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研究成果の概要（和文）：アストロサイトは神経回路の発達・機能形成に重要な役割を果たす。遺伝子異常が生
じた場合はニューロン同様に機能障害を受け、発達障害の病態形成に重要な役割を果たすと考えられる。しか
し、膨大な遺伝学的データが蓄積される一方、数少ない病態メカニズム研究はニューロンに集中し、アストロサ
イトを含むグリア細胞の分子病態意義は殆ど不明なままである。
　本研究は、申請者らが独自に構築した「ニューロンにおける発達障害責任遺伝子のin vivo/vitro病態解析バ
ッテリー」を土台にして「アストロサイト発達障害解析バッテリー」を新規に構築し、発達障害をアストロサイ
トの機能障害と云う視点から解析した。

研究成果の概要（英文）：Astrocytes are the most abundant cell type in mammalian brains. They play 
essential roles not only in physiological functions, but also in the neural network formation 
through regulating synaptogenesis and synapse elimination during the cortical development and 
maturation, suggesting that their functional deficits may cause neurodevelopmental disorders. 
Despite their potential importance, how astrocytes are involved in pathophysiology of 
neurodevelopmental disorders are poorly understood. In this study, we have developed a analytical 
battery for astrocytes. With this battery, we recapitulated haploinsufficiency conditions of RBFOX1 
and NR1D1 genes in astrocytes. We then analyzed the knockdown effects of these genes on astrocytes 
per se and surrounding cortical neurons.  

研究分野：小児発達障害

キーワード： アストロサイト　発達障害　モデルマウス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脳機能におけるアストロサイトの重要性が大きくクローズアップされ、その形態・機能異常が病態形成に関連す
る可能性も高い。しかしながら、これまで、アストロサイトの機能異常に焦点を当てた発達障害の分子病態メカ
ニズム解析は殆どされていない。アストロサイトに着目してin vivo/in vitro解析バッテリーを構築し、発達障
害の病態メカニズムを新規の観点から捉え直す点で、本企画の学術的意義は非常に大きい。

※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 
自閉性障害(ASD)や知的障害(ID)などの発達障害は人口の約 10％に発症し、遺伝学的解析によ
り、1000 以上の発達障害責任遺伝子（候補を含む）が報告されている。病態の本質は、神経シ
ナプスの機能障害を基盤とする大脳皮質発達障害とされる。一方、最近の研究から、従来はニ
ューロン機能を支える裏方と考えられてきたグリア細胞（アストロサイトなど）の異常も、発
達障害の病態形成に必須の役割を果たすことが確実視されている。 
 アストロサイトは細胞膜受容体やイオンチャンネルを発現し、生理活性物質や化学伝達物質
の放出機能も有する。したがって、神経回路の発達・機能形成に重要な役割を果たすと共に、
遺伝子異常の場合はニューロン同様に機能障害を受け、発達障害の病態形成に重要な役割を果
たすと考えられる。しかし、膨大な遺伝学的データが蓄積される一方、数少ない病態メカニズ
ム研究（生化学・形態学・細胞生物学研究）はニューロンに集中し、アストロサイトを含むグ
リア細胞の分子病態意義は殆ど不明なままである。 
 
２．研究の目的 
私共は、電気穿孔法によるマウス子宮内胎仔脳遺伝子導入法を基軸として「発達障害責任遺伝
子の in vivo/vitro 病態解析バッテリー」を独自に構築・運用している。この「バッテリー」
を駆使して、大脳皮質形成障害に焦点を当てて、1) 皮質ニューロンおよび海馬歯状回ニューロ
ンの移動・形態・局在（共焦点レーザー顕微鏡ライブイメージングを含む）、2) 軸索伸長、3) 
樹状突起発達、4) 細胞増殖、5) マウス行動、6) 電気生理、を in vivo で、さらに、7) 初代
培養海馬ニューロンを用いた形態学、8) 生化学、9) 細胞生物学の解析を in vitro で遂行し
ている。本研究は、この「バッテリー」を土台にして「アストロサイト解析バッテリー(図１)」
を新規に構築し、発達障害をアストロサイトの機能障害と云う視点から解析し、新規診断・治
療法開発の端緒を見出すことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
私共は、「発達障害遺伝子
の in vivo/in vitro 解析
バッテリー」を用いた解析
を展開し、ニューロンの機
能障害に基づく分子病態
メカニズム解明で大きな
成果を挙げている。そのノ
ウハウを生かして本研究
では「アストロサイト解析
バッテリー(図１)」を構築
して病態メカニズム解析
を行うことを計画した。解
析対象としては、ASD や ID
の責任遺伝子でアストロ
サイトにも発現している
分子(RBFOX1, NR1D1)を選
択・解析した。解析を進め
る上での具体的な考え方
として、遺伝子欠失を RNAi
ベクターによる発現抑制
により模倣し、下記項目を検討した。 
 
（１）遺伝子異常を模倣したアストロサイトの in vivo 解析 
発達期のマウス脳で RBFOX1 と NR1D1 発現抑制を行い、灰白質と白質に局在予定のアストロサ
イトで遺伝子異常を模倣する。具体的には、E16（胎生 16 日）で RNAi ベクターを導入し P10（生
後 10 日）で固定スライス標本を作成し、遺伝子異常を有するアストロサイトの形態と局在を免
疫組織観察する。一方、脳の発達過程ではニューロンの局在化がアストロサイトの分布に先行
する。そこで、ニューロンで対象遺伝子の異常を模倣した時に、アストロサイトの分布・形態
が受ける影響も解析する。 
 
（２）アストロサイト遺伝子異常がニューロンに及ぼす影響 



発達期のマウス脳で RBFOX1 と NR1D1 発現抑制を行い、アストロサイトで遺伝子異常を模倣す
る。その異常がニューロンの形態や樹状突起形成に及ぼす影響を、胎生期から生後まで経時的
に形態観察する。さらに、アストロサイトの遺伝子異常が、大脳皮質ニューロンのシナプス機
能（NMDA 受容体機能、自発発火）に及ぼす影響を、電気生理学的に解析する。 
 
（３）遺伝子異常を模倣したアストロサイトの in vitro 解析 
マウス大脳皮質より調整した初代培養アストロサイトの生化学・細胞生物学解析を行う。具体
的には、培養開始直前に RNAi ベクターによる発現抑制を行うことで遺伝子異常を模倣し、20
日後に形態解析及び化学伝達物質(D-セリンとアデノシン)の放出を測定する。次いで、遺伝子
異常の模倣が分化・増殖に果たす役割を検証する。さらに、遺伝子異常を模倣したアストロサ
イトと正常海馬ニューロンを共培養し、アストロサイトの機能障害がニューロンの形態と機能
（特にシナプス形態に着目）に及ぼす影響を免疫組織学的に解析する。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）遺伝子異常を模倣したアストロサイトの in vitro および in vivo 解析 
RBFOX1 と NR1D1 発現抑制を行い、固定スライス標本を作成し、RBFOX1 および NR1D1 を発現抑
制したアストロサイトの形態と局在を免疫組織観察した。いずれの場合にも、アストロサイト
の形態及び局在に顕著な差異は認められなかった。その原因として、RNAi ベクター導入後の観
察を P10 に固定したことが考えられる。現在、観察のタイミングを P5 および P30 に広げて表
現型を観察中である。一方、ニューロンで RBFOX1 および NR1D1 を発現抑制したアストロサイ
トの分布・形態についても、P10 の時点では変化がなかった。この解析についても、観察のタ
イミングを P5および P30 に広げて解析中である。 
一方私共は、共焦点レー
ザー顕微鏡ライブイメー
ジングで、アストロサイト
の移動・形態変化を in 
vivo 解析してきた。この過
程で、アストロサイトがニ
ューロン（単一方向性の直
進移動）とは全く異なる高
速かつランダムな移動（不
軌道性移動）をすることを
見出していた。そこで、
RBFOX1 の発現抑制を行い
この移動様式が影響を受けるかどうかを解析した。その結果、移動速度に関しては変化がなか
った。ランダムな移動様式にも特筆すべき表現型は得られていない。引き続き例数を増やして
観察している。 
 
（２）アストロサイト遺伝子異常がニューロンに及ぼす影響 
発達期のマウス脳で RBFOX1 と NR1D1 の RNAi ベクターを E14 で導入し、アストロサイトで発現
抑制することで遺伝子異常を模倣した。P10 で脳を固定し、異常がニューロンの形態や樹状突
起形成に及ぼす影響を、P0, P3, P7, P30 まで経時的に形態観察した。観察にあたっては、遺
伝子異常が模倣されたアストロサイトが接触しているニューロンに焦点をあてた。現在までの
ところ、いずれの時点においても、異常アストロサイトがニューロンの形態に影響を及ぼす表
現型を得られていない。 
 
（３）遺伝子異常を模倣したアストロサイトの in vitro 解析 
マウス大脳皮質より調整した初代培養アストロサイトの生化学・細胞生物学解析を行った。最
初に、培養開始直前に RBFOX1 と NR1D1 の RNAi ベクターによる発現抑制を行うことで遺伝子異
常を模倣し、20 日後に D-セリンとアデノシンの放出を測定した。しかしながら、これらの化学
物質の放出量に有意な変化を生じなかった。その原因として、RNAi ベクターの導入効率が悪く、
放出の変化が周辺に存在する正常細胞によってマスクされた可能性が考えられた。現在、導入
効率を上げるべく、実験条件を再検討している。 次いで、遺伝子異常の模倣が分化・増殖に
果たす役割も検証したが、RBFOX1 と NR1D1 の発現抑制はアストロサイトの増殖や分化に影響
を及ぼさなかった。さらに、遺伝子異常を模倣したアストロサイトと正常海馬ニューロンを共
培養し、アストロサイトの機能障害がニューロンの形態と機能（特にシナプス形態に着目）に



及ぼす影響を免疫組織学的に解析したが、有意な影響を観察するには至っていない。 
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