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研究成果の概要（和文）：　本研究で我々はNSFヘテロKOマウスおよびNSFコンディショナルKOマウスを作製・維
持して実験に供した。その結果、NSFヘテロKOマウスは、社会性・コミュニケーション能力・常同行動の3点にお
いて自閉症様行動を示し、脳内のSERT分子・AMPA受容体分子の細胞膜への移行も阻害されていた。電気生理学的
特性として、海馬CA1領域でE/Iバランスの乱れを示唆するLTD振幅の有意な減衰も確認できた。よってNSFヘテロ
KOマウスは自閉症の新たなモデルになり得ると結論し、国際学会で発表した。一方、NSFコンディショナルKOマ
ウスについては、多くのマウスが6週齢まで成育せず、研究の進展が見込めなかった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we generated and maintained NSF hetero KO mice and NSF 
conditional KO mice for experiments. As a result, NSF hetero KO mice exhibited autism-like behavior 
through social interaction, communication and stereotyped behavior. In these mice, SERT / AMPA 
receptor delivery to the cell membrane in the brain was insufficient. Significant attenuation of LTD
 amplitude was also confirmed in the mice, which suggests that E / I balance is disturbed in the 
hippocampus CA1 region of NSF hetero KO mice. Therefore, we concluded that NSF hetero KO mice could 
be a novel model of autism spectrum disorder and presented at international conferences. On the 
other hand, NSF conditional KO mice failed to grow up to 6 weeks unfortunately, which inhibited the 
progress of this study.

研究分野： 分子精神医学

キーワード： 自閉症　セロトニントランスポーター　AMPA型グルタミン酸受容体　シナプス膜移行　E/Iバランス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究で得られた成果は、すでに報告された自閉症のセロトニン動態をよく説明するため、自閉症のメカニズ
ム解明に迫る新たな病態仮説構築の可能性を孕んでいる。次に解決すべき問題は、このシナプス分子膜移行の異
常が自閉症の治療標的となるかどうかである。そこでAMPA受容体のシナプス膜移行を促す化合物edonerpic 
maleateと運動負荷をNSFヘテロKOマウスに与えて、マウスに現れる自閉症様の表現型が修復できるかどうかを検
証する計画「シナプス膜移行異常モデルを用いた新規自閉症治療標的の検討」を令和元年度基盤研究Bとして申
請し、採択された。この試みが成功すれば、新たな自閉症治療手段の開発につながる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 自閉症者の末梢血中セロトニン高値が 1960 年代に報告されて以来、自閉症とセロトニン神経系の関
連が注目されてきた （Schain & Freedman 1961）。セロトニン・トランスポーター（SERT）と自閉症の関
連を示す生体脳での直接証拠は長い間なかったが、我々は SERT 特異的トレーサー[11C]（+）
McN-5652 を用い、自閉症者脳内の SERT 分布密度を Positron Emission Tomography （PET）により
解析した（Nakamura et al 2010）。その結果、自閉症者では脳の広範囲にわたり細胞膜上の SERT トレ
ーサー結合が低下し、この所見が自閉症の諸症状と密接に関連することが示唆された。 
 PET で用いる SERT 特異的トレーサーは細胞膜の SERT 蛋白質の細胞外領域に結合するため、PET
所見の原因として、SERT の発現量の低下（翻訳の障害・分解の亢進）、SERT 蛋白質の細胞膜への輸
送の障害、細胞膜上 SERT 蛋白質の構造異常による PET トレーサーの結合能低下の 3 つが考えられ
た。しかし米国の Autism Tissue Program より取得した死後脳で SERT mRNA の定量を行ったところ、
健常群と自閉症群との間に脳内 SERT の発現の差異はなかった。我々は既に SERT の結合分子の一
つ Syntaxin 1A の遺伝子解析で、自閉症と相関のある SNP を明らかにしている（Nakamura et al 2011）。
そこで、この成果から細胞内輸送の障害が最も疑わしいと考え、SERT を輸送する分子の中に自閉症
の 病 態 に 関 与 す る も の が あ る と 予 想 し て SERT 結 合 分 子 群 を 網 羅 的 に 探 索 し 、 NSF
（N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein）を見出した。さらに自閉症者リンパ球での NSF mRNA 発
現の有意な低下および上記死後脳での減少傾向を発見した（Iwata et al 2014）。また、培養細胞レベ
ルで siRNA を用いて NSF の発現抑制を行うと、SERT の膜移行およびその機能が阻害される現象も
示された（Iwata et al 2014）。以上のデータは、これまでに報告された自閉症のセロトニン動態をよく説
明するため、自閉症のメカニズム解明に迫る新たな病態仮説構築の可能性をはらんでいる。 
 
２．研究の目的 
 上記の研究成果から、神経細胞内で神経伝達物質関連分子（受容体・トランスポーター）のシナプス
膜移行異常によるシナプスの機能不全が自閉症の原因であるとする「自閉症のシナプス膜移行異常
仮説」をたてた。本研究ではまず NSF と SERT の関連に的を絞り、セロトニン神経特異的な NSF コンデ
ィショナルノックアウトマウス（NSF-cKO-SNS）の作製・解析を行い、これまでの結果を個体において検
証する。さらに、NSF の SERT を含めた神経伝達物質関連分子との結合および膜移行制御が自閉症
に関与しているかを検証するため、神経・グリア細胞特異的な NSF コンディショナルノックアウトマウス
（NSF-cKO-NGS）の作製・解析を行い、神経伝達物質関連因子の異常およびそれに伴う行動の異常
を網羅的に解析する。ついで、結果に応じて NSF 結合分子の探索と機能分析、さらにそれらの遺伝子
解析を行い、以上を総合して自閉症と神経伝達物質関連分子膜移行の関連を検討し、仮説の正否を
検証する。 
 
３．研究の方法 
 
平成 28 年度 
①NSF-cKO マウスの作製・維持（担当：謝） 
 Cre/loxP システムを用い、NSF の発現を種々の特異的条件で抑制したマウスを作製する。Cre を発動
させるプロモーターの種類によって、セロトニン神経特異的 NSF ノックアウトマウス（serotonin neuron 
specific NSF conditional knockout mice： NSF-cKO-SNS）および神経・グリア特異的 NSF ノックアウトマ
ウス（neuron and glia specific NSF conditional knockout mice： NSF-cKO-NGS）を確立する。 
loxP カ セ ッ ト に 挟 み 込 ん だ NSF 遺 伝 子 と 緑 色 蛍 光 蛋 白 遺 伝 子 （ EGFP ） を 連 結 し た
loxP-NSF-loxP-EGFP-FRT-neomycin-FRT カセットを作り、NSF 遺伝子座と置換して NSF flox/flox マ
ウスを作製する。既に、我々はこのマウスの作製に成功し、継代維持している。 
NSF-cKO-SNS の作製 NSF flox/flox マウスとセロトニン神経特異的 Cre マウスを交配して作製する。
SERT のヘテロノックアウトマウスは不安行動などの行動異常を呈すると報告されている（Murphy and 
Lesch 2008）ため、行動解析を含む本研究課題において SERT プロモーターを標的にするのは適当で
ない。そこでセロトニン神経特異的に発現している他の遺伝子Tph2もしくはPet1のプロモーターにCre
を繋いだマウスを用いる。これら遺伝子のヘテロノックアウトマウスに顕著な行動異常は認められてい
ない（Hendricks et al 2003; Alenina et al 2009）。東北大学・西森克彦先生の御厚意で既に Pet1-Cre マ
ウスを入手している。 
NSF-cKO-NGS の作製 神経細胞とグリア細胞特異的ノックアウト作製が可能な nestin-Cre マウス 
（Nes-Cre）, もしくはタモキシフェン投与により抑制の時期を制御できる Nes-CreER マウスを用いる。こ
れらは理化学研究所、バイオリソースセンター社、The Jackson Loboratory 社より購入済みである。NSF 
flox/flox マウスと Cre マウスを掛け合わせることにより、それぞれの cKO マウスを得る。 
なお、Cre マウスを各条件につき 2 つ候補を挙げた理由は、うまくリコンビネーションしなかった場合や
胎生致死になった場合等のトラブルが生じた際の代替にするためである。 
 



②NSF-cKO マウス・ヒト死後脳の脳組織学的・生化学的検討（担当：謝） 
 上記のマウスを下記の組織学的実験（n=5）および生化学的実験（n=5）に供する。 
NSF-cKO-SNS 
A） 組織学的評価：深麻酔下にマウスを経心臓的に潅流固定して脳を採取する。まず、Cre リコンビネ
ーション効率を EGFP に対する抗体による染色で確認する。さらに脳全体にわたるセロトニン神経の分
布を Tryptophan Hydroxylase（TPH）を標的とした In situ hybridization ないし免疫組織化学で評価し、
SERT の分布と比較する。 
B） 生化学的評価：深麻酔下にマウスを経心臓的に潅流・脱血して脳を摘出し、脳組織の SERT 局在
を確認するため細胞小器官の分画を抽出して、分画毎の SERT 発現量を western blot 法で測定する。 
NSF-cKO- NGS 
A） 組織学的評価：上記同様に、まず、Cre リコンビネーション効率を EGFP に対する抗体による染色
で確認する。さらに、脳全体にわたる NSF と結合が報告されている神経伝達物質関連分子（SERT, 
AMPA 受容体, beta 2 adrenergic 受容体および GABAA 受容体; Son et al 1998, Osten et al 1998, 
Nishimune et al 1998, Hanley et al, 2002, Evers et al 2010, Cong et al 2001, Chou et al 2010, Kittler et 
al 2001, Leil et al 2004）の分布を、In situ hybridization ないし免疫組織化学で評価する。 
B） 生化学的評価：脳組織の上記神経伝達物質関連分子の局在を確認するため、同様に脳を摘出し、
細胞小器官の分画を抽出して、分画毎の発現量を western blot 法で測定する。 
死後脳の SERT 局在確認 
「自閉症のシナプス膜移行異常仮説」の検証のためには、自閉症者の脳内で膜に到達できなかった
SERT が細胞内のどこに蓄積しているのか確認が必要である。このためマウス脳の検討と並行して、自
閉症者および健常者の死後脳における SERT の細胞小器官ごとの分布をマウス同様に免疫組織化学、
western blot 法で評価する。死後脳は、The Autism Tissue Program （Princeton, New Jersey）から提供
を受けた cingulate cortex、thalamus、motor cortex、raphe（自閉症者 7 例、健常者 9 例）を用いる。 
 
③NSF-SERT の介在分子の探索（担当：片山・松﨑伸介） 
 マウスを厳密な時間管理下、経心臓的にクロスリンカーで潅流固定し、すみやかに脳を摘出後、その
組織をすりつぶしてホモジネートを作る。この脳ホモジネートを用いて NSF 特異的抗体による免疫沈降
を行い、得られた複合体を高親和性アフィゲルで精製する。この複合体を二次元電気泳動法で分子
レベルに展開して、分子配列を質量分析により確定したのち、この配列についてホモロジーサーチを
行い、ヒトでの同分子の遺伝子配列、アミノ酸配列、遺伝子座、モティーフ検索等の基本的情報を得る。
この中から、これまでに得られている SERT 結合分子の情報と一致するものを検索する。 
 
平成 29 年度以降  
④NSF-cKO マウスの行動解析（担当：謝） 
 NSF-cKO マウスに見られる自閉症様の表現型を検討する目的で、NSF-cKO-SNS と NSF-cKO-NGS
について、8 週齢の段階で行動評価を行う。まず基本となる運動量に差のないことをオープンフィール
ドテストで確認し、その後自閉症の各症状を反映するバッテリー行動解析を実施する。行動評価の正
確を期すため、各群マウスは行動解析までに 10 世代以上継代したうえでオス n=10 以上を使用する。 
A） 社会性行動･･スリーチャンバーテスト 
B） 反復的行動･･マーブルベリーテスト 
C） 学習・記憶･･T 字迷路テスト 
D） 固執性･･T 字迷路テスト（リバーステスト） 
E） 情動行動･･オープンフィールドテスト 
 
⑤自閉症者サンプルを用いた NSF-SERT の介在分子の遺伝子解析 
（担当：松﨑秀夫・謝・片山泰一・松﨑伸介、連携：辻井正次、土屋賢治） 
以下の自閉症者および健常対象者サンプルを用いて遺伝子の発現解析を行う。 
A） 死後脳：先述の死後脳から mRNA を抽出し、cDNA を合成する。結合分子の TaqMan assay を用
いて定量的リアルタイム PCR にて遺伝子発現を解析する。内部標識として GAPDH、ACTB を用いる。 
B） 末梢血リンパ球：我々は 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
本人自閉症者血液の収集を開始し、健常対照とあわせてサンプル管理を行ってきた。現在、少なくと
も各 30 例の自閉症者および健常者サンプルが使用可能である。mRNA から cDNA を合成し、上記と
同様に定量的リアルタイム PCR にて結合分子の遺伝子発現を解析する。さらに協力した自閉症者の
臨床診断に際し、Autism Diagnostic Interview-Revised （ADI-R） と Autism Diagnostic Observation 
Schedule （ADOS） による評価を行い、遺伝子発現と ADI-R・ADOS スコアとの相関も検討する。なお
末梢血リンパ球の単離および mRNA の抽出は既に終えている。 
 以上より有望な分子が得られた場合、NSF-cKO マウスの脳組織・生化学・行動解析の結果に応じて、
当該分子の遺伝子を操作した新たなノックアウトマウス作出の検討に入る。 



 
４．研究成果 
 我々は Cre/loxP システムを用い、NSF ヘテロ KO マウスおよび NSF 発現を種々の特異的条件で抑
制したマウス NSF-cKO-SNS と NSF-cKO-NGS を作製・維持して実験に供した。その結果、NSF ヘテロ
KO マウスを用いた行動実験では、社会性・コミュニケーション能力・常同行動の 3 点において自閉症
様行動所見を確認することができた。さらに NSF+/−マウスにおける SERT 分子の膜移行阻害の有無を
検討する目的で、縫線核由来の細胞膜分画中 SERT 発現を調べたところ、細胞膜への SERT 移行が
減少していた。NSF は AMPA 型グルタミン酸受容体（AMPAR）に結合して、そのシナプス膜移行も制
御する（Song et al、Neuron 1998；Lee et al, Neuron 2002）ことから、電子顕微鏡で NSF+/−マウス海馬
の AMPAR 発現を確認したところ、AMPAR のシナプス膜移行も減少していた。最終年度には、NSF ヘ
テロ KO マウスの電気生理学的特性を検討して、海馬 CA1 領域で E/I バランスの乱れを示唆する LTD
振幅の有意な減衰が確認できた。よって NSF ヘテロ KO マウスを用いたシナプス分子発現と脳内の局
在変化、行動実験はほぼすべて完了し、SERT および AMPAR の脳内局在変化・社会行動・超音波発
声試験・電気生理学的特性のいずれにおいても自閉症様所見を確認できたため、NSF ヘテロ KO マ
ウスは自閉症の新たなモデルになり得ると結論し、日本神経科学学会、北米神経科学学会（SFN）、国
際自閉症学会（INSAR）などで発表して、反響を呼んだ。 
 次に解決すべき問題は、このシナプス分子膜移行の異常が自閉症の治療標的となるかどうかである。
そこで近年報告された AMPA 型グルタミン酸受容体のシナプス膜移行を促す化合物 edonerpic 
maleate と運動負荷を NSF ヘテロ KO マウスに与えて、マウスに現れる自閉症様の表現型が修復でき
るかどうかを検証する計画「シナプス膜移行異常モデルを用いた新規自閉症治療標的の検討」を令和
元年度基盤研究 B として申請し、採択された。 
 このように NSF ヘテロ KO マウスを用いる実験は着実に進展した一方で、NSF と SERT の関連を検
証するために樹立したコンディショナルノックアウトマウス（NSF-cKO-SNS、NSF-cKO-NGS）について
は、予想ほど実験が進展しなかった。作製・解析を進めた結果、このマウスの脳内で SERT の発現量が
減ることは確認できたものの、多くの cKO マウスが 6 週齢まで成育しないことが原因であった。令和元
年度基盤研究 B では、引き続き NSF-cKO-SNS、NSF-cKO-NGS の交配をより大規模に進め、cKO マ
ウスの成獣を殖やして実験を実施することとした。 
 また、分担研究者による NSF-SERT の介在分子の探索実験では、SERT 結合量を増やそうと過剰量
遺伝子導入した結果、かえってネガティブなデータが出て膠着した。介在分子の探索は、より精度の
高いプロトコールに変更するため、NCDN についている Halo タグを利用して、Halo 特異的に吸着させ
るカラムに吸着させ、TEV プロテアーゼで切断することで、Halo 結合タンパク質のみをクリアに溶出す
る方向へと変更して SERT/NCDN 結合を再度確認した。しかし Rab5 と SERT、NCDN のコンプレックス
を確認していたものの SERT/NCDN 結合が確認できず、flag-SERT のバンドも通常より高くまたは低く
出てしまうなどの問題が出て、分担研究者による NSF-SERT の介在分子の探索実験は、有意な候補
分子を見つけられないまま終了した。予定した死後脳での検証は行われなかった。 
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