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緒　言

　「コミュニケーションの障害」と「限局されたこだわりや反復」を特徴とする疾患群である自閉スペクトラム症（ASD,
autistic spectrum disorder）は、世界的に罹患率が急速に増加しているとされ、早急な対応が世界的課題として強く求
められている１）。
　ASD（の少なくとも一部）では、双子での発症率が 90 %程度になるとの報告がなされ、遺伝的側面が発症に強く関
わるとされる。原因として、Shank、Neuroligin、Neurexin、CAPS2 などの多くのシナプス関連分子（図 1）の遺伝子
変異が報告されており、シナプスの機能が遺伝子の異常により損なわれた結果引き起こされるとも想定されている２）。
事実、それら分子のノックアウトマウスの多くは、他のマウスと関連を持ちたがらない傾向を示す。

図 1． シナプス部位で働く分子群
シナプス部位で働く自閉症関連分子（＊で示す）。

　ASD 研究とシナプスの分子機構研究は、相互に連関し進歩してきた。例えば、ASD 原因遺伝子の一つである Shank
は、特に後シナプス部位において、PSD-95 等を介し、グルタミン酸受容体である NMDA 受容体に結合することは良
く知られていたが、最近では、NMDA 受容体の刺激が、ASD モデルマウスである Shank ノックアウトマウスの ASD
様行動様式の改善につながることが動物実験で示され、NMDA 受容体が新たな ASD の治療標的となる可能性を持つ
として注目されている３）。
　シナプスの場である棘（スパイン）は、その小ささゆえに、生化学的アプローチが万能ではなく、現在でもスパイン
内で働く分子の全貌は明らかとなっていない。他方、大脳皮質での発現動態が健常者と ASD 患者で大きく異なる遺伝
子が網羅的に検索され、機能未知の遺伝子も含め多くの遺伝子の発現変化が報告されている４）。我々は、ASD とシナ
プス機能の深い関連性に着目し、この発現が大きく異なるとして同定された分子の幾つかは、スパインで働くのではな
いかと考えた。そして、そのような分子は、ASD の関連分子として病態解明や、ひいては治療標的に成り得るのでは
ないかと考え、この仮説のもと本実験を計画し、実行した。
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方法、結果および考察

　我々は、ASD 患者脳と定型発達者の脳とで発現が大きく異なる分子の中で、機能未知である分子に対し検討を進め
た。なお、本研究は現在論文投稿中であるため、（公開予定の）本報告書では分子名は記載できない点をご了解いただ
きたい。
　まず in situ hybridization 法および抗体を作製しての免疫細胞化学法により、脳内分布、細胞内局在を検討した。そ
の結果、

（１）この分子 mRNA は海馬錐体細胞、顆粒細胞に局在を認めた。
（２）この分子に対する抗体を作製し、その局在を検討したところ、樹状突起スパインに局在を認めた。
　そこで、マウス海馬錐体細胞を培養し、スパイン上に発現する受容体分子群への作用を検討した。その結果、

（３）この分子が、NMDA 受容体のサブユニットの一つのシナプス膜上への発現制御に関わることを観察した。
　本分子をノックダウンした結果、膜表面への NMDA 受容体 NR2A サブユニットの発現量が増加した（図 2）。

図 2． シナプス膜上での NMDA 受容体サブユニット（NR2A）への作用
シナプス膜上への NMDA 受容体局在に対する本分子の影響（ノックダウン実験）。
エラーバーは S.E.M. ｔ検定。

　このメカニズムを明らかとするため、スパインで働く分子との interaction を検討した。その結果、
（４）アクチン結合蛋白であるミオシン IIb に強く結合することを見い出した。
　ミオシン IIb は、いわゆる非筋肉型ミオシン II である。スパインにおいては、その形態や受容体の動態に影響する
ことが既に報告されている５,６）。

（５）スパインで働く Shank2 および Cortactin と（間接的か直接的かは未定であるが）interaction することを見い出
した。
　これら分子は、ASD との関連が強く示唆されている分子である２）。さらに、

（６）Shank2 は NR2A/2B と interaction するが、その interaction は本分子が存在すると増強していた。
　このため、本分子が新たな創薬ターゲットと成りうる可能性が考えられた。そこで、本分子のノックアウトマウスを
作製し、その詳細を検討することとした。一方、活性調節の仕組みとしてのリン酸化による機能変化を検討したが、現
在までのところ、幾つかのリン酸化変異分子（リン酸化を受けないようにアミノ酸置換を行ったもの）では、上記機能
に大きな変化は観察できていない。
　また、脳内のみでのノックアウトマウスを作製するため、Emx1-Cre と掛け合わせ、

（７）大脳皮質においてノックアウトされたコンディショナルノックアウトマウスを作製した。同時に、本分子の該当
locus に LacZ 遺伝子が組み込まれる形のマウスも作製した（このマウスに対しては Emx1-Cre マウスではなく、広く
観察するため TNAP-Cre マウスと交配している）。
　このため、LacZ 活性を基に、本分子の脳内発現を検討することが可能となった。脳内の発現を観察すると、均一で
はなく局在性を持っていることが明らかとなった（図 3）。
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図 3． ノックアウトマウスの作製と本分子の脳内発現様式
左：ノックアウトマウスの作製手順、右：LacZ 遺伝子発現で見た本分子の脳内発現様式。

（８）本分子ノックアウトマウスについて行動解析を行った。
　オスマウスに対して行動解析を行ったところ、現在までの結果では、open field test でノックアウトマウスではコン
トロールに比し、field 中央部分での滞在時間が極端に短かった。
　以上のことより、本分子は NMDA 受容体のシナプス面への局在に関わり、重要な創薬ターゲットと成り得る可能性
が考えられる。
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