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研究成果の概要（和文）：　注意欠如・多動性障害（ADHD）を伴う自閉症スペクトラム障害（ASD）様行動を示
すKirrel3欠損マウスの小脳シナプス構造異常、及び小脳から腹側被蓋核を介して投射のある前頭前皮質のドー
パミン濃度の異常を見いだした。これらの知見から、Kirrel3欠損マウスはASDの原因として注目されている小脳
異常とADHDの原因として知られているドーパミン神経伝達異常を併せ持つASDモデルマウスであることが示唆さ
れた。今後、このマウスの小脳を介したドーパミン神経伝達異常の分子病態を解明し、それに基づいたドーパミ
ン制御薬等の探索によりADHDを伴うASD様行動の改善のための新たな治療法の開発をめざす。

研究成果の概要（英文）：　We found that Kirrel3-knockout mice, a model of ASD comorbid with ADHD, 
exhibited disorganization of cerebellar pinceau synapse.  Analysis of monoamine content in the brain
 of Kirrel3-knockout mice revealed altered dopamine content in the prefrontal cortex, which is 
connected to the cerebellum via ventral tegmental area.  The cerebellum is the most consistent sites
 of abnormality in ASD.  Impaired dopamine neurotransmission is well known to be the pathophysiology
 of ADHD.  Therefore, the Kirrel3-knockout mouse is an ASD comorbid with ADHD model of both 
pathophysiological features.  Further studies are required to elucidate the molecular mechanisms of 
impaired dopamine neurotransmission based on the cerebellar dysfunction using this model mouse.  
Based on the underlying molecular mechanisms, we aim to develop the new treatment for ASD comorbid 
with ADHD, such as the drug to control dopamine neurotransmission.

研究分野：神経発生学、神経組織学、行動生理学

キーワード： 自閉症スペクトラム障害　注意欠如・多動性障害　小脳　シナプス接着分子　免疫グロブリンスーパー
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　注意欠如・多動性障害（ADHD）を伴う自閉症スペクトクトラム障害（ASD）様行動を示すKirrel3欠損マウスの
小脳において、ピンスーシナプスの形成に異常が見られ、ADHD治療薬であるドーパミン系賦活薬の投与により
ADHD様行動の増悪が見られたことから、この疾患の新たな病態を見いだした。これらの知見から、ADHDを伴う
ASDと小脳やドーパミン伝達神経回路との関連性をさらに解明することで、ADHD単独の病態とは異なるこの疾患
の治療法の開発に役立つと考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1)Kirrel3 は免疫グロブリンスーパーファミリーに属するシナプス接着分子で、研究代表者らは

マウスの感覚器官や脳における発現解析を行い、Kirrel3 が嗅上皮、嗅球、副嗅球、海馬や小脳に

発現していることを報告してきた（文献①、②）。マウスでは、Kirrel3 が嗅上皮・鋤鼻上皮細胞

の軸索集束（文献③、④）、及び海馬の顆粒細胞のシナプス形成（文献⑤）や時期特異的なシナ

プス活動（文献⑥）に関与している可能性が示唆されているが、小脳における役割は不明である。 
(2)自閉症スペクトラム障害（autism spectrum disorder; ASD）患者の染色体解析により、ASD と

KIRREL3 遺伝子変異との関連性が示唆された（文献⑦、⑧）が、その分子メカニズムは不明で

ある。研究代表者らは、Kirrel3 欠損マウスを作成し、その行動学的解析を行った結果、ASD 様

行動と注意欠陥・多動性障害（attention deficit/hyperactivity disorder; ADHD）様行動の両方を示す

ことを見いだした（文献⑨）。 
 
２．研究の目的 
 シナプス接着分子の Kirrel3 は、患者の染色体解析から ASD の原因遺伝子である可能性が報告

されている。研究代表者らは Kirrel3 遺伝子欠損マウスを作製し、その行動学的解析を行った結

果、ADHD 様行動を伴う ASD のモデルマウスであることを報告した。ASD 患者に共通して異常

の認められる脳部位として、小脳が注目（文献⑩）されており、研究代表者らは Kirrel3 遺伝子

が小脳に高発現していることを見いだしている（文献①）。本研究では、Kirrel3 の欠損による小

脳神経回路・シナプスの形成異常と ADHD を伴う ASD 様の行動異常との関連性を解析すること

によりその分子病態を解明し、病態に基づく治療法の検討へと繋げることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)発達過程、及び成獣の小脳における Kirrel3 遺伝子発現細胞と Kirrel3 タンパク発現部位の同

定 
①Kirrel3 遺伝子発現細胞の同定：Kirrel3 のプロモーター下に LacZ 遺伝子を組み込んだ Kirrel3
ヘテロマウスの小脳において、抗β-galactosidase（β-gal）抗体とプルキンエ細胞（calbindin）、
介在神経細胞（バスケット細胞と星状細胞; parvalbumin）、顆粒細胞（neuronal nuclei; NeuN）、ゴ

ルジ細胞（neurogranin）のマーカーに対する抗体との蛍光二重免疫染色を行った。 
②Kirrel3 タンパク発現部位の同定：野生型マウスの小脳において、抗 Kirrel3 抗体とプルキンエ

細胞や介在神経細胞、顆粒細胞の軸索、樹状突起、及びシナプスマーカーに対する抗体を用いて、

各々蛍光二重免疫染色を行った。 
(2)Kirrel3 欠損マウスの小脳の組織学的解析：野生型、及び Kirrel3 欠損マウスの小脳において、

プルキンエ細胞やバスケット細胞のマーカー、及びそれらの軸索（neurofilament 200; NF200, 
ankyrinG, myelin basic protein; MBP）や軸索終末（potassium/sodium hyperpolarization-activated cyclic 
nucleotide-gated channel 1; HCN1, Kv1.2）、樹状突起（calbindin）、シナプス（synapsin I, N-methyl-
D-aspartate receptor subunit 1; NMDAR1）のマーカーに対する抗体を用いて免疫染色を行い、細胞

数やシナプス構造異常の有無を検討した。 
(3)Kirrel3 欠損マウスの脳内各部位におけるモノアミンとその代謝産物の測定：成獣の野生型、

及び Kirrel3 欠損マウスの前頭前皮質、線条体、視床、大脳皮質、小脳、中脳等のセロトニン濃

度、ドーパミン濃度、ノルアドレナリン濃度を高速液体クロマトグラフィーを用いて測定した。 
(4)薬剤投与による行動異常の改善の検討：野生型、及び Kirrel3 欠損マウスに ADHD 治療薬であ

るメタンフェタミンを腹腔内投与し、ASD・ADHD 様行動異常の改善を検討した。 
 
４．研究成果 

(1)発達過程、及び成獣の小脳における Kirrel3 遺伝子発現細胞と Kirrel3 タンパク発現部位の同

定 
①発達過程、及び成獣の小脳における Kirrel3 遺伝子発現細胞の同定 
 生後の発達過程、及び成獣の小脳における Kirrel3 遺伝子発現細胞を同定するために Kirrel3 ヘ

テロマウスの小脳において、抗β-gal 抗体と小脳の各種神経細胞マーカーに対する抗体との蛍光

二重免疫染色を行った。その結果、β-gal は生後 7 日齢で NeuN 陽性の顆粒細胞の一部の集団と

calbindin 陽性のプルキンエ細胞の一部の集団に発現を認め、生後 14 日齢、21 日齢では顆粒細胞

の多くに発現が認められた。分子層では、生後 14 日齢（図１A）から parvalbumin 陽性介在神経

細胞の一部の集団に発現を認め、生後 21 日齢（図１B）、生後 28 日齢（図１C）、生後 70 日齢

（図１D）では介在神経細胞の多くに発現していた。生後 14 日齢から生後 70 日齢にかけて、β

-gal と neurogranin との共存は見られなかった。したがって、Kirrel3 遺伝子は生後の発達過程に

おいて、顆粒細胞、プルキンエ細胞、介在神経細胞に発現し、ゴルジ細胞には発現していないこ

とが示唆された。 



図 1 生後 14 日齢（P14; A）、生後 21 日齢（P21; B）、生後 28 日齢（P28; C）、及び生後 70 日齢

（P70; D）の Kirrel3 ヘテロマウスの小脳皮質におけるβ-gal（赤）と parvalbumin（緑）との蛍

光二重免疫染色 
全てのパネルは DAPI（青）との重ね合わせ画像。IGL, 内顆粒層; ML, 分子層; PCL, プルキンエ

細胞層。スケールバー：20μm。 
②発達過程、及び成獣の小脳における Kirrel3 タンパクの局在 
 生後の発達過程の小脳における Kirrel3 タンパク発現部位を同定するために、抗 Kirrel3 抗体と

小脳プルキンエ細胞のマーカーである calbindin に対する抗体との蛍光二重免疫染色を行った。

その結果、Kirrel3 タンパクは生後 7 日齢で内顆粒層に発現を認め（図 2A）、生後 14 日齢をピー

クとして発現が低下し（図 2B-2E）、生後 70 日齢では内顆粒層のプルキンエ細胞の軸索初節部

（axon initial segment; AIS）周囲でのみ高発現が見られた（図 2E）。 

図 2 生後 7 日齢（P7; A）、生後 14 日齢（P14; B）、生後 21 日齢（P21; C）、生後 28 日齢

（P28; D）、及び生後 70 日齢（P70; E）の小脳皮質における Kirrel3（赤）と calbindin（緑）

との蛍光二重免疫染色 
全てのパネルは DAPI（青）との重ね合わせ画像。EGL, 外顆粒層; IGL, 内顆粒層; ML, 分子層; 
PCL, プルキンエ細胞層。スケールバー：50μm。 
 内顆粒層の Kirrel3 発現部位を同定するために、顆粒細胞樹状突起終末に発現している

NMDAR1 に対する抗体と抗 Kirrel3 抗体との蛍光二重免疫染色を行った。その結果、生後 14 日

齢（図 3A）では NMDAR1 と Kirrel3 は完全に共存を示したが、生後 21 日齢（図 3B)、生後 28
日齢（図 3C)、及び生後 70 日齢では、プルキンエ細胞の AIS 周囲の Kirrel3 陽性領域は NMDAR1
陰性であった。 

図 3 生後 14 日齢（P14; A）、生後 21 日齢（P21; B）、及び生後 28 日齢（P28; C）の小脳皮質

における Kirrel3（赤）と NMDAR1（緑）との蛍光二重免疫染色 
全てのパネルは DAPI（青）との重ね合わせ画像。パネル B, C の矢尻はピンスーシナプス部を示

す。IGL, 内顆粒層; ML, 分子層; PCL, プルキンエ細胞層。スケールバー：25μm。 
 生後 21 日齢から成獣にかけて 3~7 個のバスケット細胞からの軸索が 1 個のプルキンエ細胞軸

索初節部（AIS）に集束し、AIS 周囲では各々の軸索終末が分枝してピンスーシナプスを形成し

ていることが報告されている（図 4A）。小脳バスケット細胞の軸索終末マーカーである HCN1 に

対する抗体と抗 Kirrel3 抗体との蛍光二重免疫染色を行った結果、Kirrel3 タンパクは生後 14 日

齢ではHCN1陽性の小脳バスケット細胞の軸索終末部には発現が見られず、生後21日齢（図4B）
で発現を認め、生後 28 日齢（図 4C）、及び生後 70 日齢（図 4D）においても発現が持続してい

た。さらに、ピンスーシナプス部 AIS のマーカーである AnkyrinG と Kirrel3 との蛍光二重免疫

染色を行ったところ、Kirrel3 は AnkyrinG 陽性の AIS 周囲にのみ見られた（図 4E-4G）ことから、

ピンスーシナプスのバスケット細胞軸索終末に発現していることが示唆された。 



図 4 ピンスーシナプスの構造と各部位のマーカー（A）、及び生後 21 日齢（P21; B）、生後 28
日齢（P28; C）、生後 70 日齢（P70; D-G）の小脳皮質における Kirrel3（B-E, G; 赤）と HCN1
（B-D; 緑）、及び AnkyrinG（F, G; 緑）との蛍光二重免疫染色 
全てのパネルは DAPI（青）との重ね合わせ画像。パネル B-D の矢尻はピンスーシナプス部を示

す。AIS, 軸索初節部; BC, バスケット細胞; IGL, 内顆粒層; ML, 分子層; PC, プルキンエ細胞; 
PCL, プルキンエ細胞層。スケールバー：10μm。 
(2)Kirrel3 欠損マウスの小脳バスケット細胞とプルキンエ細胞間ピンスーシナプス部の組織学的

解析：成獣で Kirrel3 タンパクの高発現が見られたピンスーシナプス部における Kirrel3 の役割

（バスケット細胞の軸索投射、軸索分枝、シナプス形成、シナプス除去等）を検討するため、野

生型、及び Kirrel3 欠損マウスのピンスーシナプス部の組織学的解析を、シナプスタンパクや軸

索マーカーを用いた免疫染色法により行った。 
①ピンスーシナプス部のバスケット細胞軸索終末の解析：成獣（生後 70日齢）の Kirrel3 欠損マ

ウスにおいて、ピンスーシナプスのバスケット細胞軸索の AIS への投射や分枝に異常があるか

を検討するために、ピンスーマーカーである Kv1.2 とバスケット細胞軸索に発現している NF200
との蛍光二重免疫染色を行った。Kv1.2 陽性エリアにおける NF200 の輝度を Image J により定量

化したところ、野生型マウスと比べて Kirrel3 欠損マウスにおいて、Kv1.2 陽性ピンスーエリア

の拡大とピンスーにおける NF200 の輝度の有意な増加が認められた。 
②小脳バスケット細胞数、プルキンエ細胞数の解析：Kirrel3 欠損マウスのピンスーシナプスに

おいて見られたバスケット細胞軸索分枝の増加がバスケット細胞数の増加による可能性を、

parvalbumin の免疫染色により検討したところ、野生型と Kirrel3 欠損マウス間で分子層の

parvalbumin 陽性バスケット細胞数に差は見られなかった（図 5A-5C）。また、プルキンエ細胞数

の低下も見られなかった（図 5D）。これらのことから、１個のバスケット細胞あたりの軸索分枝

が増加している可能性が示唆された。 

図 5 野生型（A)、及び Kirrel3 欠損（B）マウスの小脳皮質における parvalbumin の免疫染色

（A, B）、及び parvalbumin 陽性バスケット細胞・星状細胞数（C）と parvalbumin 陽性プルキ

ンエ細胞数（D）の定量 
パネル A, B の矢尻は分子層の parvalbumin 陽性バスケット細胞・星状細胞、アステリスクはプ

ルキンエ細胞層の parvalbumin 陽性プルキンエ細胞を示す。ML, 分子層; PCL, プルキンエ細胞

層。スケールバー：25μm。 
③バスケット細胞軸索終末のプルキンエ細胞 AIS への投射の解析：AIS の周囲のみにバスケッ

ト細胞軸索終末が投射しているかを検討するため、バスケット細胞軸索に発現している NF200、
AIS マーカーの AnkyrinG、及びプルキンエ細胞軸索の AIS を除く遠位の軸索髄鞘に発現してい

る MBP の三重免疫染色を行った。その結果、NF200 陽性のバスケット細胞の軸索は、AnkyrinG
陽性、MBP 陰性の AIS 周囲にのみ見られ（図 6）、AIS への投射は正常であることが示唆された。 



図 6 野生型（A)、及び Kirrel3 欠損

（B）マウスの小脳における NF200
（青）、AnkyrinG（赤）、及び MBP
（緑）の蛍光三重免疫染色 
矢尻はAnkG陽性AISの周囲における

NF200 陽性バスケット細胞軸索終末

部を示す。IGL, 内顆粒層; PCL, プル

キンエ細胞層。スケールバー：25μm。 
④ピンスーシナプス部のバスケット細胞軸索終末のシナプスタンパクの発現の検討：ピンスー

シナプス部のバスケット細胞軸索終末におけるシナプスの密度を検討するために、シナプス前

部のマーカーである synapsin I とピンスーマーカーである HCN1 との蛍光二重免疫染色（図 7A、

7B）を行い、HCN1 陽性エリアにおける synapsin I の輝度を Image J により定量化した（図 7C）。
その結果、野生型、及び Kirrel3 欠損マウス間で有意な差は見られなかった。 

図 7 野生型（A)、及び Kirrel3 欠損（B）マウスの小脳における HCN1（緑）と synapsin I（赤）

の蛍光二重免疫染色（A, B）と HCN1 陽性エリアにおける synapsin I の輝度の定量（C） 
IGL, 内顆粒層; ML, 分子層; PCL, プルキンエ細胞層。スケールバー：25μm。 
 これらの結果から、Kirrel3 はバスケット細胞軸索の過剰な分枝の除去に関連している可能性

が示唆された。ピンスーシナプスはプルキンエ細胞の軸索初節部の活動電位を電気的に抑制し

ていることから、Kirrel3 欠損マウスのピンスーシナプス構造異常が小脳プルキンエ細胞の活動

電位抑制を障害し、ADHD を伴う ASD 様行動を惹起している可能性が考えられる。 
(3)Kirrel3 欠損マウスの脳のモノアミン量の測定 
 成獣の野生型、及び Kirrel3 欠損マウスの前頭前皮質や線条体、小脳、中脳の組織中のセロト

ニン濃度やドーパミン濃度を高速液体クロマトグラフィーにより測定した。その結果、Kirrel3 欠

損マウスのセロトニン濃度には異常はなかったが、ドーパミン濃度は前頭前皮質において異常

を示した。 
(4)Kirrel3 欠損マウスの行動学的解析 
 Kirrel3 欠損マウスに ADHD 治療薬でドーパミン伝達系の賦活薬であるメタンフェタミン 2.5 
mg/kg を腹腔内投与し、オープンフィールドテストにより ADHD 様行動（多動）が改善するか

を検討した結果、メタンフェタミン非投与群と比べて多動の有意な亢進が見られた。この結果か

ら、Kirrel3 欠損マウスの ADHD を伴う ASD の病態として、ADHD で報告されているドーパミ

ン伝達系の低下ではなく、ドーパミン伝達系の亢進が関連している可能性が示唆された。 
 

 以上の結果より、ADHD を伴う ASD 様行動を示す Kirrel3 欠損マウスの小脳シナプス構造異

常、及び小脳から腹側被蓋核を介して投射のある前頭前皮質のドーパミン濃度の異常と ADHD
治療薬であるドーパミン賦活薬に対する治療抵抗性を見いだした。これらの知見から、Kirrel3 欠

損マウスは ASD の原因として注目されている小脳異常と ADHD の原因として知られているド

ーパミン神経伝達異常を併せ持ち、ADHD の治療薬に抵抗性のある ASD モデルマウスであると

考えられる。 
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