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研究成果の概要（和文）：自閉性障害(ASD)や知的障害(ID)におけるシナプス障害の分子メカニズムやダイナミ
クスは殆ど判っていない。そこで共焦点顕微鏡を利用して初代培養海馬神経細胞におけるシナプス動態のin 
vitroライブイメージ解析を行った。特に、シナプスの構造を、１）スパイン初期形成、２）スパインの経時的
形態変化、３）スパイン密度変化、の３要素に分け、シナプス障害がIDやASDを引き起こす構造基盤のダイナミ
ックな実体の一端をライブイメージで明らかにした。加えて、電気穿孔法を応用してマウスの海馬神経細胞へ各
種ベクターを導入し、シナプスの構造・形態変化をin vivoでライブイメージ解析する技術開発を試みた。

研究成果の概要（英文）：Functional and structural defects in Synapses are essential for the 
pathophysiology of autism-spectrum disorder (ASD) and intellectual disability (ID). In the present 
study, we performed in vitro live-imaging analyses of synapses in cultures mouse hippocampal 
neurons.Especially, we observed synaptic structure from the points of 1) spine formation, 2) 
temporal change of spine morphology and 3) spine density. By knockdown of ASD- or ID-related genes 
such as small GTPases, we clarified the possible involvement of gene abnormalities in the 
pathophysiology of ASD and ID. We also tried to set up the experimental system for in vivo analyses 
of spine dynamics.

研究分野： 神経発達障害の分子生物学解析
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１．研究開始当初の背景 

自閉性障害(ASD)は、社会性・言語やコミュニ

ケーション能力の発達障害、および常同性を主た

る症状とする発達障害で、半数が知的障害(ID)を

合併する。ASD と ID の発症の基本メカニズムは

他の発達障害と共通性があり、脳高次機能に対応

する神経回路（シナプス）発達の異常と考えられ

る。実際、ASD や ID の病因・病態関連遺伝子は

既に数百も報告されているが、シナプス形成・維

持に関係する機能を持つ遺伝子が多い。これらの

事実も、ASD や ID が、シナプスの機能・形態的

異常（神経回路形成・維持不全）を背景とする「シ

ナプス病」である可能性を示す。しかしながら、

ASD や ID におけるシナプス障害の実体は殆ど不

明であり、シナプス・ダイナミクスに関する時間

空間的な解析も殆どなされていない。 

私どもは、1)電気穿孔遺伝子導入法を用いてマ

ウス胎仔脳に遺伝子や siRNA を導入し、2)その後、

大脳皮質スライスを作製し、3)そのスライスを共

焦点レーザー顕微鏡下で培養しながら長時間ラ

イブイメージ観察することで、大脳皮質形成過程

を細胞レベルで詳細に解析している。この手法を

用いて最近、幾つかの ASD/ID 病因遺伝子の機能

を解析し、大脳皮質形成（神経細胞の移動・局在

と形態）と神経軸索伸長の異常への関与の実態を

報告した。このような成果を基礎にして、発達期

の神経細胞移動・形態のライブイメージング技術

を「シナプス動態の可視化」に応用して、ASD と

ID の研究に新たな視座を導入しようと考えて本

研究の着想に至った。 

２．研究の目的 

ASD や ID の病態にはシナプス構造・機能障害

が重要な役割りを果たす。しかし、シナプス障害

の分子病態メカニズムやダイナミクスは殆ど判

っていない。そこで本研究では、共焦点レーザー

顕微鏡下での培養・動画撮影を応用して初代培養

海馬神経細胞におけるシナプス動態の in vitro ラ

イブイメージ解析を行う。特に、シナプスの構造

を、１）スパイン初期形成、２）スパインの経時

的形態変化、３）スパイン密度変化、の３要素に

分け、シナプス障害が ID や ASD を引き起こす構

造基盤のダイナミックな実体をライブイメージ

で明らかにする。加えて、電気穿孔法を応用して

マウスの海馬神経細胞へ各種ベクターを導入し、

シナプスの構造・形態変化を in vivo でライブイ

メージ解析する技術を開発し、ASD や ID でのシ

ナプス病態の包括的形態解析を目指すことを目

的とした。 

３．研究の方法 

共焦点レーザー顕微鏡観察下で初代培養マウ

ス海馬神経細胞のシナプス動態の in vitro ライブ

イメージ観察を遂行することにより、ASD と ID

の病因・病態関連遺伝子がシナプス動態に与える

影響を画像解析した。モデル遺伝子として選定し

た ASD/ID 原因遺伝子 RBFOX1（スプライス制

御因子をコードする）のノックダウンや変異体の

発現が、シナプス形成の異常を引き起こすかどう

かを、スパイン伸長・形成／退縮・密度に着目し

ながら in vitro で観察した。得られた結果を、固

定標本における形態変化の表現系と比較解析し

た。また、電気穿孔遺伝子導入法と共焦点レーザ

ー顕微鏡ライブイメージングを複合的に組み合

わせた in vivoシナプス動態観察法の構築を試み、

遺伝子異常がシナプス動態に及ぼす影響をマウ

ス個体・組織レベルで時間的・空間的にライブイ

メージ解析した。 

４．研究成果 

RBFOX1 遺伝子の欠失や重複は、ASD、ID、て

んかん等の発達障害の原因となる。しかし

RBFOX1 の機能不全がシナプス形成の異常を惹起

するメカニズムやシナプス形成障害の実態につ

いては不明である。私共は本研究において、発達

期の大脳皮質シナプス形成における RBFOX1 の

機能を解析するために、共焦点顕微鏡ライブイメ

ージングによる時間空間的解析を行った。最初に、

初代培養マウス海馬神経細胞を用いて、RBFOX1

発現抑制がシナプス形態に及ぼす影響を固定標

本で観察するとともにライブイメージ観察した。

その結果、固定切片と同様にライブイメージ観察

でも RBFOX1 発現抑制細胞では、成熟型スパイン



の密度が現象し、未成熟スパイン（分枝型、フィ

ロポディア型）の密度が増加していた。しかしな

がら、固定切片と異なり、ライブイメージでは動

的なスパインの動きを如何に定量化するかとい

う問題が生じた。ライブイメージングでは、細胞

ごと、さらには同一細胞においても樹状突起の部

位ごとに「動的変化」の差が見られたため、定量

方法の確立が必要となった。 

さらに、子宮内胎仔脳遺伝子導入法により

RBFOX1 を発現抑制した脳切片の in vivo ライブ

イメージングを試行した。切片中の神経細胞は非

常に脆弱であるため、培地や CO2 濃度を調整して

至適実験条件を設定した。RBFOX1 を発現抑制し

た大脳皮質神経細胞では、発達期において樹状突

起の分岐が減少し、対側に伸びる軸索の伸長も抑

制された。さらに、スパイン形成障害がシナプス

機能障害を引き起こすことを、電気生理学手法で

明らかにした。 
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