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研究成果の概要（和文）：本研究は，LC/MS法によるメタボローム解析に基づいて，発達障害とりわけ自閉症ス
ペクトラム障害を，生化学的・精神的（先天的・内因的）な視点と，生活環境中の化学物質や食物・栄養学的
（後天的・外因的）な視点から解明していくことを目的として，発達障害を客観的体内物質量の変化として捉
え，早期診断に反映される可能性を追究した。また，発達障害の特性を環境変化とストレスの観点から捉えた時
に，発達障害者への適用の前段として，健常者を被験者とした環境要因としての1日の生活と運動刺激に密着し
て，ストレスバイオマーカーとして考えられている唾液アミラーゼの測定を行い，急性および精神的ストレス検
査の可能性を追究した。

研究成果の概要（英文）：Autism spectrum disorder is a behaviourally-defined group of 
neurodevelopmental disorders characterized by impairments in social interaction and communication, 
and repetitive, overly focused behaviours. Whereas the syndrome has been shown to be highly 
heritable, various theories have been presented, suggesting the contribution of both genetic and 
environmental factors. Our interest was focused on the investigation of biomarkers of developmental 
disorders based on a LC/MS method. In the present study, serum samples of motopsin KO mice were used
 for the exhaustive analysis of metabolites. using an electrospray ionization LC/MS method, in 
addition to comparing serum metabolites between motopsin KO and WT mice. On the other hand, salivary
 amylase was measured in the field of the exercise that caused changes in mental state, focusing on 
changes in individual mental state due to the exercise load. By tracking the changes, we analyzed 
the environmental factors of mental stress changes.

研究分野： 分離化学，天然物有機化学

キーワード： 発達障害　自閉症スペクトラム障害　メタボローム解析　発達障害モデルマウス　モトプシン　低分子
極性物質　アミノインデクス　ストレスマーカー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は，メタボローム解析に基づく自閉症スペクトラム障害等発達障害の発症要因の解明と早期発見・診断に
向けたバイオマーカーの探索を目的としており，発達障害と脳科学研究における解析化学的研究である。発達障
害モデルマウスであるセリンプロテアーゼ欠損ノックアウトマウスと対照としての野生型マウスを用いる血清成
分のメタボローム解析によって生み出される差異物質の発見が，発達障害の早期診断法として期待される。一
方，発達障害者のおかれた日常的・対人的環境が，どのようにメンタルストレスをもたらすのかを解明すべく，
健常者をモデルにそのバイオマーカーとして知られる唾液アミラーゼに注目して定量的・継続的に計測した。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

自閉症やアスペルガー障害等を含む広汎性発達障害（PDD）は，多遺伝子疾患と考えられてい

るが，実質的に病因は不明である。例えば ASDは，外側に現われる症状（社会性・コミュニケ

ーション・想像性の障害とそれらに基づく行動障害）をもって診断されるが，その発症原因には

様々な可能性があると考えられている。生体内物質の観点からこれらの発達障害を見れば，定型

発達児群と比較すると，ASD 児群では必須ミネラル・有害ミネラル共に有意に低値にある傾向

を示したり，血漿中のオキシトシン濃度が有意に低かったりすることが知られている。申請者に

よる本申請前の研究段階で，唾液試料中のグルタミン酸濃度が ASD 群において高値であること

を報告した。このことは，個々の生体内物質において，発達障害群と定型発達群との間に明確な

物質レベルの「差異」が存在することを示しており，したがって発達障害の病因を知るためには，

生体内物質の網羅的解析が必要であるという結論に至った。更にこの解析によって，ASD 群と

定型発達群との物質的な差違が明らかになれば，ASD の客観的な診断マーカーとして決定づけ

られる可能性が大きい。本研究を具体化するために，発達障害モデルマウスとして研究されてき

たセリンプロテアーゼ（motopsin）が欠損したノックアウト（KO）マウスを用いて，それらの

血清成分の比較から，血清成分の「差異」がメタボローム解析的に見出されるかどうかの評価を

行ってきた。即ち，KO マウスと対照としてのヘテロ型（Het）及び野生型（WT）マウスを分析

の対象として，それらの血清中のアミノ酸を中心とした化学成分の詳細な定量を行うことで，発

達障害の診断について知見を得る研究を行った。 

また，発達障害の早期診断の開発，障害特性の解明および適切かつ効果的な教育支援の在り

方をめざす研究の立場から考えれば，発達障害者のおかれた環境が，どのように精神的なスト

レス（メンタルストレス）をもたらすのかを追究することは，発達障害者への適切な教育支援

を考える上で極めて重要な意味を持つと考えられる。すなわち，発達障害者のおかれた日常の

生活や運動などの環境が，どのようにメンタルストレスをもたらすのかについて，そのバイオ

マーカーとして知られる唾液アミラーゼに注目して測定し，その測定結果を考察することによ

って，教育支援の提案に繋げていくことができるのではないかと考えられる。発達障害者への

教育支援は，発達段階と障害の特性に応じて個別に教育支援を行っていくことが基本である。

そもそも精神的・肉体的ストレスを追跡（モニター）することが可能なのであろうか。例え

ば，日常的に取入れる立場であれスペシャリストの立場であれ，運動を考えた時に，その質と

量の観点から，運動による肉体的ストレスと求められる運動の形態に応じた精神的ストレスの

両面を持っている。運動も含めて，人は様々な環境におかれた時に，その人の感情変化によっ

て変動し，急性もしくは慢性的に生体に表れるストレス反応であるメンタルストレスを，サン

プリングの容易な唾液中のバイオマーカーで追究できるのではないかと考えている。 

 

２．研究の目的 

自閉症スペクトラム障害，社交不安障害および統合失調症等，種々の精神疾患においては社会

性に問題が生じるが，社会行動を制御する脳内のメカニズムについては未だ不明な点が多い。こ

れまでの三井らによる脳内セリンプロテアーゼ motopsin の機能解析および遺伝子欠損マウス

の解析の結果から，脳内に発現している motopsin が社会行動を制御していることが明らかにな

り，更に遺伝子変異による motopsin の機能欠損が，重篤な知的発達障害をもたらすことも明ら

かになってきた。これらの発達障害における明確な病因は解明されていないことから，早期発

見・早期診断が困難とされている。これまでの我々の研究では，motopsin による社会行動制御

の脳内機構を明らかにする目的から，motopsin ホモ欠損（KO）マウス，ヘテロ型（Het）マウ

スおよび野生型（WT）マウスの血清を用いて，LC/MS法によるアミノ酸等の生体関連物質の成

分分析を行い，成分濃度の違いと社会行動変化の違いについてその関連性を追究してきた。しか

しながら検体数が少ないこともあり，これまで進めてきた遊離型アミノ酸での分析では，分離の

不十分さや定量性及び再現性に課題が残っている。本研究では，血清成分の定量に基づく社会行

動異常と生体内物質の関係についての知見を獲得し，社会行動制御に関わる脳内メカニズム及

び発達障害の診断マーカーとしての可能性を追究することを目的として，LC/MS 法によるアミ

ノ酸分析における遊離型と誘導体との比較及び LC/MS装置間の比較を行うことで，アミノ酸定

量における最適条件を得る検討を行った（研究Ⅰとする）。 

運動による刺激は，ストレスとして様々な影響を及ぼすことが知られている。先行研究によれ

ば，運動前後の精神的変化と唾液中のストレス応答物質の関連から，運動負荷によるそれらの物

質の変化は，運動強度に依存するだけではなく，運動前後の精神状態にも影響されることが示唆

されている。教員や介護職などの感情労働者のストレスは高く情緒的消耗状態等に陥りやすい



ため，ストレスを客観的に評価することができればその軽減に向けた対策も考えられる。本研究

では，運動者（＝被験者）の置かれた環境や運動の種類によるストレスの違いに着目し，分析試

料として入手し易い唾液試料を用いて，α-アミラーゼ（以下アミラーゼ）やコルチゾール等のス

トレス応答物質の濃度変化とストレス負荷の関係性を追究することを目的とした。ストレスマ

ーカーをモニターしている研究は数多くあるが，日常の生活と共に，同一被験者が運動種別の違

いや特殊な運動環境下で長期間にわたって計測を続けるという事例はこれまで見られなかった。

本研究では，同一被験者におけるメンタルストレスと精神状態の変化を唾液成分から観察・追跡

した。運動負荷や運動環境の変化による刺激は，ストレスとして様々な影響を及ぼすことが知ら

れているが，メンタルストレスが唾液中のストレス応答物質の変化となって反映されることを，

精神状態との関係において考察することとした。ストレス応答物質としてはアミラーゼを主に

計測し，ステロイドについても併せて計測の対象とした（研究Ⅱとする）。 

 

３．研究の方法 

3-1 研究Ⅰにおけるアミノ酸等低分子極性化合物の測定方法 

LC/MS は，Orbitrap Exactive（Thermo Fisher Scientific 社製）及び LC/MS/MS は，

QTRAP4500（SCIEX 社製）を使用し，装置間の比較としてアミノ酸等被測定物質の遊離型及

び誘導体での測定を双方で行った。遊離型アミノ酸の測定は，Intrada Amino Acid カラム

（Imtakt社製，3 mmi.d. x 100 mmL.）を用い，移動相は A液：0.3 %ギ酸含有アセトニトリ

ル，B液：アセトニトリルと 100 mmol/L ギ酸アンモニウム水溶液の混合液（20:80）を使用し

た。アミノ酸誘導体の測定は，3-アミノピリジル-N-ヒドロキシスクシンイミジルカルバメート

による誘導体化法を行い，Wakopak Ultra APDSTAG カラム（和光純薬製，2.1 mmi.d. x 100 

mmL.）を用い，移動相は A 液：APDS タグワコー用移動相，B 液：60 %アセトニトリル水溶

液を使用した。タンパク質構成アミノ酸 20成分および神経伝達物質 11成分を標準試料として，

各 LC/MSによる測定条件の設定行い最適化を図った。血清試料は，KO マウス，Hetマウスお

よび WT マウスより採取し，除タンパク及び固相抽出等の前処理を施して分析試料とし，15N-

Phe を内部標準として定量を行い，検体毎のアミノ酸および神経伝達物質の濃度の比較を行う

と共に，統計的に有意差のある物質を確認した。 

3-2 研究Ⅱにおけるアミラーゼの測定方法 

研究者本人が被験者となって平常時及び運動前後の唾液を採取し，アミラーゼ及びステロイ

ドを測定し，運動環境や運動種によるこれら唾液成分の違いを比較検討した：1) 唾液中の唾液

アミラーゼの測定には，酵素分析装置唾液アミラーゼモニター（NIPRO），唾液アミラーゼモニ

ターチップ（NIPRO）を用いた。これは，使用環境に左右されず，迅速に交感神経の興奮・沈

静を検査するための，唾液アミラーゼ活性による携帯式の交感神経モニターを可能にした酵素

分析装置である。測定は，初めに専用のドライチップを舌下部に入れて唾液を含浸させ，一定時

間（約 30 秒）後チップを取出してモニター器に挿入する。1 分後には唾液中のアミラーゼ活性

が KIU/L の単位で表示されて終了する。これによって平常時と運動前後のアミラーゼ濃度測定

を行った。2) また，LC/MSを用いた唾液中ステロイドの定量及び被測定物質の回収率の検討を

行った。平常時のモニターとして朝食前と就寝前を，運動種別として柔道，ランニング及び水泳

を，運動種を柔道とした時の運動環境別として試合当日，合同練習及び通常練習とした。 

 
４．研究成果 

4-1 研究Ⅰにおける分析結果と統計解析 

遊離型及び誘導体測定は，既に装置メーカー及びカラムメーカーによって実施されており，実

用化されているものではあるが，ユーザーサイドではその公表通りのデータが再現し難いため

に定量的な情報が得られていない。基礎データを得るために改めて遊離型 50 μmol/L の標準試

料を用いて，測定時の面積値を LC/MS，LC/MS/MS の装置間で比較した。その結果，両装置共

に標準試料を用いた測定では，アミノ酸 20 成分と神経伝達物質 11 成分を分離，検出すること

ができた。また，アミノ酸及び神経伝達物質の種類によっては，LC/MS/MS の測定面積値が

LC/MSの測定面積値よりも数倍～数百倍程度増加傾向となった。各標準物質を 0.1～50 μmol/L

の範囲で混合し，LC/MS で内部標準法による検量線を作成した。その結果，アミノ酸及び神経

伝達物質 31成分中 24成分が，相関係数 0.99以上の関係が得られた。また，検量線各濃度の繰

り返し測定（n=3）を行い，再現性を確認した。検量線を作成した範囲内で変動係数の最大値が

30%以内であったものは，Pro，Phe，Leu，Ile のみであった。誘導体化による測定では，各標

準物質を 1～200 μmol/L の範囲で混合し，内部標準法による検量線を作成した。その結果，ア



ミノ酸及び神経伝達物質 31 成分中 11 成分が，0.99 以上の相関が得られた。また，50 μmol/L

に調製した標準試料測定時の面積値を用い，LC/MS による誘導体化測定と遊離型測定の比較を

行った結果，Gly のみ誘導体化による測定の面積値が遊離型測定よりも増加しており，その他の

化合物では，面積値が低下傾向にあった。 

定量性及び再現性に問題が残るものの，マウス血清試料中のアミノ酸等成分の定量を行った。

KO マウス，Het マウス及び WT マウスの血清成分には，成分濃度及び成分分布の違いが観察さ

れ，一方で遺伝子型や雌雄の違いによる神経伝達関連物質の違いやアミノ酸の存在比の違い等

が観察された。KO マウスと WT マウスの血清を用いて同様に測定した結果，雌雄に関わらず，

WT マウスよりも KO マウスの方がエピネフリンの濃度が高く，Phe，Trp，Leu，His，セロト

ニンの濃度が低いことがわかった。神経伝達物質である Glu，Gly，Asp，神経細胞や核酸と関

わる Ser，神経伝達物質であるヒスタミンの材料である His，アドレナリン作動性神経伝達物質

の基となる Phe，その生成物，代謝物であるエピネフリン，HVA，社会行動や感情規制に関与し

ているセロトニン，その原料である Trp，持久的な運動のエネルギー源となる Leu，Ile，Alaな

どが，雌雄に関わらず遺伝子型によって同様の傾向を示していたことから，社会行動制御に関わ

る脳内メカニズムの解明に関わる，或いは発達障害の診断マーカーとしての可能性が示唆され

た。今後motopsin 欠損マウスの血清成分の分析結果から得られる詳細な情報を基に，motopsin

が社会行動を制御する脳内メカニズムと生体関連物質との関係を明らかにしていきたい。 

4-2 研究Ⅱにおける分析結果 

個々の状況に応じて測定した結果及び考察を以下に記した：〔朝食前・就寝前〕の結果より，

朝食前に比べて就寝前のアミラーゼ値が高かった。これは，夕方以降の運動或いは夕食に関係し

ていると考えられる。〔睡眠時間と朝食前アミラーゼ濃度〕の結果より，睡眠時間とアミラーゼ

濃度の値には関係性は認められなかった。〔柔道前後の環境別アミラーゼ濃度〕の結果より，試

合という環境の違いによるストレス濃度の増加が顕著に表れた。これは，緊張やプレッシャーか

らくるストレスの上昇と考えられる。〔運動種別〕の結果より，柔道の前後共に最もアミラーゼ

濃度が高かった。相手の力が加わるため，想定外の動きや体への負荷によるストレス負荷による

ものと考えられる。競技時間を 60 分に換算すると，水泳が一番濃度を高めたが，運動者が水泳

に慣れていないことによる心理的なストレス負荷によるものと考えられる。運動前後に唾液を

採取するのは精神的なストレスがかかり，競技自体に集中できなくなるなどの支障もあるが，被

験者の実感として，一定の時期が来ると（＝ルーティン化してしまうと）ストレス負荷としての

影響は少なくなったと考えられる。一方でこのことが被験者を増やせない理由として考えられ

る。本研究では，運動の前後（＝ストレスの違い）で唾液量自体の測定はしていないが，被験者

として，試合直前や激しい運動直後は唾液量が少ないということを実感している。アミラーゼの

濃度が，環境別データの試合と練習を比べると，長時間の運動である練習よりも，短時間の運動

である試合の方が高かったのは，試合に直面した精神的なストレスが大きいこと，練習よりも試

合になると踏ん張るなど，100 %に近い力を出す場面が多いことがあげられる。また，運動別デ

ータの中で 60 分に換算してみると，水泳が一番高い値を示したのは，（柔道の環境別からもみ

てとれるように）短時間で一気に負荷をかけた運動の方がよりストレスが大きくなると考えら

れる。また同じ運動をしていても，一気に負荷をかけた方がよりストレスがかかっていると実感

できる。運動種とストレスの観点からは，ランニングよりも怪我等の可能性が高い格闘技などの

対人競技の方が，精神的にもストレスを感じ易いと考えられる。一般的に，柔道は運動強度とし

て非常に高いものとされている。体型の違いによる運動に対する抵抗感等は，メンタルストレス

を高めると考えられる。すなわち，普段運動をしないことによって体重が増加している人は，精

神的にストレスを感じる可能性は大きいと考えられる。 

 アミラーゼ濃度における有意差については統計解析をしなければならないが，被験者として

の実感からは，アミラーゼ濃度が 10～15 KIU/L 程度違えば，ストレスの増減に関わると言える

のではないかと考えている。これまでのアミラーゼ濃度測定の結果より，運動者の置かれた環境

や運動種によって，ストレス負荷の違いがあることが明らかとなった。個人の精神状態の変化を

もたらす運動の場でアミラーゼの変化を追跡することで，アミラーゼがストレス変化を反映す

ることが明らかとなった。今後の研究として，運動中にわざと精神的苦痛を与えた場合に，どの

ようなアミラーゼ変動が起こるのかも調べてみたい。併せて，唾液中のステロイドも計測しアミ

ラーゼとの相関を計測したいと考えている。更に，アミラーゼモニターがストレス指標としての

可能性・実用性が高くなれば，発達障害や強度行動障害等でのモニタリングを行っていきたいと

考えている。 
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