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研究成果の概要（和文）：社会性・対人関係の障害を主徴とする自閉スペクトラム症（ASD）は、神経回路の機
能不全を病因とする先天的な高次脳機能障害である。本研究では、ICR仔マウスとの対面試験から、ASDのモデル
マウス（Shank3欠損マウス）が、１）他マウスへとの接触を避ける警戒性、２）かみつきなどの攻撃性、３）執
拗な追い回し、４）抱え込み・過度のアログルーミング（毛づくろい）、など多様な行動様式を示すことを明ら
かにした。これらの行動様式の多様性は、離乳直後の若齢マウスにおいて既に確認された。さらに、トランスク
リプトーム解析から、行動異常と相関する候補分子を見出した。

研究成果の概要（英文）：Autism spectrum disorder (ASD), which shows social and interpersonal 
disorders, is a congenital higher brain dysfunction caused by dysfunction of neural circuits. In 
this study, using face-to-face tests with ICR pup mice, we clarified that ASD model mice 
(Shank3-deficient mice) exhibited various behavioral patterns such as 1) vigilance to avoid contact 
with other mice, 2) aggression such as biting, 3) persistent chase, and 4) holding and excessive 
allogrooming. The diversity of these behavioral patterns was already confirmed in young mice 
immediately after weaning. Furthermore, using transcriptome analysis, we found candidate molecules 
that correlate with abnormal behaviors.

研究分野： 神経科学

キーワード： 自閉スペクトラム症　Shank3　病態モデルマウス　行動解析　トランスクリプトーム解析　ケモカイン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ASDは、コミュニケーションの障害や不安亢進、興味・行動の限局化、運動や感覚、概日リズム機能の異常など
多岐にわたる症状を呈する先天的な高次脳機能障害である。ASDの神経病態は神経回路の機能不全と考えられて
いるが、その分子基盤は不明な点が多い。ASDの病態罹患率はおよそ２％と高いが、現状では療育を中心とした
対処療法が主流であり、その効果には個人差がある。本研究では、ASDのモデルマウスが示す異常な社会性行動
の多様性を定量的に判定し、その起因となる候補分子を見出した。本研究から得られた知見は、機能不全に陥っ
た神経回路の修復機構に基づいた新たな治療法の開発への発展が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

自閉スペクトラム症（ASD）は、遺伝子（染色体）異常に起因した先天的な小児発達障害であ

る。臨床症状は、コミュニケーションの障害や不安亢進、興味・行動の限局化（固執癖）、運動

や感覚、リズム機能の異常など多岐にわたる。最近の研究から、ASD は神経回路の機能不全を

病因とする高次脳機能障害であることがわかってきた。ASD の罹患率は 1〜２％と高いが、現

状では療育を中心とした対処療法が主流であり、その効果には個人差がある。より効果的な治療

を行うためには、機能不全に陥った神経回路の修復機構に基づいた新たな治療法の開発が期待

される。 

 

２．研究の目的 

(1) ASD の症状は、どの神経回路（神経細胞）の異常に起因しているのだろうか？ 

(2) 機能不全に陥った神経回路を修復するためには、どのような分子・細胞を標的とした研究

を行えばよいのだろうか？ 

本研究では、上記の２つの課題について、ASD の病態モデルマウスとして有用性の高い

Shank3 欠損マウスで見られる社会性異常行動を定量的に判定する手法を開発するとともに、そ

の行動異常を惹起する神経回路（神経細胞）ならびに起因となる分子を特定することを目的とし

た。 

 

３．研究の方法 

(1) SHANK3 アイソフォームの脳内発現プロファイル 

 Shank3a-gfp および Shank3c-gfp トランスジェニック（Tg）マウス（後述）からパラホ

ルムアルデヒドによる固定脳を摘出後 50μm 厚の脳切片を作製し、抗 GFP 抗体を用いた

免疫組織染色法から SHANK3 アイソフォームの発現の指標となる抗 GFP 抗体のシグナル

を解析した。 

 

(2) Shank3 欠損マウスの社会性行動の定量的解析 

社会性行動試験として対面試験を行った。本試験では、対象マウス（C57BL6 マウス）と別系

統の ICR マウスの生後 11 日齢の仔マウスとのカゴ越しの間接対面（1 分間）、およびカゴをは

ずした直接対面（２分間）時の行動様式から、社会性を判定した。図１〜図３に詳細を示す。攻

撃をした場合は、即座に実験を中止した。 

 

(3) トランスクリプトーム解析による行動様式と関連する分子の探索 

 野生型マウスと Shank3 欠損マウスの大脳新皮質の組織サンプルから全 RNA を抽出後 cDNA

を作製し、プライマーアレイ法および RNA シーケンシング法を用いて遺伝子発現の差異を解析

した。プライマーアレイは、プライマーアレイシリーズ（TaKaRa）の Cytokine-cytokine receptor 

intertraction (PN001)およびT cell receptor signaling pathway (PN008)を用いリアルタイム PCR

法にて定量的に遺伝子発現の差異を解析した。 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

４．研究成果 

(1) SHANK3 アイソフォームの脳内発現プロファイル 

 Shank3 欠損マウスを用いるにあたり、Shank3 の脳内の発現領域・細胞を明らかにしなければ

ならない。SHANK3 には 10 を超える複数のアイソフォームがあることがわかっている [Jiang 

and Ehlers, 2013]。しかし、各アイソフォーム特異的な抗体やプローブの作製は極めて難しいた

め、脳内発現分布は明らかにされていない。我々は、ASD の発症、神経病態と深く関わってい

る全長の SHANK3 である SHANK3a アイソフォームと intron10 から発現する N 末側欠損の

SHANK3c アイソフォームのプロモーター領域を明らかにし [Waga et al, 2014]、その下流に gfp

遺伝子を挿入した発現モニターマウス、それぞれ Shank3a-gfp トランスジェニックマウス、

Shank3c-gfp トランスジェニックマウスを作出した。その結果、各アイソフォームの発現領域な

らびに発現細胞の特定に成功した。 

 Shank3a-gfp Tg マウスでは、生後 1 日齢から線条体や嗅結節、視床に明らかな抗 GFP 抗

体のシグナルが観察された。さらに、生後 7 日齢で海馬歯状回に、生後 14 日齢では大脳皮

質においてもシグナルを確認した。これらの脳領域で見られたシグナルは、その後の脳発達

期においても顕著に確認されたが、小脳においては全く確認されなかった。生後間もない新

生児マウスにとって、嗅覚と聴覚は母マウスから母乳を得る上で重要な感覚機能である。こ

の時期、SHANK3a アイソフォームは嗅覚経路である嗅結節や聴覚経路である内側膝状体で

の発現が特に顕著であると推定された。一方、記憶・学習にかかわる海馬では、CA1 から

CA3 までのアンモン角では発現が見られず、歯状回に限定した発現であった。また、複数

の神経細胞で６層構造を形成している大脳新皮質は、認知や知覚、思考、運動、記憶など幅

広い高次な脳機能を担っている。SHANK3a アイソフォームの発現は、開眼後のマウスが他



者認識を行い社会性行動を示し始める３週齢以降、第 II〜IV 層の神経細胞で発現している

ことが示唆されたことから、様々な高次脳機能への関与が推定された。 

 Shank3c-gfp Tg マウスでは、生後２週齢までの新生児期において、海馬アンモン角、水

道周囲灰白質や内側中隔核などの視床や視床下部など、複数の領域で有意な抗 GFP 抗体シ

グナルが観察された。しかし、これらのシグナルは 14 日齢以降の幼若マウスにおいてはほ

とんど消滅した。視床下部は体温や呼吸、心拍などの自立神経系を制御している領域である

ことから、新生児期のマウスの生命維持に SHANK3c アイソフォームが関与している可能

性が考えられた。一方、姿勢や運動機能の制御に関わる小脳においては、新生児期に見られ

たプルキニエ細胞における抗 GFP 抗体シグナルは発達に伴い消滅したが、その後顆粒細胞

や星状細胞など、複数の神経細胞でシグナルが観察された。 

 

(2) Shank3 欠損マウスの社会性行動の定量的解析 

Shank3 欠損マウス(Shank3-nKO と表示)において、ICR 仔マウスとの対面試験から、１）他

マウスと接触を避ける警戒性、２）噛みつきなどの攻撃性、３）執拗な追い廻し、４）抱え込み・

過度のアログルーミング、の４つの行動様式を定義し、定量的な解析から行動様式の指標を確立

した。発達過程における対面試験の一例を図４に示す。Shank3-nKO-kf-1 および Shank3-nKO-

kf-3-2 はともに仔マウスとの接触が顕著に少ないマウスである。思春期（生後 40 日齢、47 日

齢）、青年期（生後 87 日齢）、成体（生後 129 日齢）の 3 回の実験で、ほぼ同様の行動様式を示

した。一方、Shank3-nKO-da-1 および Shank3-da-2 はともに仔マウスと接触過多のマウスであ

る。上記のマウスと同様に、思春期（生後 39 日齢）、青年期（生後 75 日齢）、成体（生後 116 日

齢）の 3 回の実験で、攻撃を含めほぼ同様の行動様式を示した。このように、ほとんどのマウス

が発達過程の３回の対面試験における行動様式に大きな変化は見られなかった。離乳直後のお

よそ 1 か月齢のマウスが示した行動様式が発達過程で大きな変化が見られなかったことから、

マウスが示す行動様式は少なくとも離乳直後の 1 か月齢で既に形成されていることが示唆され

た。ただし、雌マウスにおいて、出産・哺育を経験したマウスには変容がみられたマウスが確認

された。特に、攻撃性があった雌マウスが出産・哺育に成功した場合、その後の対面試験で攻撃

性が減少した例や、逆に出産・哺育に失敗したマウスでは再度攻撃性がみられた例は興味深い。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



(3) トランスクリプトーム解析による行動様式と関連する分子の探索 

 プライマーアレイを用いた遺伝子発現解析では、Ccl21 や Cxcl11、Ccr2 など複数のケモカイ

ンで、Shank3 欠損マウスにおいて大きな個体差を示す分子が見出された。一方、RNA シーケン

シングによる遺伝子発現解析では、Shank3 欠損マウスは野生型マウスに比べ、Baiap2l1 の発現

が有意に低下していた。BAIAL2L1 は、SHANK3 とシナプスで相互作用する BAIAP2(IRSp53)

ファミリーの一つである[Feng et al, 2022]。SHANK3 とともに BAIAP2 分子の発現低下は、

Shank3 欠損マウスが示す神経活動異常のひとつの起因メカニズムと考えられる。また、野生型

マウスと Shank3 欠損マウスとの比較解析に加え、行動様式が異なる Shank3 欠損マウス間（図

４で示した他マウスとの接触をほとんどしないマウス家系（Shank3-nKO-k）家系と接触過多・

攻撃をするマウス家系（Shank3-nKO-d 家系））での遺伝子発現の差異も検討した。その結果、

接触過多のマウス家系では、Lcn2（リポカイン２）の発現が有意に低下していることがわかっ

た。リポカイン２の慢性的な暴露により海馬を介した認知機能が低下することが報告されてい

ることから、リポカイン２は認知機能に関わる分子であることが推定される[Olson et al, 2021]。

Shank3 欠損マウスが示す異常な接触との関連性について、今後詳細な研究が必要である。その

他、接触過多を示す Shank3 欠損マウス家系ではモータータンパク質であるダイニンの構成分子

をコードする Dnah6 が有意に高い発現を示した。モータータンパク質は神経伝達物質やサイト

カインの細胞内輸送に関わることからも興味深い結果である。 
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