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研究成果の概要（和文）：自閉スペクトラム症（ASD）における酸化ストレスの役割に注目し、児童の末梢血中
フリーラジカル消去活性を比較測定した。ASD児童39例と年齢を一致させた定型発達児童58例の末梢血血清を電
子スピン共鳴装置スピントラップ法で評価比較したところ、一重項酸素、ヒドロキシラジカル、スーパーオキサ
イド、アルコキシラジカルの４種のフリーラジカル消去活性パターンが有意差を示した。このうちヒドロキシラ
ジカル消去活性減少、スーパーオキサイドとアルコキシラジカルの消去活性増大のパターンは学齢期と未就学の
自閉症児童に共通していて、特に6歳以下の幼児の自閉症診断のための強力な非行動的ツールとして役立つと判
明した。

研究成果の概要（英文）：We assessed oxidative stress alterations in autism spectrum disorder (ASD) 
by the MULTIS method, an electron spin resonance-based technique measuring multiple free radical 
scavenging activities simultaneously. Serum samples of 39 children with ASD and 58 age-matched 
children with typical development were analyzed. 
The ASD group showed decreased hydroxyl radical and singlet oxygen scavenging activity with 
increased serum coenzyme Q10 oxidation rate, indicating a prooxidative tendency in ASD. By contrast,
 scavenging activities against superoxide and alkoxyl radical were increased in the ASD group 
suggesting antioxidative shifts. In the subgroup analysis of 6-year-olds or younger, the combination
 of hydroxyl radical, superoxide, and alkoxyl radical scavenging activities predicted ASD with high 
odds ratio, positive likelihood, and percentage of correct classification (87.0%). MULTIS 
measurements may serve as a very powerful non-behavioral tool for the diagnosis of ASD in children. 

研究分野： 分子精神医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
自閉スペクトラム症（ASD）は社会性・コミュニケーションの障害、興味対象の制限を臨床的特徴とする発達障
害であるが、病態機序が不明で、ASDの早期診断に資するバイオマーカーは未だ存在しない（Uddin et al 
Transl Psychiatry 2017）。本研究で採用するフリーラジカル消去活性をふくむ多変量解析とコホートの組み合
わせはASD研究の方法論としてこれまでに例がなく、この手法で特異度、敏感度、再現性の高いASD早期診断マー
カーが確立できた場合、世界初の血液によるASD早期診断ツールの開発、予測に基づく早期介入が可能になる。
ひいてはASD者の社会適応の促進につながる点も有益である。

※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）は社会性の障害、コミュニ

ケーションの障害、興味対象の制限を臨床的特徴とす

る発達障害である 1。多くは 3 歳までに顕現化するが、

乳幼児期の高機能例は障害が見過ごされ、社会適応

に問題が生じるケースが少なくない。より早期の療育に

よって ASD 症状の悪化予防が可能とされる 2。この点

から早期診断は ASD 臨床の最重要課題であるが、こ

の領域の臨床医（発達小児科医、児童精神科医）が決

定的に不足している現状から、早期診断には客観性・

信頼性の高いバイオマーカーが求められてきた。 
 我々は ASD 児童の末梢血を用いて、生物学的診断

マーカーの探索に取り組んできた。近年に得たASD児

童は VLDL 特異的低脂血症を呈する所見から酸化ス

トレスとミトコンドリア機能に着目し、末梢血中フリーラジ

カル消去活性の変化を有力な生物学的診断マーカー

候補として同定した（特許 6830578 号）。5 歳以下の

ASD（N＝23）および定型発達児（N＝34）の末梢血血

清に含まれる各種フリーラジカル消去活性を ESR によ

るスピントラップ法により測定したところ、ASD 群は定型

発達群に比べ、ヒドロキシラジカル消去活性が有意に

低下した。一方、スーパーオキシドおよびアルコキシラ

ジカル消去活性は有意に上昇した（図 1）。この 3 つを

測定していずれも検査陽性であった場合、事前確率が

50％のときの事後確率は 99％で、ASD の判定にきわ

めて有用であった（図 2）。しかし、この所見の原因は不

明であり、精度の高いASD診断マーカーの確立には、

児の社会性・発達との相関を含めた、さらなる解析が求

められる。 
 
２．研究の目的 
 我々は、これまでの ASD 研究成果に基づき、酸化ストレスとミトコンドリア機能の障害に焦点を絞

った臨床研究を展開している。その過程で多種類の血中フリーラジカル消去活性が ASD 児童の

生物学的早期診断マーカーとして有望であることを見出した。本研究では、さらに多数の ASD 児

の末梢血血清を用いて、この所見が真に ASD の生物学的早期診断マーカーとなり得るかどうかを

検証するために、まず児童の社会性を測るツールとして開発した注視点検出装置 Gazefinder®3

を導入して、血中フリーラジカル消去活性が児童の社会性を反映しているかどうかを調べる。つい

で血中フリーラジカル消去活性の低下に関連の深い血中代謝産物をメタボローム解析法により探

索し、血中フリーラジカル消去活性の原因を探る多変量解析と臍帯血コホート解析を行って、この

所見の根底にあるエネルギー代謝異常の全容解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
令和元年度 
（１）研究資源の確保 （担当：松﨑・辻井・土屋） 
① 就学児童のサンプル収集：我々は辻井が主宰するNPO法人アスペ・エルデの会の全面的協

力を得て、平成15年度から日本人ASD者の血液検体収集を開始し、サンプル管理を行って

きた。現在、その総数は300例を超え、対照となる定型発達者の血液検体も公募によってほ

ぼ同数確保している。就学児童サンプルの分析は、このうち3歳から10歳までの未服薬の

 
図 1 ASD 児童の血中フリーラジカル

消去活性 

 

図 2  フリーラジカル消去活性測定に

基づくASDの事前確率と事後確率 



ASD児童および、性別・年齢をマッチさせた定型発達児童の血清・リンパ芽球を各群60名分

ずつ用いて行う。新たなリンパ芽球の樹立は、鎌倉テクノサイエンス（株）に委託する。 
② 対象児童の臨床診断：ASD児童の臨床診断に際し、DSM-5に加えてADI-R・ADOSによる

評価を行う。これらの研究用診断基準の使用は診断技法トレーニングを受けたうえでの国際

ライセンス取得を要するが、土屋はその先駆けである。また、土屋の先導により診断基準の日

本語訳の版権と使用権も我々が所有している。 
 

（２）末梢血検体解析 （担当：松﨑・平山） 
① 末梢血血清のフリーラジカル消去活性測定：血

液検体収集で得られた末梢血血清を電子スピン

共鳴装置（Electron Spin Resonance：ESR、図

3）にかけASD者群と定型発達群の多種類のフリ

ーラジカル消去活性を測定する。活性酸素種は

反応性が高く、安定に存在する時間が短いが、

ESRスピントラップ法によりその動態を各活性酸

素種に特異的に反応する抗酸化物質に対する

消去活性として測定し得る。一定量のフリーラジ

カルが生成できる溶液に試料を加え、発生する

フリーラジカル量が減少すれば活性酸素消去活

性ありと評価することができる。平山が担当する。 
② 末梢血血清メタボローム解析による代謝産物の

特定：上記の血清を用いてCE-TOFMS（図4）に
よるメタボローム解析を施行する。この機器では、

キャピラリ電気泳動で短い分析時間と高い分離

効率を実現しながら、質量選択検出器により分

子量および分子構造の情報を得ることができる。

解析結果をASD者群と定型発達群とで比較する

ことにより、ASD者群に特異的な濃度変化を有

する代謝産物を検索する。CE-TOFMSのデータベースには解

糖系やTCA回路など主要な代謝経路の代謝物質データが約

800例収載されており、このデータベースからのライブラリサー

チにより血液サンプルでは200種類の代謝物質のヒットが見込

まれる。代謝物質定量ののち、ESR測定値を交えたクラスター

解析（図5）の多変量解析によって、ASD特異的かつ酸化ストレ

ス・ミトコンドリア機能の異常と関連の深い代謝産物を同定す

る。松﨑が担当する。 
③ 末梢血リンパ芽球の遺伝子解析：上記の代謝産物について関

連が深い遺伝子を選び、同じ被験者検体のリンパ芽球中の遺

伝子発現変化を定量リアルタイムPCRで評価する。遺伝子

mRNAの発現量測定にはTaqMan assaysを用いる。松﨑が

担当する。 
 

  

 
図 3 電子スピン共鳴装置（日本電子） 

 

図 4  CE-TOFMS 7100 (Agilent) 

 
図 5 クラスター解析 



（３）注視点検出装置を用いた社会性評価（担当：小坂・土屋） 
 乳幼児に人物の顔を含む視覚刺激を提示し、児の

注視点の分布を解析すると、ASD児では定型発達児

よりもその注視点が目の周りに集まりにくい。この点に

着目して、土屋はJVCケンウッドと共同で注視点検出

装置Gazefinder®を開発した（図6）。この傾向は目に

注視したくなるような動画を用意しても減弱しない明瞭

なtraitであったことから、社会性の指標になると見込

まれる。頭部の固定が不要なため、乳幼児でも  デー

タ取得が可能で、成人例ではASDの判別に利用でき

る3。本研究では定型発達児、ASD児各60例 (3～10
歳) で注視点検出を行い、乳児と幾何学的模様によ

る標準視覚刺激を用いた場合の注視点パターン（図

7）から「目周囲領域滞留時間」「口周囲領域滞留時

間」「その他の領域滞留時間」を測定する。ついで、

ESR測定値との相関解析によって、児童の血中フリー

ラジカル消去活性が社会性を反映するかどうかを調

べる。 
 
令和2年度 
（４）臍帯血出生コホート （担当：松﨑・平山・土屋） 
 土屋は、新生児を対象とした追跡的縦断コホート調査を行う目的で平成19年度より臍帯血の収

集を始め、平成23年度末までに1,200名の新生児を登録した。児の母親に面接を行い、児の両

親の生年月日、年齢、性別、社会階層などの人口統計学的情報を取得し、さらに3年にわたる追

跡的縦断調査への協力を依頼している。児の出産に際して臍帯血血清を採取・保存し、母子手

帳のデータを収集している。出生後1、4、6、10、14、18、24、36ヶ月の時点でMullen Scales of 
Early Learning行動評価および小児科診察を行い、14ヶ月以上の児に対してASDスクリーニン

グテスト（M-CHAT）を行っており、いずれかで異常所見を呈した24ヶ月の児に対してADI-R・

ADOSを施行し、ASD診断を満たすかどうかを追跡している4。現時点で登録された児童のうち約

30名にASDの疑いがある。 
① 臍帯血血清のフリーラジカル消去活性測定：収集した臍帯血血清全例について、前年度同

様にESRを用いたスピントラップ法でフリーラジカル消去活性を測定する。 
② 臍帯血血清のメタボローム解析：収集した臍帯血血清全例についてCE-TOFMSによるメタ

ボローム解析を施行し、前年度に特定した代謝産物の濃度を測定する。 
③ 臍帯血出生コホートによるフリーラジカル消去活性・代謝産物の追跡：測定した臍帯血血清

のフリーラジカル消去活性・代謝産物がASDの超早期診断マーカーとして有用となるかどう

かの検証を行う。平成25年度までに確定した登録者の診断を基にコホートで登録児童の発

達の動向を追跡のうえ、フリーラジカル消去活性所見・酸化ストレス・ミトコンドリア機能関連代

謝産物の敏感度、特異度、陽性結果予測値を評価して、発症予測性の精度等を確認する。 

 

図 6 注視点検出装置（Gazefinder®） 

 
   ASD 児童         定型発達児童 

図 7 Gazefinder®で検出される注視点分布 



４．研究成果 
フリーラジカルの末梢血中消去活性測

定が未就学 ASD 児童の早期診断に役

立つ可能性を見出して論文投稿を行った

ところ、当初サンプルサイズが小さい、年

齢層が限られている等のコメントがあっ

た。そこで学齢期（6 歳以上）の ASD 児

童の血液検体を追加で収集して、複数の

活性酸素種について ESR によるフリーラ

ジカル消去活性測定を行った。最終的に

学齢期と未就学の児童で、計 39 例の

ASD 児童検体、計 58 例の定型発達児

童検体を ESR スピントラップ法で評価比

較したところ、一重項酸素、ヒドロキシラジ

カル、スーパーオキサイド、アルコキシラ

ジカルのフリーラジカル消去活性パター

ンが有意差を示した（Figure 1）。 
このうちヒドロキシラジカル消去活性減

少、スーパーオキサイドとアルコキシラジ

カルの消去活性増大のパターンは学齢

期と未就学のASD児童に共通していて、

ROC 解析によって特に 6 歳以下の子供

における ASD の診断のための非常に強

力な非行動的ツールとして役立つと確認

できた（Figure 2）。令和 2 年度には論文

を Scientific Reports 誌に投稿して受理

された 5。国内出願中だった特許も受理さ

れ、令和 3 年 1 月 29 日に登録された。 
なお、注視点検出装置を用いた社会

性評価については一部施行したが、測定

環境によって評価結果が安定せず、中止

された。メタボローム解析、末梢血リンパ

芽球の遺伝子解析を用いた評価は

COVID-19 拡大防止のための研究環境

集約措置によって行われなかった。臍帯

血解析は一部実施されたが、予定の研究

期間中に解析を終えることができなかった。 
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