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【研究の背景】 

我々は自閉症成人の PET 研究でセロトニン・トランスポーター（SERT）の

脳内分布異常を発見した（Nakamura et al., 2010）。その原因が細胞内分子

の膜移行異常にあるのではないかと考え、N-ethylmaleimide sensitive 

fusion protein（NSF）の変化が自閉症の病態に関与する可能性を突きとめ

た（Iwata et al., 2014）。そこで平成 28 年度に精神薬療一般研究助成「PET

所見に基づく自閉症・シナプス膜移行異常仮説の検証」の補助を得て、こ

れまでに前例のない NSF ノックアウトマウスの作出と解析を試みた。 

そのホモ接合体は胎生致死だったため、NSF ヘテロノックアウト

（NSF+/−）マウスと野性型（NSF+/+）マウスを比較した行動実験を行ったと

ころ、社会的相互作用の障害・常同行動・コミュニケーション能力の障害を

強く示唆する自閉症様行動異常が NSF+/−マウスに出現した（図 1、図 2、

図 3）。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。また、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., 1998）

（Lee, Liu, Wang, & Sheng, 2002）。そこで電子顕微鏡で NSF+/−マウス海

馬の AMPAR 発現を確認したところ、そのシナプス膜移行も減少していた。 

このシナプス膜移行異常は自閉症の治療標的となるかを確かめるため

に、本研究では【臨床的意義】の項で述べる先行研究から edonerpic 

maleate と運動負荷を NSF+/−マウスに与える実験を行って、治療標的とし

ての可能性を検証する。シナプス膜移行異常の観点から自閉症発症の分

子メカニズムを考察し、治療標的を新規に確立しようとする点が特色であ

る。 

 

【⽬  的】 

我々は N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein（NSF）の機能異常が自閉症の病態に関わる可能性をつきとめ、NSF+/−

マウスに自閉症様行動異常が現れることを発見した。本研究では「自閉症のシナプス膜移行異常仮説」を立て、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+/−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。本研究で検証する仮説は、従来の自閉症の仮説

を統一して説明できる利点があり、ここで得られる知見は将来の自閉症の治療手段の開発にも役立つ可能性がある。 

 

 

 
図 1：NSF+/−マウスの社会認識行動 

 
図 2：NSF+/−マウスの常同行動 

 
図 3：NSF+/−マウスの超音波発声解析 
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【⽅  法】 

①NSF+/−マウスの行動解析：NSF+/−マウスに認められる自閉症様行動

が、edonerpic maleate（図 4）投与とトレッドミル（図 5）による運動負荷の前後で

どのように変化するかを検討する。NSF+/− マウスに edonerpic maleate 

30mg/kg を 4 週齢の時点から連日朝夕に腹腔投与して、かつトレッドミルによる

運動負荷を毎日一定時間与える。1 週間後、2 週間後、4 週間後の時点で図 1

～図 3 の行動解析を実施し、薬物および運動負荷を行わなかった対照群と比

較して投与効能評価を行う。行動評価の正確を期すため、各群のマウスは行

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。 

②NSF+/−マウスの脳組織解析：上記行動実験と同様の条件で薬物および

運動負荷をかけた NSF+/−マウスにみられる SERT ないし AMPAR のシナプス

膜移行の障害が、薬物および運動負荷を行わなかった対照群と比較してどの

ように変化するかを各群オス n=5 以上で検討する。 

A）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、まず Western Blot（WB）法により、総 SERT ないし AMPAR の発現を調べ

る。次に脳組織の細胞小器官の分画を抽出して、分画毎の SERT と AMPAR 発

現量を WB 法で測定する。また、大脳皮質、海馬、線条体および中脳のシナプ

ス分画を抽出し、分画毎の SERT ないし AMPAR 発現量を WB 法で測定する。 

B）組織学的評価：NSF と AMPAR はともに海馬に強く発現しているため、

NSF+/−マウスにおける AMPAR サブユニット微細局在は海馬神経細胞のシナ

プス内外の膜上で調べる。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。SERT ないし AMPAR サブユニットの電子顕微鏡レベルの局在を、

SDS 処理凍結割断レプリカ標識法（SDS-FRL 法）（図 6）を用いて、発現量と空

間配置の両面で解析し、上記の生化学的実験結果の形態学的な確認を行う。

更に、薬物および運動負荷後の分子局在レベルの効果を確認する目的で、

NSF+/−マウスへの薬物および運動負荷の有無による海馬 AMPAR の局在変

化も検討する。また、シナプス可塑性に深く関与する NMDA 型グルタミン酸受

容体の微細局在についても同様に検討する。 

 

【結  果】 

NSF+/−マウスにedonerpic maleateの投与実験を開始する前の確認として、横浜市立大学医学部・高橋研究室と共同で、

マウス脳内の AMPA-R 発現を再検討した。その結果、NSF+/−マウスの海馬では野生型に比して細胞膜上の AMPA-R 発現

に有意差がない（図 7）と判明し、その後に皮質でも同じ傾向が確認された（図 8）。そのため、edonerpic maleate の投与実験

は残念ながら見送られた。 

 

図 7：マウス海馬の AMPA-R 発現（N=3）  図 8：マウス皮質の AMPA-R 発現（N=3） 

図 4：Edonerpic maleate 

 
図 5：トレッドミル装置（メルクエスト） 

 

 
図 6：海馬歯状回の凍結割断レプリカ免疫

標識像：黒い粒子が AMPAR 
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一方、電子顕微鏡で NSF+/−マウスの海馬シナプ

ス上 AMPA-R を再び精査した。低倍率で dendritic 

spine は、樹状突起から出たドーム状の構造として観

察される（図 9：小さい黒い標識は GluA1-4 の全てを

認識する pan AMPA-R 抗体による免疫金標識。大き

いドットは NR1 標識。興奮性シナプス後膜領域は膜

内粒子 IMP がクラスター上に観察される紫色で色付

けされた領域で、これをシナプス面積として計測）。

各計測シナプスの面積とその内部の AMPAR 標識数

の関係を示した解析では、野生型、KO どちらも正の

相関があり、シナプスの AMPAR 発現密度は一定に

保たれていた。この AMPAR 標識密度の平均値は、

野生型に比べて KO で有意に低下していた。この傾

向は、シナプス可塑性の初期相の誘導と維持に関与

が深い GluA1 サブユニットに着目した解析を行うと、

より顕著に確認された。 

 

【考  察】 

以上の結果から、NSF+/−マウスの海馬で細胞膜への AMPA-R 移行に差はないも

のの、シナプスでの dendritic spine への移行には明確な有意差があったことから、

NSF は dendritic spine への AMPA-R 移行を担っているものと考えられた。 

今後は、自閉症モデルマウスに Ampakine（CX516、CX546）の投与が有効とする報

告（Tatsukawa et al., 2019）（Guo et al., 2019）から、NSF ヘテロ KO マウスに認められ

る自閉症様の異常行動が、Ampakine（CX516、CX546）の投与と自発運動負荷の前

後でどのように変化するかを検討する。NSF+/−マウスに 4 週齢の時点から Ampakine 

（CX516、CX546）25 mg/kg を連日腹腔投与し、かつ回転輪を設置したケージで

wheel running による自発運動負荷を毎日一定時間与える（図 10）。1 週間後、2 週間

後、4 週間後の時点で、自閉症様行動を反映するバッテリー行動解析を実施し、薬物

および運動負荷を行わなかった対照群と比較して投与効能評価を行う。 

 

【臨床的意義・臨床への貢献度】 

シナプス分子の細胞膜移行を促す手段は長い間知られていなかったが、横浜市立大学の高橋らは、edonerpic maleateが

AMPAR のシナプス膜移行を促すことで脳損傷後の脳の可塑性を向上させ、リハビリテーション依存性に運動機能が回復す

ることを動物実験で示した（Abe et al., 2018）。自閉症の臨床においても、運動療法は社会性や遂行機能の向上に有用であ

る（Yu, Wong, Lo, So, & Chan, 2018）（Andoh et al., 2019）。脳内 AMPAR のシナプス膜移行の減少によりマウスに自閉症様

の表現型が現れることは他の自閉症モデル研究でも指摘されている（Irie, Badie-Mahdavi, & Yamaguchi, 2012）（Heise et al., 

2018）。しかし、自閉症の治療標的としての可能性は未知である。NSF の発現阻害によるシナプス膜移行異常は、自閉症の

治療標的となり得るだろうか。Zoghbi が 2003 年に唱えた「自閉症のシナプス異常仮説」以来、自閉症はシナプス分子の輸

送・集積機構の異常が原因ではないかと多くの研究者が検討し、関連遺伝子も見出されている（Morimura et al., 2017）。し

かし、シナプス膜移行異常の観点から治療手段が具体的に提示されたことはなく、この点で本研究は独創的といえる。本研

究から得られる知見は自閉症の基本原理の理解に貢献できるのみならず、将来の自閉症の治療手段開発にも役立つ可能

性がある。 

 

 
図 9：NSF ヘテロ KO マウスの海馬シナプス上の AMPA-R. 

図 10：：回転輪による自発運動負荷 
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