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研究成果の概要（和文）：我々は過去に、脂肪細胞型脂肪酸結合タンパク質Fatty acid binding protein 4 
(FABP4)の機能低下が自閉症病態形成に関与する可能性を報告した。しかし、以前の研究ではFABP4機能低下が神
経系に影響を与える時期が特定できなかった。本研究では、特に脳発達期に限局してFABP4機能低下の影響を調
べた。その結果、FABP4機能低下群では、自閉症様の行動表現型、錐体細胞樹状突起スパイン密度の上昇を認め
た。さらに、母体の血漿を用いた脂肪酸解析の結果、複数の脂肪酸組成の変化が見られた。これらの脂肪酸組成
の変化が、自閉症のリスク形成につながる可能性が推測された。

研究成果の概要（英文）：We have previously reported that the loss of function of the adipocyte-type 
fatty acid binding protein, Fatty Acid Binding Protein 4 (FABP4), may be involved in the 
pathophysiology of autism spectrum disorder (ASD). However, previous studies have not identified the
 specific timing at which FABP4 dysfunction affects the nervous system. In the present study, we 
examined the effects of FABP4 hypofunction with a focus on the period of brain development. Our 
results showed that mice with reduced FABP4 function exhibited ASD-like behavioral phenotypes and 
increased spine density in the prefrontal cortex. Furthermore, maternal plasma fatty acid analysis 
revealed multiple changes in fatty acid composition. We speculate that these changes in fatty acid 
composition may contribute to the risk of autism.

研究分野： 分子精神医学

キーワード： 自閉症　FABP4　脂肪酸　超音波発声　樹状突起スパイン　シナプス　サイトカイン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでのFABP4研究は成人におけるメタボリックシンドロームや慢性炎症中心の研究であった。本研究によ
り、脳発達期においてFABP4を阻害することが自閉症のリスク形成につながることが見出された。今後、それぞ
れの分野で培われてきた成果を「融合」させることで、将来的にブレークスルーや新たな研究領域の創出につな
がることが期待できる。
本研究では、自閉症リスクとの関連が疑われる脂肪酸を同定した。今後これらの物質が神経発達に与える影響を
調べることで、自閉症表現型を改善する物質であることがわかれば、将来的に自閉症の予防法や治療法の開発に
つながる可能性がある。

※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（以下、自閉症と略す）は、社会性障害、コミュニケーション障害、こだ

わり行動、などを特徴とする脳機能障害による小児の発達障害である。自閉症の病因については、
ゲノムの解析や死後脳の研究から、スパインやシナプスの異常が関連している可能性が指摘さ
れている。またそれ以外にも、臨床的な知見から、脂質代謝異常が自閉症の病態生理に関与する
可能性が示唆されている。しかし、詳しい分子メカニズムについては不明な点が多い。 
申請者はこれまでに、脂肪組織から分泌されるアディポカイン（脂肪組織から分泌される生理

活性物質の総称）に注目して自閉症病態形成メカニズムの研究を行ってきた。具体的には、アデ
ィポカインの一つである「脂肪酸結合タンパク質 Fatty acid binding protein 4: FABP4」の血中の濃
度が、低年齢の自閉症児で健常対照児と比較して低いこと、FABP4 のナンセンス変異を持つ自閉
症家系で変異と精神疾患が共分離すること、Fabp4 ノックアウトマウスが自閉症様行動表現型や
脳のシナプス形成異常を示すことを見出した。これらの結果は、FABP4 の機能不全が自閉症リ
スク形成に関わる可能性を示している（Maekawa et al., 2020）。一方で、ヒトおよびマウスの発達
期の脳には FABP4/Fabp4 の mRNA は極めてわずかしか認められないことから、なぜ FABP4 の
機能低下が自閉症病態形成に関わるのか詳しいメカニズムが不明であった。そこで申請者は、
「発達期の脳では脂肪組織由来の FABP4 及びそのリガンドが血流を介して神経系の発達に影響
する」という仮説（「脂肪組織-脳軸」仮説）をたてた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、どの時期の FABP4 機能低下が自閉症病態形成に影響を与えているかを調べるた
めに、マウス母獣に FABP4 阻害剤を投与し、仔の自閉症病態形成への影響を調べる。 
 
３．研究の方法 
(1) FABP4 阻害剤投与動物の作製: FABP4 機能低下の影響を調べるため、FABP4 阻害剤として知
られる BMS309403（MedChemExpress、Monmouth Junction、NJ）を用いた。BMS309403 は、まず
50mg/ml の濃度で DMSO に溶解してストック溶液として調製した。このストック溶液を、5μg/
μl の濃度になるようにコーン油（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO）で希釈した。等量の DMSO をコ
ーン油に溶解して対照溶液を調製した。これらの溶液を用いて、妊娠の少なくとも 2 週間前から
雌マウス（C57BL/6J）に BMS309403 を 15mg/kg の用量で経口投与した。その後、雌マウスを雄
マウスと交配させた。母マウスには出生後 28 日目まで溶液を経口投与した。同様の手順で同量
の対照溶液を投与する群も作製した。生後 28 日目で離乳し、その後は通常の飼育環境で仔を飼
育した。BMS309403 投与によ
る神経系への影響を評価する
実験には、BMS309403 投与マ
ウス（母獣）あるいは対照マウ
ス（母獣）から生まれた仔マウ
スを用いた。 
 
(2) シナプス形態解析: 生後 14 週齢の BMS309403 投与マウス（仔）あるいは対照マウス（仔）
をイソフルランで麻酔し、キットに付属するアルデヒド固定液で灌流固定した。脳を摘出し、ビ
ブラトーム VT1200S（Leica, Wetzlar, Germany）を用いて厚さ 100μm の切片を作製した。切片は
0.1 M PBS に回収した。sliceGolgi Kit (Bioenno Tech LLC)を用いて Golgi 染色を行った。組織切片
は BX61 顕微鏡（Evident Corporation, Tokyo, Japan）を用いて観察および撮影した。錐体細胞樹状
突起スパインの定量には、6 匹のマウスから合計 36 切片を用いた。錐体細胞は形態によって識
別し、内側前頭前皮質の第 V 層から無作為に選択した。画像は cellSens Standard software (Evident 
Corporation)を用いて撮影した。錐体細胞樹状突起の第２分岐 50-100μm の範囲で画像を取得し、
長さあたりのスパイン密度を求めた。解析はブラインドで行った。 
 
 
(3) 行動解析 
① 超音波発声（Ultrasonic vocalization: USV）試験: BMS309403 投与マウス（仔）、対照マウス

（仔）について、生後 7 日目（Postnatal day 7: P7）、10 日目（P10）の時点で母子分離時の超
音波発声を録音した。超音波発声は、Avisoft Bioacoustics CM16/CMPA (Avisoft Bioacoustics, 
Germany)で録音した。録音した音声は、Avisoft SASLab Pro (Avisoft Bioacoustics)で解析した。
母獣とその仔を入れたホームケージは、少なくとも 1 時間前に実験室に移した。試験の際に
は、防音ボックスの中に設置されたプラスチック製容器に仔を入れた。超音波は 3 分間録音
した。 

② マーブル埋め試験: 透明なプラスチック製のケージに、白い紙製の床敷(Paperclean, Japan 
SLC)を深さ 4 cm まで入れた。Habituation trial として、生後 10-14 週齢の BMS309403 投与マ



ウス（仔）あるいは対照マウス（仔）をテストケージに 30 分間入れた。その後ホームケー
ジに戻した。次に、15 個のガラス製のマーブルをテストケージの床敷上に均等に配置した。
Test trial として、マウスをテストケージに 30 分間入れた。表面積の 3 分の 2 以上が埋もれ
たマーブルの数をカウントした。 

③ 強制水泳試験:水深 10cm まで水を満たした透明なアクリル製シリンダーの中で、生後 10-14
週齢の BMS309403 投与マウス（仔）あるいは対照マウス（仔）を 6 分間泳がせた。最初の
1 分間のデータは除外し、残りの 5 分間を測定に用いた。マウスが動かなかった時間を ANY-
maze video tracking software（Stoelting Co., IL, USA）で測定した。 

④ その他: 生後 10-14 週齢の BMS309403 投与マウス（仔）、対照マウス（仔）について、精神
疾患関連行動試験（オープンフィールド試験、新奇物体認識試験、Y 字迷路試験、高架式十
字迷路試験、プレパルス抑制試験、チューブテスト）を行なった。全ての行動試験は 10:00-
18:00 の間に行った。 

(4) マウス血漿の解析 
① 採血: BMS309403 投与マウス（母獣、仔）あるいは対照マウス（母獣、仔）を、イソフルラ

ンで麻酔した。妊娠 17.5 日目で、母体の心臓の左心室から血液を直接採取した。胎児血液サ
ンプルは体幹から採取し、同じ母獣からの全ての仔の血液をプールして 1 つの検体とした。
母体血、胎児血、いずれについても、EDTA を含む血液サンプルを 1800rpm で 10 分間遠心
分離した。得られた血漿サンプルは、解析するまで-80℃で保存した。血液は、約 4 時間の絶
食の後、採取した。 

② 脂肪酸組成分析: 妊娠 17.5 日目の母獣およびその胎児から採取した血漿サンプル lߤ20 を使
用した。ナカライテスク社製脂肪酸メチル化キットにてメチル誘導化し、サンプル溶液とし
た。GC/MS 装置を用いて、血漿中の脂肪酸組成を調べた。分析には、GC8890/MSD5977B（ア
ジレントテクノロジー社製）を用いた。カラムは VF-WAXms の 30 m x 0.25 mm, 0.25 ߤm（ア
ジレントテクノロジー社製）を用いた。 

③ マルチプレックスサスペンションアレイ解析: 妊娠 17.5 日目の母体および胎児から採血し
た血漿サンプルを用いて、Bio-Plex Pro Mouse Cytokine 23-plex Assay (Bio-Rad, Melbourne, 
Victoria, Australia)で以下のサイトカインおよびケモカインの測定を行った。IL-1ߙ, IL-1β, IL-
2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-12 (p40), IL-12 (p70), IL-13, IL-17A, Eotaxin, G-CSF, GM-
CSF, IFN-ߛ, KC, MCP-1, MIP-1ߙ, MIP-1ߚ, RNATES, and TNF-ߙを測定した。 

 
４．研究成果 
(1)  
脳発達期における FABP4 機能低下による影響を明らかにするため、Fabp4 阻害剤として知られ
る BMS309403 を母獣に投与し、その仔の脳発達への影響を調べた。BMS309403 または対照溶液
を雌マウスに 1 日 1 回、交配前の 2 週間経口投与した。その後、雄マウスと交配させ、仔が生後
28 日目になるまで薬物投与を行った。BMS309403 投与した母獣から生まれた仔を実験に利用し
た。出生した仔は健康で、体全体や脳の形態に目に見える異常は認められなかった。 
 
(2) 
脳発達期における Fabp4 機能の低下が、仔の脳の微細構造に及ぼす影響を調べるため、14 週齢
の BMS309403 投与マウス（仔）と対照マウス（仔）の大脳皮質を用いて、錐体細胞樹状突起ス
パイン密度を評価した。BMS309403 投与マウス（仔）では、対照マウス（仔）に比べて、内側
前頭前第 V 層内の錐体ニューロンの樹状突起において、スパイン密度の有意な増加が観察され
た。これらの結果は、自閉症スペクトラム障害（Autism Spectrum Disorder: ASD）の死後脳で報告
されている表現型と類似していた。 
 
(3)  
妊娠中および生後早期の Fabp4 機能障害が仔の行動に及ぼす影響を調べるため、我々は
BMS309403 投与マウス（仔）の行動を評価した。まず、BMS309403 投与マウス（仔）あるいは
対照マウス（仔）について、P7 および P10 における音声コミュニケーション能力を評価した。
BMS309403 投与マウス（仔）の雄は、P10 において対照マウス（仔）と比較して鳴き声の数が減
少傾向を示した。BMS309403 投与マウス（仔）の雄は、P7 において対照マウス（仔）と比較し
て鳴き声の持続時間が有意に増加した。この結果は、BMS309403 投与マウス（仔）における言
語的コミュニケーション能力の変化を示している。一方、雌の BMS309403 投与マウス（仔）で
は、鳴き声の数、持続時間ともに変化は見られなかった。この結果は、BMS309403 の影響は雄
に特有のものであることを示唆している。 

BMS309403 投与マウス（仔）の雄については、さらに成体期でも行動解析を行った。ビー玉
埋め試験において、BMS309403 投与マウス（仔）は埋められたビー玉の数が有意に増加した。
この結果は、反復行動の亢進を示している。強制水泳試験において、BMS309403 投与マウス（仔）
では、無動時間が有意に増加した。この結果は、うつ様行動の亢進を示している。オープンフィ
ールド試験、新奇物体認識試験、高架式十字迷路試験、Y 迷路試験、プレパルス抑制試験、チュ



ーブ試験では、BMS309403 投与マウス（仔）と対照マウス（仔）の間に有意な変化は認められ
なかった。以上、BMS309403 投与マウス（仔）の雄は、言葉のコミュニケーションの変化、反
復行動の増加、抑うつ症状の
増加など、自閉症様の行動変
化を示した。 
 
(4) 

FABP4の機能障害が妊娠中
の母獣および胎児の血中の脂
肪酸組成に及ぼす影響を調べ
るため、BMS309403 投与マウ
ス（母獣、仔）と対照マウス
（母獣、仔）から血液を採取した。血漿中の脂肪酸組成（38 種類の脂肪酸）を調べた結果、母獣
の血中では 13 の脂肪酸を検出した。BMS309403 投与マウス（母獣）では、対照マウス（母獣）
と比較して、アラキドン酸が有意に上昇し、リノール酸は有意な減少を示した。ミリスチン酸と
ステアリン酸は増加傾向を示したが、オレイン酸は減少傾向を示した。他の脂肪酸については、
両群間で有意差は認められなかった。BMS309403 投与マウス（仔）および対照マウス（仔）の
血液では 12 種類の脂肪酸を検出したが、両群間で有意差を示すものはなかった。 

FABP4 機能障害が血漿中のサイトカインあるいはケモカインの値に及ぼす影響を評価するた
め、BMS309403 投与マウス（母獣、仔）と対照マウス（母獣、仔）から採血を行った。これら
の血漿を用いて、23 種類のサイトカインあるいはケモカインの測定を行った。母獣の血中では、
21 のサイトカインを検出した。BMS309403 投与マウス（母獣）では、対照マウス（母獣）と比
較して、IL-10 と IL-12（p40）は減少傾向を示したが、他の物質は両群間で有意差は認められな
かった。胎児血中では、23 サイトカインのうち 22 サイトカインを検出した。BMS309403 投与
マウス（仔）では、対照マウス（仔）と比較して、TNFߙが有意に低く、KC が減少傾向を示した。
その他のサイトカインについては、両群間で有意差は認められなかった。 
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