機能に関する研究は、多面的に実施されてきた。CASK はキナーゼ活性をも

つ CaMKドメイン、他のタンパク質との結合を担う L27ドメイン、PDZドメイン、GKド

メインなどの分子結合様式が明らかになっていた。特に、CASK はシナプス接合部に局在

し、シナプスの機能成熟に関わるNeurexinと PDZドメインを介して結合することから、

CASKノックアウトマウスの初代培養細胞におけるシナプス入力の変化は、Neurexinを介

した分子メカニズムが関わっていると想定されていたが、実験的には検証されていなかっ

た。 

２．研究の目的 

(1) CASKヘテロノックアウトメスマウスは、MICPCH症候群のモデルマウスであると想定さ

れていたが、その脳構造などの解析はほとんどなされていなかった。また、MICPCH症候

群患者で見られる、小児てんかんなどの病態がマウスでも観察されるのかは不明のままで

あった。本研究では、まず、ヘテロノックアウトマウスの生育を解析し、MICPCH症候群

モデル動物としての妥当性を検証することを目指した。 

(2) メスマウスは女性と同様、X染色体不活性化というエピゲノムメカニズムがあるため、父由

来と母由来の X 染色体が別々に機能し、それら細胞がモザイク状に分布することが明らか

になっている。この X染色体不活性化のために、CASKヘテロノックアウトメスマウスで

は、CASK発現細胞と CASK欠損細胞がモザイク状に分布していることが想定された。し

かし、これら細胞の CASK発現を明らかにする手法として、神経細胞からの single cell RT-

PCR 法を確立し、電気生理記録した細胞の遺伝子プロファイルと電気生理プロファイルを

同時に明らかにすることを目指した。そして、CASK欠損によって in vivoでも、培養細胞

と同様に、シナプスの興奮・抑制の異常が観察されるのか？を明らかにすることを目指し

た。 



(3) CASK 欠損によるシナプス機能異常に関わる分子メカニズムを解明することは、CASK 欠

損症の治療を開発する上で必要不可欠である。CASK欠損細胞に CASKドメイン欠損タン

パク質を強制発現させ、その電気生理機能を解析することで、シナプス機能を回復させるド

メイン欠損 CASKと機能を回復できないドメイン欠損 CASKを同定することを目指した。 

３．研究の方法 

(1) CASK ヘテロノックアウトマウスの発達に伴う体重を計測し、その後灌流固定された脳の

形態を比較した。CASK ヘテロノックアウトマウスは自発的なてんかん発作がそれまで観

察されてこなかったため、GABA受容体阻害薬の Pentylentetorazol（PTZ）を腹腔内に投

与し、その後のてんかん発作の重症度を解析した。 

(2) CASK ヘテロノックアウトマウスから急性脳スライスを作成し、パッチクランプ法によっ

て電気生理記録を行なった。シナプス入力もしくは活動電位を記録したあとでパッチ電極

内に細胞質を吸引した。そして、細胞質を逆転写反応に用いて PCR反応を行うことで、記

録細胞内に CASK mRNAが存在するかどうかを判定した。 

(3) CASK 遺伝子を神経細胞に補完するために、子宮内エレクトロポレーション法をマウス胎

児に適用した。CASKノックダウンプラスミドベクターと CASKドメイン欠損タンパク質

発現ベクターをマウス胎児脳に導入し、遺伝子が導入された神経細胞から電気生理記録し

た。同様に、NMDA受容体２Bサブユニット(GluN2B)に対する shRNAを発現するGluN2B

ノックダウンベクターを子宮内エレクトロポレーションすることで、GluN2B の発現レベ

ルがシナプス機能に与える影響を明らかにした。 

４．研究成果 

(1) CASK ヘテロノック

アウトオスマウスは、

Atasoy らが報告した

通り２４時間以内に

全てが死亡した。そし

て生後１週齢の時点

ですでに、体長が小さ

くなっており、成長に

伴う体重も、野生型マ

ウスと比較して、低体

重となることが明らかになった（図１）。CASK ノックアウトマウスに PTZ を投与し、け

いれん発作を誘発し、その痙攣発作の重症度を判定した。その結果、ヘテロ欠損メスマウス

では、重症度の継時変

化と最大重症スコア

が野生型よりも大き

かった（図２）。以上

の結果から、CASKヘ

テロノックアウトマ

ウスが、MICPCH症

候群の病態を反映す

るモデルマウスとし

て妥当であることが

示唆された。 

 

図１：CASKノックアウトマウスの生存率と成長曲線 

 
図２：CASKノックアウトマウスの生存率と成長曲線 
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(2) CASK ヘテロノ

ックアウトマウ

スの急性脳スラ

イスを作成し、

大脳新皮質２ /

３層の錐体細胞

からパッチクラ

ンプ電気生理記

録をおこなっ

た。ナトリウム

チャネル阻害剤

テトロドトキシ

ン存在下で微小

シナプス電流を

計測し、興奮性および抑制性シナプス電流の振幅と発生頻度を解析した。その結果、CASK

ヘテロノックアウトマウス脳内の CASK発現細胞は野生型マウスと同様のシナプス入力様

式を示す一方で、CASK欠損細胞では興奮性入力が増加し、抑制性入力が減少していた（図

３）。 

(3) CASK は複数の

機能ドメインを

もつが、CASK

ノックアウトに

よって変化する

シナプス機能に

関与する機能ド

メインを同定す

ることを目指し

た。そのために、

CASK ノックダ

ウンによるシナ

プス異常を回復する CASK 変異体を解析し

た。CASKノックダウンによるシナプス機能

異常は、GKドメイン欠損 CASK以外の変異

体の補完によって回復することが明らかにな

った。このことから、CASKの GKドメイン

がシナプス機能維持に必要であることが示唆

された。CASKの GKドメインは、NMDA受

容体２B サブユニットの発現に関わることが

知られていた (Huang and Hsueh, BBRC, 

2009)。GluN2B ノックダウンによって、

CASKノックダウンと同様のシナプス機能異

常が観察された（図５）。最後に、CASKノッ

クダウン細胞にGluN2B遺伝子を補完するこ

とで、シナプス機能が回復したことから、

CASKによるシナプス機能維持には GluN2B遺伝子発現の調節が関わることが強く示唆さ

れた。 

 

図３：神経細胞の CASK遺伝型がシナプス入力に与える影響の解析 

 
図４：シナプス機能維持に関わる CASK機能ドメインの解析 

 
図５：GluN2Bノックダウンが 

シナプス機能に与える影響の解析 
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