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研究成果の概要（和文）：　神経回路の精密化には不要なシナプスの除去が必須である。発達期におけるシナプ
ス除去の不全は神経回路機能の低下につながり、自閉スペクトラム症 (autism spectrum disorders; ASDs) の
発症と関連することが示唆されている。本研究では、海馬神経回路に着目し、ASD発症におけるシナプス除去不
全の関与とそのメカニズムを検証した結果、脳内免疫細胞であるマイクログリアによるシナプス貪食の不全が
ASD発症と関連することを明らかにした。よって、マイクログリアの活性化を制御することにより、ASD発症を抑
制できる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Selective elimination of inappropriate synapses is fundamental to the 
refinement of neural circuits. Deficits in synapse elimination are suggested in autism spectrum 
disorders (ASDs). Here we investigated whether and how the deficits in synapse elimination in the 
hippocampus are involved in the pathogenesis of ASDs. We found that the deficits in 
microglia-mediated synapse elimination induce excess synaptic connections in the dentate gyrus-CA3 
neural circuits in ASDs. Thus, we propose that the regulation of microglial activity is a key to 
suppress the development of ASDs.

研究分野： 神経科学
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１．研究開始当初の背景 
神経回路の形成は神経活動依存的なシナ

プスの形成、競合と除去、そして維持と成熟

という過程を経て完成する。そして、脳が正

常に機能するためには、発達期における適切

なシナプス競合によって興奮性（Excitatory）

および抑制性（Inhibitory）シナプスの数と機

能のバランス(E/I バランス)が制御され、これ

が成体期に維持される必要がある。E/I バラ

ンスの不全は神経回路の機能障害をもたら

し、自閉症スペクトラム（autism spectrum 

disorders: ASD）などの神経発達障害の要因に

なる(Gatto et al., Front. Synaptic. Neurosci. 2:4 

2010)。ASD は社会的相互作用の質的な欠如、

言語・非言語での意思伝達の障害、常同行

動・固執的行動の顕在化という三つの主症状

により定義される脳の発達障害であり、現時

点での関連研究は、病態モデルの作成とその

行動試験や免疫染色学的および生理学的な

解析に留まっている。そして、ASD 発症メカ

ニズムの分子細胞生物学的な解明および、こ

れに基づく ASD 発症の予防や治療法の提唱

には至っていない。特に、ASD 脳ではシナプ

スバランスが興奮性優位になっていると推

察されているが、ASD の発症においてシナプ

ス競合が不全となる可能性の正否やそのメ

カニズムは未解明である。 

 
２．研究の目的 
自閉症スペクトラム（autism spectrum 

disorders: ASD）発症の原因のひとつとして、

脳内の興奮性シナプスの増加が示唆されて

いる。本研究では ASD モデルマウスの海馬

の歯状回顆粒細胞―CA3 野錐体細胞間のシ

ナプス競合機構に着目する。同脳領域をひと

つのモデルとして、ASD 脳におけるシナプス

競合不全のメカニズム解明と、シナプス競合

メカニズムの制御による ASD 様症状の改善

を試みる。具体的には以下の目的 A と目的 B

に的を絞って研究をおこなう。なお、申請者

は既に ASD モデルマウスの海馬 CA3 野にお

いて興奮性シナプス数が上昇することを発

見している（図 3）。目的 A：発達期における

海馬 CA3 野のシナプス競合メカニズムおよ

びこれに関与する分子を解明する。目的 B：

成体期において、新生顆粒細胞の活動を制御

することでシナプス競合を誘導し、ASD 様症

状の改善を目指す。 
 
３．研究の方法 

ASD モデルマウスの発達期の海馬におけ

るシナプス形成の特徴を構造的（免疫染色

法）および機能的（電気生理学的手法）な側

面から明らかにする。 

シナプス競合が神経活動依存的である可

能性を検証するために、DREADD（designer 

receptors exclusively activated by designer 

drugs）システムを利用し、苔状線維シナプス

の競合に神経活動が関与する可能性を検証

する。 
 
４．研究成果 

 本研究では、成体期において ASD 様行動

を示す母体免疫活性化モデルマウスを利用

した。具体的には、妊娠マウスに二重鎖 RNA

である poly (Inosine: Cytosine) (poly(I:C)) を

妊娠 12.5 日 (E12.5) および E17.5 において投

与することで、免疫反応を惹起し、その仔を

利用した。 

 まず、ASD 様行動が成体期においても改善

できるかを検証した。発達期の運動が ASD

症状を緩和することが示唆されているため、

これを成体期に適用し、生後 30 日齢 (P30) 

から 30 日間ケージにランニングホイールを

入れ、マウスを自由に運動させた。運動後の

P60 において、社会性について 3-チャンバー

試験を用いて検証した。新奇マウスへの嗜好

性を測定したところ、Poly(I:C)群では低下し

たが、運動によりコントロール群と同程度ま

で回復した。また、常同行動について毛づく

ろいの時間を測定したところ、運動によりコ

ントロール群と同程度まで減少した。以上の



結果より、成体期においても運動により ASD

様行動が改善されることが示唆された。 

 次に、ASD において機能異常を示す脳領域

であるとともに、ランニングホイール運動に

よって他の脳領域よりも神経活動が強く上

昇する領域でもある海馬に着目した。中でも、

特に神経活動が強く上昇した歯状回顆粒細

胞に着目し、その軸索である苔状線維が CA3

野の錐体細胞に形成するシナプスを検証し

た。蛍光免疫組織化学染色により synaptoporin 

(SPO)で標識した苔状線維終末および PSD95 

(興奮性ポストシナプスマーカー) が共局在

した領域を苔状線維シナプスと定義し、その

密度を測定した。その結果、コントロール群

では苔状線維シナプス密度が P15 から P30 に

かけて減少した。一方、Poly(I:C)群では、苔

状線維シナプス密度が減少せず、P30 および

P60 ではシナプス密度がコントロール群と比

較して増加していた。また、成体期の運動に

より、Poly(I:C)群においてシナプス密度がコ

ントロールレベルまで減少した。以上の結果

より、Poly(I:C)マウスにおいて、発達期にお

ける苔状線維シナプスの刈り込みが不全と

なっていることが示唆された。さらに、成体

期の運動により苔状線維シナプスの除去が

誘導され、シナプス密度が正常レベルに回復

することが示唆された。 

 次に、Poly(I:C)群において、発達期にシナ

プス除去が不全となるメカニズムおよび成

体期の運動によりシナプス除去が誘導され

るメカニズムを検証した。シナプス除去には

マイクログリアによるシナプス貪食が関与

することが示唆されているため、マイクログ

リア内部のシナプスマーカーの体積をマイ

クログリアの体積で割った値をシナプスの

貪食度合いとして算出した。その結果、発達

期の Poly(I:C)群ではマイクログリアによるシ

ナプスの貪食度合いが減少していた。また、

成体期の運動により、貪食度合いが増加した。

さらに、運動と同時期にマイクログリアを抑

制するミノサイクリン (30 mg/kg) を投与し

た。その結果、ミノサイクリン投与により運

動によるシナプス密度の減少が抑制された。

以上の結果より、Poly(I:C)マウスにおいて、

発達期のマイクログリアによるシナプス刈

り込みが不全となっていることが示された。

さらに、成体期の運動により、マイクログリ

アによるシナプス刈り込みが誘導されるこ

とが示された。 

最後に、運動によりマイクログリアが活性化

するメカニズムを検証した。シナプス除去に

は神経活動が重要であり、運動により歯状回

顆粒細胞が活性化するため、神経活動の関与

を検証した。神経活動の操作は、選択的なリ

ガンドである clozapine-N-oxide (CNO) を投

与することにより神経活動を誘導できる

designer receptors exclusively activated by 

designer drugs (DREADD、hM3Dq) をウイル

スにより顆粒細胞に発現させることで行っ

た。P30 において CNO を投与することで顆粒

細胞を活性化し、1 日後にマイクログリアと

DREADD を発現した苔状線維ブートンとの

接触を検証したところ、接触率が減少した。

このことから、マイクログリアが神経活動に

より除去すべきシナプスを区別しているこ

とが示唆された。また、マイクログリアによ

るシナプスの貪食度合いを検証したところ、

CNO 投与群では、DREADD を発現したブー

トンが多いほど、すなわち、神経活動が誘導

されたブートンが多いほど、貪食度合いが増

加した。一方、saline 投与群では、DREADD

を発現したブートンの量によらず、貪食度合

いは一定であった。以上の結果より、神経活

動の上昇により、マイクログリアが活性化し

シナプスの貪食が増加することが示唆され

た。 

 本研究により、Poly(I:C)マウスにおいて、

成体期における自発的なランニングホイー

ル運動が海馬のマイクログリアを活性化さ

せ、シナプスの刈り込みを誘導することが示



された。この現象により、Poly(I:C)マウスの

海馬で確認されたシナプス密度の増加は、コ

ントロールレベルにまで抑制された。さらに、

ランニングホイール運動は、Poly(I:C)マウス

で観察される自閉症様行動を緩和した。以上

より、成体脳においてもマイクログリア依存

的なシナプスの再編成を誘導できることが

示唆された。さらに、マイクログリアによる

シナプス再編成により成体期においても

ASD を改善できる可能性が示唆された。 
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