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研究成果の概要（和文）：抗補体抗体を用いた新規の自閉症スペクトラム(ASD)モデルマウスを作成した。妊娠
したBalb/Cマウスにモノクローナル抗C1q抗体(JL-1)を投与し、産まれた仔マウス（ASDモデルマウス）で各種行
動解析（高架式十字迷路、3-chamber test、nose-to-nose sniffing test）のいずれもが雌雄ともにコントロー
ルマウス(コントロールIgG投与、PBS投与)に比べ有意にASDに特徴的な所見を認めた。現在、病理所見を解析中
である。

研究成果の概要（英文）：Novel murine model of autism spectrum disorder (ASD) using complement 
antibody was created. Pregnant Balb/C mice were administered monoclonal anti-C1q antibody(JL-1), and
 the offspring mice (ASD model mice) were born. Various behavioral analyses (elevated plus maze, 
3-chamber test, nose-to-nose sniffing test) were performed, and both male and female ASD model mice 
exhibited significantly characteristic features of ASD compared to control mice (administered 
control IgG or PBS). Currently, pathological observations are being analyzed.

研究分野： 膠原病内科

キーワード： 自閉症モデルマウス　抗C1q抗体　C1q　不育症

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
少子化が進行する我が国では不育症と共に児の発達障害は重要な問題である。自閉症スペクトラム（ASD)は対人
関係の障害や環境への適応障害を特徴とする発達障害で我が国の調整有病率は3％を超えるとの報告もある。不
育症、ASDの一部に抗C1q抗体が原因な一群があると判明すると周産期の同抗体の測定や、免疫抑制療法が効果的
に出産や児童の予後を改善する可能性がある。治療により少子化や児童の発達障害に介入できる可能性があるこ
とになりその社会的意義は大きいと考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
少子化が進む我が国で不育症や習慣流産といった不妊症と出産した児童の発達障害は大きな問
題である。以前より不育症/習慣流産に補体活性化が関与することは知られていたが（Sugiura-
Ogasawara S et al, Hum Reproduct 2006 他）、我々は全身性エリテマトーデス(SLE)の類縁疾
患であり補体活性化が合併する抗リン脂質抗体症候群(APS)において補体古典経路の第１蛋白
である C1q に対する自己抗体（抗 C1q 抗体;aC1q）が高率に出現しており、それが不育症に関
連することを報告した（Oomura K et al, Clin Immunol 2019, 科研費研究課題番号 16K09885）。
すでに aC1q が SLE 患者の血清中で高発現することと、病原性を有する aC1q は中和抗体ではな
く補体古典経路活性化を著明にup-regulateすることが報告されていた。さらに我々は、APSが
合併しない不育症患者でも aC1q が高発現していることを報告して、マウスモノクローナル
aC1q(JL-1)を投与した妊娠 balb/c マウスは胎盤・全身炎症と共に流産を高率にきたし抗補体治
療によって流産が改善することを報告した（不育症モデルマウス）。aC1q が補体活性化を惹起
することによって胎盤炎症・胎盤不全を認め流産をきたすと考えられる。 
一方、自閉症スペクトラム(ASD)は、神経発達障害に分類されるひとつの診断名であり、その
中核症状は社会的コミュニケーションや社会的相互作用における持続的な欠陥であり、脳機能
発達の偏りによる認知障害の一つとされる。ASD の発症機序は不明な点が多いが、妊娠時に母
体の全身炎症（感染症、自己免疫疾患などに伴う）により活性化した免疫システムがサイトカ
インの誘導を介して胎児脳内のマイクログリアを活性化し正常な脳発達の障害に関係すること
が病態基盤の一つと考えられる。実際にマウスモデルにおいて IL-17a や poly I:C を投与した母
獣より生まれた仔マウスは ASD 様の行動異常をきたす（ASD の母体免疫賦活化（maternal 
immune activation: MIA）モデル）。また、ASD では胎児期から幼少期に起こる神経の剪定が
不十分で、それが未熟な神経細胞の除去不全につながりASD症状をきたすとされる。C1qはこ
の神経剪定に重要な役割を果たす。更に、不育症患者や SLE、APS 患者の母から生まれた児に
ASD 患者が多いとの報告が文献上散見されるといったことから aC1q の妊娠母体での発現が子
の ASD 発症を誘引する可能性が示唆された。 
これら背景から aC1q を妊娠マウスに投与するモデルにおいて仔の ASD 発症が観察できる可能
性が示唆された。すなわち、aC1qは胎盤および母体の全身炎症をきたすことによって、あるい
は C1q の機能を障害することによって子の ASD 発症に寄与する可能性がある 
研究開始時点でもすでに複数の ASDモデルマウスが報告されていたが、自己免疫的な機序を利
用したモデルは認められなかった。ASD モデルマウスの解析は行動解析が主として行われ、脳
病理解析も行われることが多いが、ASD の特徴的所見が必ずしも定まっているわけではなく行
動異常の解析が重要である。 
 
２．研究の目的 
aC1q を妊娠マウスに投与する新規 ASD モデルマウスを作成することを目的として行動解析と
病理解析を行う。不育症や自己免疫疾患（SLE、APS）の患者血清中に高頻度に出現する自己
抗体が流産のみではなく児が生まれた場合に神経発達障害を来す可能性があると判明したら、
周産期医療において大きな影響を与えうる。この点の基礎データとすべく今回の研究を考案し
た。 
 
３．研究の方法 
①モデルマウスの作成：妊娠した balb/c マウスに対して妊娠 8, 12 日目に JL-1 を経尾静脈投
与して仔マウスを得る（ASD モデルマウス）。JL-1 投与量は仔マウスが 2-3 匹以上出産される用
量まで調整する。Negative control はマウスコントロール IgG もしくは PBS を同量・同スケジ
ュールで投与したものとする。Positive control は IL-17A 1ng/body を同スケジュールで投与
する。 
②行動解析：ASD モデルマウスに対して行動解析を 4,6,8,12 週後に行った。行動解析試験は高
架式十字迷路試験、three-chamber 試験、nose-to-nose sniffing 試験をそれぞれ１０分間行っ
た。aC1q投与のみでASDの発症を認めなかった際にはIL-17aと併用し投与したモデルを考案し
ていた。高架式十字迷路は2つの開いたアーム(open arm)と遮蔽物で閉じたアーム(closed arm)
を有し、ASD で頻繁に認められる不安症状を観察する。不安症状を呈するマウスは closed arm
に進入回数が増える。Three-chamber 試験や nose-to-nose 試験はマウスの社会性や他者への興
味を評価する試験である。Three-chamber 試験は３つの小部屋が出入り口のそれぞれ１つずつ
ある２つの透明な仕切りで仕切られており、中央の小部屋に入れられたマウスが両脇の小部屋
の小ケージ内の異物や stranger に対してどのように反応するかで解析するが、ASD モデルマウ
スでは stranger のいるケージに近寄らないか近寄っても匂いを嗅ぐなどの相手とのコミュニケ
ーションをとらない。Nose-to-nose 試験はケージ内に被験マウスと対照マウスを入れ、一定時
間内の対照マウスに対する sniffing などのコミュニケーション回数を測定する。ASD ではその
回数が低下する。 



③病理学的解析：マウス脳病理所見の解析として大脳半球、小脳半球、扁桃体を HE 染色、
Golgi 染色で解析し、神経細胞数や形態、細胞成熟レベルについて解析する。さらに脳内にお
ける C1q の発現レベルについて解析し、分布異常など発現異常について検出する。 
 
４．研究成果 
ASD モデルマウスに特徴的とされる行動異常を示すモデルは、８週齢の妊娠 balb/c マウスに不
育症モデルと同量のJL-1(500-625g/kg;10-12.5gbody)を妊娠8、12日目に投与することで得
られた。1回の出産数は 0-3 匹と少なかった。出産した仔マウス（ASD モデルマウス）の体長、
体重、脳重量は、脳重量の体重あたりの比がややネガティブコントロールマウスより大きい傾
向にあったがいずれも統計学的な有意差を認めなかった。 
行動解析の結果、雌雄ともに、高架式十字迷路試験、three-chamber 試験、nose-to-nose 
sniffing 試験のいずれも ASD モデルマウスにおいて有意に ASD 症状の発現を認めたが、8、12
週齢での解析に比べて 4、6 週齢で個体差が大きく、行動異常の定量化解析では 8、12週でネガ
ティブコントロールと比較した際の差が統計学的に有意であった。各行動解析試験の結果は以
下の通りである。 
高架式十字迷路試験においては、オープンアームへの侵入回数と滞在時間の有意な低下を認め、
新奇の環境に対する警戒や適応の障害が認められた(図 1、図２)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
図１：高架式十字迷路試験解析結果（足跡） 左上：高架式十字迷路試験の上方からみた模式図。遮蔽物
があり通路の外側が確認できない closed	arm と遮蔽物がない open	 arm に分かれており、十字の通路をマ
ウスは自由に行き来できる 右上・左右下 control(コントロール IgG を投与した negative	 control)、それ
ぞれ JL-1、IL-17a を投与した ASD モデルマウスの迷路内での足跡をトレースした。ASD モデルはそれぞれ
JL-1,IL-17a 投与によるモデルでの結果を示している。観察時間は５分。マウスは雌８周齢で、いずれも代
表的な結果を示している 
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図2：高架式十字迷路試験解析結果 左：角通路への進入回数 高架式十字迷路法試験でのopen arm(白)、
closed arm（黒）への進入回数を示す。右：各通路での滞在時間 両 arm での滞在時間の割合を示す。両
試験ともに、マウスは雌の８週齢で 3回試行の結果を統計解析し standard error bar を示している。各群
の open/closed arm への進入回数・滞在時間の差は Mann-Whitney の U検定で解析。３群の open arm への
進入回数の比較は Kruskal-Wallis 検定で解析。* p<0.05 
 
一方、three chamber 試験においては、stranger である見知らぬマウスのいるワイヤーケージ
への反応を観察するが、ワイヤーケージへの近接時間も近接しての匂い嗅ぎ行動回数の低下な
ど典型的な ASD 様行動異常を認めた（図 3、図 4）。ここでの匂い嗅ぎ行動とは鼻による相手の
体への接触もしくは 1cm 以内の近接と定義している。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. Three chamber 試験解析結果（足跡）左；three chamber 試験は透明な仕切りで区切られた３つの
chamber(部屋)からなる。それぞれの部屋は仕切りの中央にある入り口から出入りできる。両側の chamber
にはワイヤーゲージ（丸）を配置し、一方に見知らぬマウス（X）を入れ、もう一方は空にしてマウスの
行動を解析した。中右;それぞれ negative control(control IgG投与例)、ASDモデル(JL-1 投与例)のマウ
ス足跡を示している（いずれも雌８週齢の 5 分間観察における代表的データ。見知らぬマウスは balb/c 
８週齢雌を使用）。ASD モデルマウスではケージへの近接頻度が低い。 
                                                                   

 
図 4. Three chamber 試験解析結果（見知らぬマウスに対する sniffing の回数）Three chamber 試験にお
いて被験マウスが見知らぬマウスに近接して sniffing を行った回数を示している。いずれも８週齢雌マ
ウスの結果（見知らぬマウスは８週齢 balb/c 雌マウス）で 3 回施行した結果を示している。Kruskal-
Wallis 検定で解析。* p<0.05 
 
上記のように、three-chamber 試験では他者に対するコミュニケーション障害を認めており、
これは nose-to-nose sniffing test でも確かめられた。マウス飼育ケージ内に被験マウスと見
知らぬマウスを１頭ずつ設置して 5 分間の接触回数を観察する。ASD モデルマウス(JL-1)は
three chamber 試験の際と同様に sniffing回数の有意な低下やgrooming 回数、無動である時間
の上昇などが認められた（データ非表示）。 
 
本研究は COVID-19 pandemic 下や、研究者の転任に伴う実験施設変更に際して長期間実験認可
がされなかったことなどから予定していた病理解析は科研費研究期間終了後に開始しており、
今後その結果を公表する。現時点で JL-1 を母体に投与し補体系の活性化を妊娠時に賦活化する
ことによって生まれてくる仔マウスには、各種行動解析結果から、新奇の環境変化への適応が
障害され、他者へのコミュニケーション能力の低下や関心の低下を認める ASD に特徴的な性質
を認める。今後、脳の病理解析など詳細な検討を行い結果を公表していく。 
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