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研究成果の概要（和文）：自閉症の原因を解明する目的で、自閉症のモデルとして作成した

Neuroligin-3の 451番目のアルギニンがシステインに置換された変異マウスのシナプス機能を

解析した。このマウスの海馬のシナプスでは、NMDA 受容体と呼ばれるグルタミン酸受容体を介

したシナプス伝達が増強しており、これは NMDA 受容体のシナプス表面での数が増加することに

起因していることが判明した。また、このマウスではシナプスの形態学的異常も認められた。

これは、今後ヒトの自閉症の原因解明や治療法開発する上で、重要な知見であると考えられる。 

 

 

研究成果の概要（英文）：To study the pathogenesis of autism, we analyzed the synaptic 

function in mouse models harboring Neuroligin-3 R451C mutation.  We found that the 

synaptic transmission mediated by NMDA glutamate receptors was enhanced in the 

hippocampus of these mice and this was due to the increased number of the receptor on 

the synaptic membrane.  In addition, we found morphological abnormalities in the mutant 

synapses.  These findings may provide insight into understanding the pathopysiology and 

developing treatments of autism. 
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１．研究開始当初の背景 

Neuroligin は、シナプス後終末に局在する

細胞接着因子で、細胞外領域に alpha, 

beta-hydrolase 様ドメインと、細胞内領域

に type I-PDZ ドメイン結合領域を有する 1

回膜貫通型タンパク質である。Neuroligin 

は、シナプス間隙において、カルシウム依存

的にシナプス前終末に局在する細胞接着因

子 Neurexin と結合し、シナプスの形成およ

び機能的成熟に関与していると考えられて

いる。近年、Neuroligin および Neurexin を

コードする遺伝子の変異が自閉症患者から

発見され、Neuroligin/Neurexin の異常によ

って引き起こされるシナプス機能の改変が、

自閉症病理と関連していると考えられるよ

うになった。我々は、これらの変異の中の一

つ、Neuroligin-3 の、特に保存性の高い 451

番目のアルギニンがシステインに置換され

た変異を再現したノックインしたマウス

(Neuroligin-3 R451C) を作成し解析を行っ

てきた。このマウスは正常に発生、成長し、

肉眼的異常は認められないが、電気生理学的

にシナプス機能を解析したところ、大脳皮質

の体性感覚野において、抑制性シナプスの機

能の亢進が認められた。行動学的解析を行っ

た結果、自閉症でみられる社会的相互作用の

低下、および空間学習記憶の亢進が認められ

た。しかし、これを引き起こすメカニズムは

今のところ全くわかっていない。私は、

neuroligin-3 R451C 変異がモデルマウスに

おいて自閉症を起こすメカニズムを解明す

ることはヒトの自閉症発症の原因を解明す

ることにつながるのではないかと考え、本研

究を立案した。 

 

 

２．研究の目的 

自閉症は２～３歳頃に発症する神経発達障

害で、患者数は年々増加の一途をたどってい

る。自閉症は統計学的に遺伝学的素因との関

連が示唆されているが、その原因はいまだ不

明のままである。このため、発症前の診断や

根本的治療法は開発されていない。自閉症は

一度発症すると生涯治癒しない疾患であり、

患者本人のみならず、家族を含めて疾患のた

めに人生を全般に渡って束縛されることに

なる。このため、自閉症の原因を解明するこ

とは急務であり、我々はこの手がかりとして、

ヒトの自閉症患者から発見された遺伝子変

異を有する neuroligin-3 R451C ノックイン

マウスを用いて自閉症の病態の解明を目指

す。Neuroligin はシナプス末端に局在し、シ

ナプスの形成および機能獲得に寄与してい

ることが知られることから、特にシナプス機

能に着目して解析を行う。 

 

以前の研究で、neuroligin-3 R451C ノックイ

ンマウスでは、大脳皮質において抑制性シナ

プス機能の亢進が見られるという結果が得

られている。一方、行動学的解析により、こ

のマウスでは社会的相互作用の低下が見ら

れると同時に、空間学習記憶能力の顕著な増

強が見られている。このマウスでみられる行

動異常とシナプス機能の関係を調べる目的

で、空間学習記憶能力との関係が深いとされ

る海馬のシナプス機能を電気生理学的に解

析する。また、このマウスのシナプスの微細

形態を、電子顕微鏡を用いて解析する。さら

に、シナプス伝達に重要な役割を果たす神経

伝達物質受容体のシナプス膜面での動態を、

凍結割断レプリカ免疫電顕法（SDS-FRL 法）

を用いて解析する。 

 

本研究は、自閉症モデルとして作成した

neuroligin-3 R451C ノックインマウスのシ

ナプスの異常を解析することにより、自閉症

の原因の解明を目指すことを目的とする。 



 

 

 

３．研究の方法 

(1) 電気生理学的解析 

① 細胞外記録による解析 

Neuroligin-3 R451C ノックインマウスと野

生型マウスの海馬の切片を作成し、海馬 CA1

領域の放線層に記録電極を置き、CA3 と CA1

領域の境界領域の放線層を電気刺激し、シナ

プスの活動を解析した。シナプス前終末の一

斉発火を反映した線維斉射に対する fEPSP

の傾きを解析した。また、paired-pulse 比,

や長期増強(LTP)についても解析した。 

 

② パッチクランプ法による解析 

上記切片の海馬の CA1 領域の錐体細胞をパ

ッチクランプし、興奮性および抑制性シナプ

スの自発的活動や、電気刺激に対する応答、

AMPA/NMDA 比を測定した。 

 

(2) 遺伝子発現の解析 

成熟マウスの脳から嗅球、大脳皮質前頭前野、

線条体、扁桃体、海馬、視床、黒室、小脳の

組織を取り分け、RNA を抽出した。これを

テンプレートとして、neuroligin-1, 2, 3 と、

neurexin-alpha-1, 2, 3, beta-1, 2, 3 に特異

的 な PCR primer を 用 い て real-time 

RT-PCR を行い、GAPDH 特異的 primer に

よる real-time PCRを内在コントロールとし

て、各組織におけるこれら遺伝子の発現レベ

ルを解析した。 

 

(3) 形態学的解析 

① 電子顕微鏡によるシナプス微細形態の

解析 

Neuroligin-3 R451C ノックインマウスと野

生型マウスの海馬の CA1 領域の放線状層の

組織を切り出し、固定後、超薄切片を作成し、

透過型電子顕微鏡にてシナプスの形態を観

察した。これら両マウス系統について、シナ

プス後膜肥厚とアクティブゾーンの形態を

指標とし、興奮性及び抑制性シナプスの数を

数えると同時に、シナプス後膜肥厚、シナプ

スボタンの大きさの測定、シナプス小胞の数

を数え、結果を比較した。 

 

② 凍結割断レプリカ免疫電顕による解析 

これらの組織を凍結割段し、白金カーボン蒸

着によりレプリカを作成し、NR1 抗体を用い

て免疫染色を行った。金粒子二次抗体を用い

て NR1 のシグナルを検出し、透過型電子顕

微鏡にてシナプス膜面における NR1 の数を

定量した。 

 

③ 樹状突起の分枝および樹状突起棘の解

析 

海馬の CA1 領域の錐体細胞に色素を注入し、
共焦点蛍光顕微鏡にて樹状突起の分枝の状
態を測定した。また、樹状突起棘の数を数え
た。 

 
４．研究成果 

以前の研究で、自閉症患者から見つかったシ

ナプス接着因子 Neuroligin-3 の１アミノ酸

置換（R451C）が、これをゲノム上で再現し

たノックインマウスで自閉症様行動を引き

起こすことが示されている。この原因を解明

する目的で、本研究においてこのマウスのシ

ナプス機能の解析を行った。このマウスでは

モリス水迷路試験を用いた行動解析により

空間学習記憶能力の増強が見られることか

ら、空間学習記憶の責任領域とされる海馬の

シナプス機能を電気生理学的手法を用いて

解析したところ、抑制性シナプス機能は正常

であったのに対し、興奮性シナプス機能の増

強が認められた。この結果は、行動学実験の

結果と整合性の取れるものであるが、このマ

ウスの大脳皮質のシナプスで抑制性シナプ

ス機能が増強し、興奮性シナプス機能は正常

という以前得られた結果と大きく異なるも



 

 

のである。これは、この変異が単にシナプス

機能を一律に改変しているのではなく、脳の

領域ごとに異なる様式でシナプスの興奮

性・抑制性機能のバランス異常を引き起こし

ているものと考えられる。どうしてこのよう

な領域ごとによるシナプス機能の違いを引

き起こしているのかを解明するために、

neuroligin 遺伝子群の脳の各部位での発現

パターンを real-time PCR 法を用いて定量的

に解析した。しかし、neuroligin の主要な

アイソフォームについて、脳の領域ごとの際

立った違いは認められなかった。次に、

Neuroligin のシナプスにおけるリガンドと

して知られる Neurexin の主要なアイソフォ

ームについて発現を調べたところ、脳の領域

ごとに異なるパターンが認められた。このこ

とから、Neuroligin は脳の各部位において、

異なる Neurexin のアイソフォームと結合す

るとことにより、シナプス機能の特異性を生

み出している可能性が示唆された。 

 

このマウスでみられるシナプス機能異常

をさらに詳細に解析する目的で、興奮性シナ

プス伝達を司るグルタミン酸受容体である

NMDA 受容体と AMPA 受容体のシナプス応答の

比を解析した。この結果、AMPA受容体よりも

NMDA 受容体の応答が優位に増強しているこ

とが判明した。また、形態学的解析により、

R451C ノックインマウスでは海馬の錐体神経

細胞の樹状突起の分枝が増加していること

が判明した。さらに、シナプスの微細形態に

おいて、モデルマウスではシナプス小胞の数、

シナプス末端の面積、棘突起の面積が減尐し

ていることが判明した。凍結割段レプリカ免

疫電顕法（SDS-FRL法）を用いた解析により、

モデルマウスではシナプス後膜面での NMDA

受容体の NR1サブユニットの密度が増加して

いることを見出した。 

 

これらのことから、このマウスでは脳の領

域によって異なるレベルのシナプスの興奮

性・抑制性のバランス異常が認められ、これ

はシナプスの微細形態や神経伝達物質受容

体の局在異常によるものと考えられる。本成

果は、ヒトの自閉症患者から発見された変異

を導入した動物モデルにおいて、神経機能異

常が引き起こされる原因としてのシナプス

異常の様態を明らかにした世界で最初の知

見である。自閉症は症例ごとに臨床像が大き

く異なるが、尐なくともあるタイプの自閉症

では、本研究で見られたシナプス異常に起因

する可能性が考えられ、今後自閉症の臨床病

理学的研究を行っていく上で、本研究成果は

重要な情報をもたらしたといえる。 
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