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研究成果の概要（和文）：自閉スペクトラム症（自閉症）は、神経細胞のシナプス機能の変異によってその病態
がもたらされると考えられる。脳の構造や遺伝子発現がヒトに類似している霊長類であるマーモセットを用い
て、大脳皮質シナプスの安定性（シナプスの新規生成と既存シナプスの消去）の解析を行った。他個体の意図を
推定する機能（心の理論）に関係する背内側前頭前皮質(8野)において、アデノ随伴ウイルス(AAV)ベクターを用
いて2/3層錐体細胞内に蛍光タンパク質を発現し、３日ごとの２光子顕微鏡観察を実施した。その結果、自閉症
モデル動物ではシナプスを構成する樹状突起スパインや軸索ブトンの安定性が低下していることを支持する結果
が得られた。

研究成果の概要（英文）：Autism spectrum disorder (ASD) might result from alterations in cortical 
synaptic functions. We analyzed the stability of cortical synapses (generation of new synapses and 
elimination of existing synapses) using marmosets, whose brain structure and gene expression is more
 similar to that of humans than in rodents. We expressed fluorescent proteins in layer 2/3 pyramidal
 neurons using adeno-associated virus (AAV) vectors, in the dorsomedial prefrontal cortex (dmPFC, 
Area8), which is involved in the function of estimating the intentions of other individuals. 
Longitudinal two-photon microscopic observations were conducted every three days and the results 
support that the stability of dendritic spines and axonal boutons is reduced in the ASD model 
marmosets.

研究分野：神経生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
シナプスの維持や不要シナプスの除去は、他者との相互作用に必要な脳機能の実行に必須と思われる。これはシ
ナプスの多くの分子シグナルを統合して実行されることが明らかになりつつある。今回生体マーモセットでシナ
プス編集の様子が直接観察可能になったことは、その生理的役割と疾患の病態を評価する上で役立つ。
また、ヒト自閉症の中核症状に効果を示す治療法を確立するためには、変容するシナプス機能を指標として治療
薬剤候補を選択することが必要である。霊長類であるマーモセットでシナプス安定性の低下を見出したことは、
ヒトの治療法開発の第一歩と考えている。今後はシナプス安定性を制御する分子メカニズムの解析を実施する。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
自閉症の中核的な症候に対する治療薬は、現在に至るまで確立されておらず、行動に働きかける
療育が行われる。しかしながら、原因となっている遺伝子の発現量を正常発達と同じレベルにす
ることで、症候の一部を成長後も緩和可能であることが実験動物レベルで示されていた
(Sztainberg et al. (2015) Nature.など)。げっ歯類自閉症モデルの薬物治療も複数報告され(Tyzio 
et al. (2014) Science.など)、また、オキシトシンの投与が実験動物のみならずヒトの自閉症にお
いても一部の症候の緩和に有効であることが報告されており (Yamasue et al. (2018) Mol. 
Psychiatry.) 、ヒト自閉症に対する薬物治療の将来性が示唆されていた。 
そこで、遺伝子の発現パターンや解剖学的脳形態が、げっ歯類よりもヒトに近い霊長類である
マーモセットにおいてシナプス形態におけるエンドフェノタイプを見出し、ヒトに対する治療
方法の開発のための基盤を整備することを計画した。 
 
 
２．研究の目的 
 
マーモセットは、①霊長類であり、げっ歯類よりヒトに近い遺伝的・代謝的・脳形態的形質を
有している、②心の理論に関連するミラーニューロンの存在が示されている(Suzuki et al. (2015) 
Front. Neurosci.)、③個体間の関係性（互恵性）を判定するといった高度な社会的価値判断の能
力を有することが示されている(Yasue et al. (2015) Behav. Brain. Res.)、などの特徴がある。社
会性が障害されるヒトの自閉症の治療への応用を考えた場合、より高い社会性を有し、遺伝子発
現パターンなどがヒトに近いマーモセットでデータを蓄積することで、ヒト自閉症の治療に役
立てたいと考えた。そこで、他者の意図を推定する能力(心の理論)に関連する大脳皮質背内側前
頭前野(dmPFC)前頭葉8野を対象脳領野として、バルプロ酸投与自閉症モデルマーモセットを用
いて自閉症の兆候としての神経生理学的指標を探索した。 
本研究代表者らは申請時までに２光子顕微鏡によるイメージング法やin vivoグルタミン酸２
光子アンケイジング法をマウスを対象に開発してきた(Noguchi et al. (2012) J. Physiology., 
Noguchi et al. (2016) Sci. Rep.) 。本研究では、霊長類であるマーモセットを用いて神経細胞樹
状突起・軸索の継時観察を実施した。具体的には、「自閉症は神経細胞シナプスのダイナミクス
の異常が原因である」という仮説に基づき、これまでの研究経験を生かして自閉症関連領野のシ
ナプス安定性を2光子顕微鏡イメージング法で検討することを着想した。さらに、自閉症モデル
動物におけるシナプス安定性の異常を定型発達個体に近づけることを指標として、治療薬のス
クリーニングを計画した。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) マーモセット自閉症モデルの作出とin vivo大脳皮質樹状突起の２光子顕微鏡観察 
抗てんかん薬であるバルプロ酸(valproic acid; VPA)は妊娠期の母親へ投与することで胎児の
自閉症発症率が上昇することがヒトで報告されている。マーモセット母体に妊娠60日から7日
間バルプロ酸を経口投与することによって、マーモセット自閉症モデル仔(VPA個体)を得た。
幼若マーモセットでは、親と分離 (isolation) された際、isolation callと呼ばれる鳴き声を発す
る。研究代表者と同じ所属の坂野・中神らの方法を用いて、通常発達個体(Unexposed; UE個体)
とVPA個体について、生後１週齢から最長20週齢にわたって5分間のisolationによる鳴き声を
録音し、鳴き声の種類を分類した。 



２光子顕微鏡によるin vivoイメージングの手法は、マウス(Grutzendler et al. (2002) Nature., 
Trachtenberg et al. (2002) Nature.など多数)で先行して開発され、本研究代表者らも実施して
きた(Noguchi et al. (2012) J. Physiology., Nagaoka et al. (2016) Sci. Rep.)。マーモセットで実
施するにあたり先行研究(Sadakane et al. (2016) eNeuro.など)を参考にしたが、数週間以上に
わたる断続的イメージングを行うことは世界で初めてであったので、治具を特注するなど、そ
のための方法を整備した。 
 イメージング期間終了後、パラホルムアルデヒドによる組織固定を行なった死後脳の一部に
おいて、形態MRIの取得を理化学研究所との共同研究で行なった。 
 
(2) マーモセットシナプス安定性の検討 
２光子顕微鏡を用いて樹状突起スパイン密度と生成消滅を3日ごとに観察し、シナプス安定性
（新規スパインの新生と既存スパインの消去）を検討した。具体的には、背内側前頭前野2/3
層錐体細胞に蛍光タンパク質を発現するアデノ随伴ウイルス(AAV)ベクターを脳実質に接種
し、その後観察部位直上の頭蓋骨と硬膜を除去してガラス観察窓を設置した。こうして神経細
胞軸索と樹状突起を同じ蛍光タンパク質で可視化した。マーモセットをセボフルランで麻酔し、
2光子顕微鏡下にセットした後、同一の神経突起を観察し、2週間以上にわたって繰り返し同一
領域の観察を実施した。 
 
 
４．研究成果 
 
前項に記載した方法を用いてVPA個体作出後、１-20 週齢の幼若個体を用いた検討を行い、
幼若VPA個体が発声する isolation call の種類は、UE個体と比較して特定の鳴き方（Phee）に
偏る傾向が大きいことを確認した。 
次に、蛍光タンパク質(GFP, Venus, mCherry 等)を発現する AAVを研究分担者の冨田・菅野
らのグループで作製し、あるいは理化学研究所から供与を受け、マーモセット大脳皮質で発現
することを確認した。その後、麻酔下で生体の２光子顕微鏡蛍光イメージングを実施すること
により条件検討を行い、断続的に最長３ヶ月以上にわたって同一樹状突起の形態を観察するこ
とに成功した。 
次に、シナプス後部である樹状突起スパインの経時観察を系統的に進めた。大脳皮質 dmPFC 
(8 野) 2/3 層錐体細胞タフト樹状突起を３日ごとに繰り返し観察して新規スパインの生成と既
存のスパインの消去を観察した。その結果、スパインの生成は adult 自閉症モデルマーモセッ
ト個体において対照個体より亢進しており、神経回路の安定性が低下していることを支持する
結果が得られた。 
樹状突起スパインは、その体積とシナプスの伝達効率（シナプス重み）に比例的な関係が報告
されているので、体積とシナプス安定性の関係について今回得られたデータで解析を行った。
現在までのところ、VPA 個体では、スパイン体積分布がUE個体と異なる傾向がみられた。 
また、樹状突起とともに撮影された軸索の解析を実施し、シナプス前部である軸索ブトンの安
定性の評価を同様の手法で行った。その結果、VPA モデルの樹状突起においてスパイン生成・
消去が促進されているのと同様に、軸索上のシナプス前部を構成する軸索ブトンも生成・消去
が亢進し、シナプス安定性が低下している傾向が観察された。 
オキシトシンは自閉症患者の一部の中核症状の緩和に有効であることが報告されている
(Yamasue et al. (2018) Mol. Psychiatry.)。治療薬探索のモデルケースとして、オキシトシンが
シナプスの安定性に及ぼす影響を調べた。マーモセットの鼻腔からオキシトシンを毎日もしく



は１日おきに投与し、上記と同様に神経突起の２光子顕微鏡画像を取得したので、解析終了後
論文報告する。 
マーモセット死後脳の形態 MRI 画像を取得した個体については、スパイン安定性と白質のミ
エリン化等との関係性についての解析を実施し、論文報告に含める予定である。また、シナプス
安定性は、グリア細胞の活性化や、シナプス内部あるいは外部のタンパク質の量や種類、リン酸
化などの修飾状態に関連すると想定される。そこで、今後グリア細胞活性化の有無を免疫染色法
を用いて検討するほか、大脳皮質をホモジナイズして得られるシナプス由来の小胞であるシナ
プトソームを用いて mRNA・タンパク質の解析を行い、今後これらの変化を指標として治療薬
を検討する。 
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