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研究成果の概要（和文）：自閉症スペクトラム障害(ASD)は数多くの疾患関連遺伝子が同定されるなど盛んに研
究が進められているが、依然として有効な治療法や予防法は確立されていない。本研究ではオキシトシンとグリ
ア細胞の相関に着目し、新規ASD病態モデル動物の作製を行った。
生涯に渡り多様な機能を持つオキシトシンの相関を解析するため、時空間条件依存的制御が可能なモデルの作出
を目指し、CRISPR/Cas13システムによる遺伝子ノックダウンを検討したが、in vitroでは十分な効率が得られた
がin vivoではうまくいかなかった。そこでカルシウムシグナル阻害を用いてOXTR下流シグナル阻害モデルマウ
スを作出した。

研究成果の概要（英文）：Autism spectrum disorder (ASD) is a common neurodevelopmental disorder but 
no effective cures has been identified. Recent studies have shown amelioration of ASD symptoms by 
intranasal administration of oxytocin(OXT) and demonstrated the association of polymorphisms in the 
oxytocin receptor (Oxtr) gene with ASD patients. In this back ground, many researchers are focusing 
on OXT in ASD pathology with OXT receptor (OXTR) on neurons but few are focused on glial cells. I 
this study, I purposed to establish novel model animal which focused on the relationship between OXT
 and glial cells in ASD.
ASD is a kind of developmental disorder but OXT has various functions through the lifespan. To 
exclude the effects not related to developmental stage, Oxtr expression must be regulated in 
spatio-temporal manner. CRISPR/Cas13 system was utilized to solve this problem, and OXTR expression 
was successfully suppressed in vitro but not in vivo. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では当初目標とした自閉症スペクトラム障害病態の解明には至らなかったが、その過程で新規な技術の開
発に成功した。CRISPR/Cas13システムは、ゲノム情報を改変せずに遺伝子発現制御が可能な技術であり、現在利
用されている遺伝子治療技術と比較してより安全な治療法の基礎となりうる技術である。また、新規に開発され
たカルシウムシグナル阻害マウスは、オキシトシン受容体に限らず多くのGタンパク質共役型受容体研究に応用
が可能である。Gタンパク質共役型受容体は昨今多くの疾患において注目される創薬標的であり、本計画で作出
されたモデルマウスが今後の新規治療法開発の場において利用されることが期待される。

※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 
自閉症スペクトラム障害(ASD)は社会性機能の異常を主徴とし、注目を集めている器質性神経

発達障害の一つである。ゲノム解析技術の進歩から数多くの疾患関連遺伝子が同定されるなど
盛んに研究が進められていたが、その病因病態の分子メカニズムは依然として謎に包まれてお
り、有効な治療法や予防法は確立されていなかったが、神経ホルモンの一種として知られるオキ
シトシン(OXT)の経鼻投与が ASD 患者のコミュニケーション障害や過剰な攻撃性などの症状を
緩和するという報告があり、ASD の病態における OXT の働きに急速に注目が集まっていた。一
方で、OXT に着目した研究の多くは発症後の病態における機能について解析を行っているため、
OXT に関わる異常が ASD 病態の成り立ちに重要なのかどうかは依然として不明であった。 
また、OXT に対する受容体(OXTR)は脳内全域に渡って発現し、また発現する細胞種も多岐にわ
たることが、レポーターマウスの解析によって明らかになっていた。にも関わらず現在世界中で
進められている OXT 関連研究は神経細胞にのみ注目しており、グリア細胞と OXTR の連関に
関しては全く手付かずの状態である。申請者はこれまでに神経発達期における OXT の働きに着
目して解析を進めており、OXTR の欠損がヒト ASD 患者と同様な過剰なミクログリアの活性化
を引き起こすことを発見し、さらにその活性化を薬理学的に抑制することによって OXTR 欠損
マウスが本来示す ASD 様症状を予防可能であることを明らかにした。また、ASD と相関の深い
脳領域の一つである小脳においては OXTR がアストロサイトのみに発現することや、周産期に
過剰な OXT を暴露した脳ではオリゴデンドロサイトが減少することなども見出すなど、OXT が
神経のみならずグリア細胞に対しても多彩な機能を持つことで神経発達に影響を及ぼしている
ことが予想され、OXT-グリア連関の分子基盤を明らかにすることは神経発達のメカニズムを理
解し、更には ASD の病態メカニズムを理解する上で非常に意義深いと考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究では神経発達における「神経ホルモン」と「グリア細胞」の機能に着目しながら神経発

達障害の病態メカニズム、特に発症に関わるメカニズムの分子基盤に迫ることを目的とした。 
 

３．研究の方法 
・時空間条件特異的 OXTR 遺伝子発現制御マウスの開発 
OXTR 発現は胎生中期から始まり生涯に渡って持続するため、OXT-グリア連関の機能は発生期

と病態確立後のどちらに寄与しているかが不明である。そこで OXTR 遺伝子発現を時期特異的に
ON/OFF できるマウスを用いて OXT-グリア連関の時期に応じた役割を明らかにする。 
・神経発達期において OXT-グリア連関が小脳神経回路形成に与える影響 
小脳は ASD 患者において、萎縮やスパインの過剰形成、ミクログリアの過剰活性化などが報告

されており、ASD との相関が強い脳部位である。小脳グリア細胞から特異的に OXTR を欠損させ
た際に、ASD 脳と同じスパイン増加やミクログリア増加が起きるかを確かめる。またそれらの形
態学的異常が ASD 様行動を惹起するかを解析する。 
 
４．研究成果 
・CRISPR/Cas13 システムを用いた OXTR 遺伝子発現制御システムの最適化 
 小脳グリア細胞において発達期特異的に OXTR 発現制御を行うため、時空間条件特異的に発現
制御可能な実験系の構築が必要であった。当初計画においては PIN-dCas9(Batra R, 2017)を用
いる予定であったが、PIN-dCas9 システムには強制発現を行った際に非特異的 RNA 分解が起きる
ことが判明したため計画を変更し、配列依存的RNA分解酵素であるCas13を用いたCRISPR/Cas13
システムを用いることとした。HEK293 細胞へ Cas13b およびガイド RNA を発現するベクターを導
入し、co-transfection した Oxtr 遺伝子の発現量を定量 PCR で解析し、最もノックダウン効率
のよいガイド RNA 配列を決定した。 
 

CRISPR/Cas13 システムの概要    siRNA 設計ツールを用いたガイド RNA 配列の設計 
 

  



in vitro 実験系を用いたガイド RNA ノックダウン効率の評価 
 
・in vivo モデル動物の作成 
in vitro実験系での評価をもとに選定したガイド RNA配列及び Cas13b発現カセットを含む配列
を、安定遺伝子発現座である Actb 遺伝子の 3’UTR 領域へ挿入したマウスを作成した。作成には
CRISPR/Cas9 を用いたゲノム編集技術を応用して行い、2匹のノックイン個体を得た。得られた
ノックイン個体を Sept4-Cre/Mlc1-tTA マウスと交配し、ドキシサイクリン依存的小脳アストロ
サイト特異的にノックダウンが行われるか RT-PCR で確認を行ったところ、ほとんどノックダウ
ンが行われないことが明らかになった。 

Actb 遺伝子座への Cas13/crRNA 発現カセットノックインマウスの作成 

小脳特異的ノックダウンマウスの概要と RFP による発現確認、RT-PCR によるノックダウン評価 
・小脳アストロサイト特異的カルシウムシグナル阻害マウスの作成 
CRISPR/Cas13 システムの開発者である Dr. Konermann に確認をしたところ、Cas13b の in vivo
での応用にはまだ技術的な障害が多いと言うことであった。そこで当初計画を変更し、OXT 受容
シグナルの阻害を行うマウスの作出を目指した。OXTR は Gq 型 Gタンパク質共役型受容体の一種
であり、OXT 受容時には細胞内カルシウム濃度上昇によってシグナルを伝達する。そこで Cas13
同様の仕組みで、人工的なカルシウムポンプを Cre/tTA 依存的に発現するカセットを Actb 遺伝
子座へ挿入したマウスを作出した。 現在、作出したマウスを Cre/tTA マウスと交配した産仔の
解析を実施中である。 
 
 本研究は、計画に必要な遺伝子改変マウスの作出に難航したため、当初想定した研究目標を達
成することができなかった。一方で、新規技術である CRISPR/Cas13 システムにを利用した in 
vitro でのノックダウンについては成功しており、今後の解析へこの技術を応用していく予定で
ある。また新たに作成したカルシウムシグナル阻害マウスは OXTR 以外の GPCR 研究へ応用可能
であり、今後の利用拡大が期待される。 
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