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研究成果の概要（和文）：バルプロ酸（600mg/kg）に暴露した自閉スペクトラム症（ASD）ラットを用いた。ASD
ラット海馬での酸化ストレス亢進はミトコンドリアの電子伝達系の酵素異常を伴っていた。ASD様の行動はアミ
ノレブリン酸の経口投与とオキシトシンの鼻腔内投与で改善した。アミノレブリン酸による行動改善はミトコン
ドリア障害の改善と相関した。マイクロアレイ分析では神経伝達に関連する遺伝子がASDラットで変化した。遺
伝子発現はオキシトシンで部分的に改善し、社会性行動の改善作用への関与が示された。本研究はASDの神経伝
達の分子基盤を明らかにして、アミノレブリン酸とオキシトシンによる改善作用メカニズムの解明に繋がる。

研究成果の概要（英文）：We used autism spectrum disorder (ASD) rats by exposure to prenatal valproic
 acid (VPA; 600 mg/kg, p.o.) on embryonic day (E) 12.5. The oxidative stress was increased in the 
hippocampus after birth. This was accompanied by aberrant enzymatic activity in the mitochondrial 
electron transport chain. ASD behaviors were rescued by chronic oral administration of 
5-aminolevulinic acid and intranasal administration of oxytocin. 5-ALA but not OXT treatment 
ameliorated oxidative stress and mitochondrial dysfunction in ASD rats. Microarray analyses revealed
 that VPA exposure altered gene expression, a part of which is involved in key features including 
memory. OXT partly improved the expression of these genes, which were predicted to interact with 
those involved in social behaviors and hippocampal-dependent memory. Collectively, the present study
 documented molecular profiling in neurotransmission related to ASD and support the mechanism 
improved by chronic treatments with 5-ALA or OXT.

研究分野：難治性希少疾患

キーワード： 難治性希少疾患　自閉スペクトラム症　ミトコンドリア障害　アミノレブリン酸　オキシトシン　酸化
ストレス　海馬　記憶

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
自閉スペクトラム症（ASD）の頻度は約１％で、男性有意に発症する難治性小児疾患である。私達は ASDモデル
である胎児期バルプロ酸暴露ラット（VPA暴露ラット）を用いて、脳内酸化ストレスの亢進の機序を明らかにし
た。天然アミノ酸であるアミノレブリン酸が酸化ストレス、ミトコンドリア障害を改善することを実証した。一
方、臨床試験が実施されているオキシトシンの作用機序を遺伝子マイクロアレイ解析により明らかにした。アミ
ノレブリン酸は天然アミノ酸であり、安全なサプリメントとして新しい改善方法を提唱した。さらに、オキシト
シンの作用機序を明らかにすることで、ASDの治療法の開発に貢献した。

※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 
大規模疫学調査において自閉スペクトラム症（ASD）患者におけるミトコンドリア病の有病割合

は 5％であり、一般の 0.01％に比べて極めて高い。さらに、ミトコンドリア内膜に存在す電子

伝達系の中で Complex I と V 及び pyruvate dehydrogenase (PDH)の活性が有意に低下してい

ることが患者の前頭皮質組織で確認されている。このようにミトコンドリア膜の変化や電子伝

達系の流れが障害されると電子が電子伝達系から漏出し、酸素を一電子還元して O2
-（活性酸素）

を発生させ、酸化ストレスの増大が予想される。しかし、ASD モデル動物で酸化ストレスのメカ

ニズムを解析した研究はない。 

 

２．研究の目的 
自閉スペクトラム症（ASD）の頻度は約１％で、男性有意に発症する難治性小児疾患である。対

症療法以外に根本的治療法はない。病因の一つにミトコンドリア機能異常が知られており、ミト

コンドリア関連遺伝子の変異も明らかにされている。予備実験では ASD モデルである胎児期バ

ルプロ酸暴露ラット（VPA 暴露ラット）で生後８週目で海馬において、ミトコンドリアの Complex 

I と Complex II の活性が低下し、ATP 産生が低下すること。さらに、ASD モデル（BTBR マウス）

の網羅的遺伝子解析からトレースアミン関連受容体 7 型（TAAR7）遺伝子が大脳皮質で低下する

ことを発見した。VPA 暴露ラットでは TAAR7 アゴニストが ASD 症状を改善した。本研究では（A）

ミトコンドリア機能改善薬 5-アミノレブリン酸（5-ALA）の ASD マウスにおけるミトコンドリア

機能および社会性行動改善の機序を明らかにする。（B）5-ALA とオキシトシンによるミトコンド

リア機能および社会性行動改善に関与する遺伝子を解明する。(C) 自閉症者リンパ球のミトコ

ンドリア機能がバイオマーカーになるか検証する。 

 
３．研究の方法 
A) ミトコンドリア機能および社会性行動改善の機序：臨床で用いる予定の 5-ALA+鉄剤の有効性

を VPA 暴露ラットで検証した。5-ALA の抗酸化作用と認知機能改善作用について調べた。同様

に、VPA 暴露ラットのミトコンドリア分画における電子伝達系酵素の活性を測定した。B) ミト

コンドリア機能および社会性行動改善に関与する遺伝子解析：脳内遺伝子の網羅的解析を行な

った。VPA 暴露ラットに 5-ALA を経口投与し、抗酸化ストレスあるいは神経伝達に関連する遺伝

子を解析した。オキシトシンを鼻腔内投与後に神経伝達・記憶形成に関連する遺伝子を解析した。

C) 自閉症患者リンパ球のミトコンドリア機能の解析：患者から単球を分離培養後に、ミトコン

ドリア機能をフラックスアナライザーで解析した。 

 
４．研究成果 
 

A) ミトコンドリア機能および社会性行動改善の機序： VPA 暴露ラットに離乳後 5-

ALA(30mg/kg/day)を２週間投与した。同様にオキシトシン（12µg/kg/day）を鼻腔内投与し

た。オープンフィールドで測定した社会性行動はコントロールレベルまでに改善した。海馬

からミトコンドリア分画を調整して、電子伝達系の関与する酵素活性を測定した。Complex 

I と complex II 活性は VPA 暴露ラットで低下し、5-ALA 投与で改善した。逆に、complex IV

の活性は VPA 暴露ラットで上昇し 5-ALA 投与で改善した。しかし、オキシトシンではミトコ

ンドリアの電子伝達系異常は改善されなかった。これらのミトコンドリア電子伝達系異常に



 

 

対する効果と相関して、海馬で見られる酸化ストレスの亢進は 5-ALA で消失し、オキシトシ

ンでは改善されなかった。 

B) ミトコンドリア機能および社会性行動改善に関与する遺伝子解析：アミノレブリン酸とオキ

シトシンの社会性行動改善に関与する遺伝子を同定するために、VPA 暴露マウスを用いて神

経機能改善に関わる遺伝子を網羅的に解析した。アミノレブリン酸の経口投与で改善する遺

伝子としては eukaryotic initiation factor 2 の発現低下が回復した。一方、オキシトシ

ン鼻腔内投与では神経伝達に関わる folate receptor 1、chloride intracellular channel 

6、 klotho、 potassium channel member J-13、sclerostin domain containing 1 などの

遺伝子の低下が改善された。オキシトシン鼻腔内投与で得られた。本成果は作用機序を解明

するために重要な知見である。中でも potassium channel J-13、sclerostin domain 

containing 1 の遺伝子は自閉症を深く関わる ERBB4、SHANK2 と機能的に関連していること

から、今後、相互作用経路を解明することは、自閉症のリスク因子を 同定するために重要

である。一方、アミノレブリン酸ではこれらの遺伝子発現異常は改善されなかった。 

C) 自閉症者リンパ球のミトコンドリア機能の解析：自閉症患者のリンパ球を用いフィラックス

アナライザーによるミトコンドリア機能測定システムを確立した。生存細胞数 5x105以上の

生細胞数を得ることにより、患者リンパ球のミトコンドリア機能を測定することができた。

しかし、測定感度は採血からリンパ球分離にかかる時間に依存しており、リンパ球の分離プ

ロセスの改善が求められる。今後は、血液を用いたバイオマーカーの探索に焦点を絞る。 

本研究ではアミノレブリン酸による行動改善作用がミトコンドリア障害の改善と相関すること

を証明した。海馬を用いたマイクロアレイ分析では記憶形成・神経伝達に関連する遺伝子が ASD

ラットで低下した。低下した遺伝子発現はオキシトシンで改善し、社会性行動や記憶の改善作用

への関与が示された。本研究は ASD の神経伝達の分子基盤を明らかにして、アミノレブリン酸

とオキシトシンによる改善作用メカニズムの解明に繋がる。 

 
 

英文要旨 

We used autism spectrum disorder (ASD) rats by exposure to prenatal valproic acid (VPA; 600 
mg/kg, p.o.) on embryonic day (E) 12.5. The temporal analyses analysis revealed that oxidative 
stress was increased in the hippocampus after birth. This was accompanied by aberrant 
enzymatic activity in the mitochondrial electron transport chain. ASD-like behaviors were 
rescued by chronic oral administration of 5-aminolevulinic acid (5-ALA; 30 mg/kg/day) and 
intranasal administration of oxytocin (OXT; 12 μg/kg/day). 5-ALA but not OXT treatment 
ameliorated oxidative stress and mitochondrial dysfunction in ASD rats. Microarray analyses 
revealed that VPA exposure altered gene expression, a part of which is involved in key features 
including memory, developmental processes, and epilepsy. OXT partly improved the expression 
of these genes, which were predicted to interact with those involved in social behaviors and 
hippocampal-dependent memory. Collectively, the present study documented molecular 
profiling in neurotransmission related to ASD and support the mechanism improved by chronic 
treatments with 5-ALA or OXT.  
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