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研究成果の概要（和文）：脳内の神経細胞間の接続部であるシナプスに焦点を当て、その中でもアセチルコリン
を神経伝達物質として用いているコリン作動性シナプスについて解析をしている。特に、シナプスにおける神経
細胞間の隙間であるシナプス間隙を構成するHigタンパク質を同定し、それがアセチルコリン受容体の局在量を
制御していることを明らかにした。さらに、同じシナプス間隙に第2のタンパク質Haspを同定することに成功
し、それがシナプス間隙におけるHigの局在に必須であることを明らかにした。シナプス間隙の中でHigとHaspは
それぞれが分子コンパートメントを形成し、近接しながらも異なる位置に存在することを発見した。

研究成果の概要（英文）：We are interested in studying the differentiation of synapses in the 
Drosophila brain, focusing on the synaptic clefts of cholinergic synapses that use acetylcholine as 
a neurotransmitter. We initially identified Hig as a matrix protein constituting synaptic cleft 
matrices. This protein intriguingly regulates the levels of nicotinic acetylcholine receptors on the
 postsynaptic membranes. We recently succeeded in identifying a second matrix protein Hasp in the 
cholinergic synaptic cleft. Hasp is required for Hig to localize at the synaptic clefts. Notably, 
Hig and Hasp form distinct molecular compartments located closely but separately within the cleft. 
This suggest that the interaction of Hig with Hasp is not via 1 to 1 molecular ratio, and there 
would be a novel mechanism underlying the formation of cleft matrices. 
 

研究分野：分子神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
シナプスは脳内の情報伝達装置として脳機能の形成に重要な役割をもつ。多くの研究者がシナプスを研究してき
たが、シナプスの一部であるシナプス間隙の解析は進んでおらず、シナプスの正しい理解は得られていない。わ
れわれは、ショウジョウバエを用いてコリン作動性シナプスの間隙に存在する分泌性タンパク質Higを世界に先
駆けて発見し、Higがアセチルコリン受容体の局在量を調節していることを見出した。さらにHigのシナプス間隙
における局在にはHaspが必要であることも明らかにした。HigとHaspがシナプス間隙の中で異なるコンパートメ
ントを形成して局在するという知見は、シナプス研究において質的に新しい発見である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
シナプス間隙のマトリックスとして定義されるシナプトマトリックスは、シナプス分化を多
面的に制御し、神経伝達物質受容体の集積やシナプスの安定化に関わる他、シナプス異常を示
す疾患の原因となり得ることが近年の研究によりしだいに明らかにされている。しかし、その
なかでコリン作動性シナプスについては、神経と筋肉の接合部では詳細な解析が進んでいるも
のの、中枢シナプスではシナプスマトリックスの構成因子や構築機構についての知見は殆ど得
られていなかった。われわれは、中枢コリン作動性シナプスの間隙に存在するタンパク質とし
て Higタンパク質を世界に先駆けて発見し、シナプス間隙に視点を据えたシナプスの分化と機
能の解析を進めてきた。当研究室は、この分野の研究の先導的な位置に立つこととなり、分子
レベルでの研究をさらに精力的に進めていく必要があった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、当研究室がショウジョウバエを用いて発見した中枢コリン作動性シナプスのマ
トリックスタンパク質である Higを出発点として、新たに Higと相互作用する分子を同定し、
Hig およびその相互作用分子が如何にシナプトマトリックスを形成し、コリン作動性シナプス
の構築と機能を統御するのか、その機構を分子レベルで解明することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
 ショウジョウバエを材料に用いて遺伝学、分子遺伝学、生化学、免疫組織化学的解析を行っ
た。中枢コリン作動性シナプスにおける新規シナプトマトリックス構成タンパク質の同定、お
よび Higの作用を受けるシナプスの膜上ならびに末端内の因子を同定するため、Higを出発点
とした遺伝学的な解析を行った。さらに、得られた因子の機能を in vivoで明らかにするため、
それぞれの突然変異体ないしRNAiなどを用いて様々なシナプスマーカーの分布の異常を調べ、
シグナルの流れを解析した。新たに得られた因子については抗体を作製し、シナプトマトリッ
クスの構造的な詳細を超高解像レーザ−顕微鏡および電子顕微鏡を用いて明らかにした。 
 
４．研究成果 
(1) 新たなシナプスマトリックスタンパク質 Hasp の同定： 
中枢コリン作動性シナプスのシナプス間隙には Hig が特異的に局在することを見出してきた。
分泌性の Hig タンパク質は様々な種類の脳神経細胞で産生され細胞外を拡散してコリン作動性
シナプスの間隙に局在するようになる。したがって、コリン作動性シナプス間隙に Hig をつな
ぎとめる第二の因子が必要であることが予想された。そこで、まずショウジョウバエのデータ
ベースより、Hig タンパク質中に最大５個存在する CCP ドメインに注目し、そのドメインをも
つ他のタンパク質を選択して解析を進めた。その結果、Hig と同様に分泌性のタンパク質 Hasp
（Hig-anchoring scaffold protein）を同定し、このタンパク質がコリン作動性シナプスの間
隙に Hig を局在化させるために必須であることを見出した。Hasp をコードする遺伝子に挿入さ
れたトランスポゾンのimprecise excision（不正確な切出し）法により遺伝子機能を失ったhasp
欠質変異を作成したところ、この変異のホモ接合体は hig 変異のホモ接合体と同様に致死とな
り、わずかに生まれた成虫の寿命も短くなっていた。さらに、hig と hasp の二重変異のホモ接
合体は、それぞれの単独変異と同様な致死性と寿命の長さを示した。この結果は、Hig と Hasp
が同じシグナル経路で機能して等しい作用をもたらすからであると解釈できる。実際に hasp
変異体の脳を Hig 抗体で染色すると Hig タンパク質は細胞体には野生型と変わらず存在してい
たが、シナプス領域からは消失することが判明した。すなわち、Hasp タンパク質は Hig がコリ
ン作動性シナプスのシナプス間隙に局在するために必須であることが分かった。 
hig 変異体の脳では、アセチルコリン受容体サブユニット D6 および D7 が減少するが、hasp
変異体の脳でも同様な現象が観察された。このことは、hasp 変異体のコリン作動性シナプスに
は Hig が存在できないため、その結果として D6 および D7 が減少すると考えられる。 
 Hasp タンパク質の局在を様々な神経伝達物質に関連したマーカーの抗体で染色することに
より解析したところ、Hasp は Hig と同様にコリン作動性シナプスに特異的に存在することが判
明した。さらに、免疫電子顕微鏡法によりその局在を解析したところ、Hasp はシナプス間隙に
存在することが明らかとなった。 
  
(2) コリン作動性シナプス間隙における Hig と Hasp のコンパートメント形成： 
 Hig と Hasp は共に中枢コリン作動性シナプスのシナプス間隙
に特異的に存在している。それでは、シナプス間隙でどのよう
な分布を示すのだろうか。当初、予想していたことは、Hasp は
Hig のシナプス間隙での局在に必要であることから、両者が１対
１の相互作用を示し、同じ分布パターンを示すということであ
った。しかし、解析結果はその予想とは異なるものであった。
まず、ショウジョウバエ成虫脳を Hig および Hasp 抗体により二
重染色してレーザー顕微鏡で観察すると、両タンパク質は近傍
に存在しているが、部分的に重ならない像が得られた。そこで、
さらに高解像度の像を得るために、超解像顕微鏡（Structured 



Illumination Microscope）を用いたところ、両タンパク質はシナプス間隙内で近接しながらも
異なる分子コンパートメントを形成していることが判明した（図の蛍光画像には複数のシナプ
スが存在しており、それに伴い複数のシナプス間隙が示されている。赤紫が Hig、緑が Hasp の
局在部位を示す）。今までに、動物種およびシナプスの種類を問わず、シナプス間隙内のコンパ
ートメント構造についての知見は全く得られておらず、今回初めて発見された。このコンパー
トメントの存在がシナプス構造の構築機構と機能を理解する上で新たな光をもたらすことが期
待される。 
 
(3) hig 変異に対するサプレッサー変異の分離： 
 Hig タンパク質が欠損すると、コリン作動性シナプスからアセチルコリン受容体（nAChR）の
サブユニットである D6 と D7 のシナプス後部における局在量が半分に減少することが、我々
の以前の研究により明らかにされている。すなわち、Hig はシナプス間隙からシナプス後部上
の nAChR の局在量を制御していることになる。この制御機構を明らかにすることを一つの狙い
として、Hig と相互作用するタンパク質を同定することを試みた。具体的には遺伝学的手法を
用いて第２染色体上の hig 遺伝子変異に対するサプレッサー変異のスクリーニングを行った。
hig 変異は前述の通りにそのホモ接合体が致死性を示し、生き残った成虫は寿命が短く、また
活動性が低い。そこで、hig 遺伝子変異をもつ個体
に対して変異誘起剤である EMS 処理を行い第２の変
異を生じさせた。その処理をした後に第２染色体上
に生じた変異が維持されるようにした系統を 400 作
成し、hig 変異をホモ接合にした時に低下する活動
性が回復することを指標としてスクリーニングを行
った。その結果、独立に２種の変異を分離すること
に成功し、遺伝学的解析の結果、いずれも劣性変異
として hig 変異をサプレッスすることが判明した。
この変異をもつ染色体から余分の変異を染色体の乗
換えにより除去した後に、１種の変異体については
次世代シーケンス法により全ゲノムシーケンシング
を行った。その結果、nAChR サブユニット D5 をコ
ードする遺伝子内に候補変異が見出された。そこで、
もう１種の変異体の D5 遺伝子の塩基配列を決定す
ると、やはり変異が生じていることが判明した。これら２種の変異は、D5 の異なる位置のア
ミノ酸の置換変異であることが予想された（図：細胞外ドメインのシステインループを形成す
る 437 番のシステインがセリンに、３つ目の膜貫通ドメイン M3中の 597 番のセリンがフェニル
アラニンに置換していた）。また、得られた２種の変異によるトランスヘテロ接合体を作成する
と、やはり hig 変異をサプレッスしたことから D5 遺伝子変異が hig のサプレッサーである可
能性が高くなった。ここで、さらに CRISPR/Cas9 法により D5 遺伝子のノックアウト変異を作
成して hig 変異との二重変異を作成したところ、hig 変異の表現型が回復した。このことから、
D5 変異は hig 変異のサプレッサーとして機能すると結論した。したがって、D5 は Hig と密
接に相互作用し、また、Hig が存在しない状態では、個体に害を与え致死性が生じる原因にな
ることが明らかとなった。 
 D5 に対する抗体を作成して脳を染色すると、D5 は Hig の分布とよく似ていることが判明
した。また、２種のサプレッサー変異をもつ D5 タンパク質は、細胞体には蓄積しているがシ
ナプスにはわずかしか認められないことから、シナプスへの輸送あるいは安定性において異常
が生じている可能性が考えられた。 
 D5とHigの関係性を明らかにするため、それぞれのnull変異における局在を調べてみると、
D5 変異体の脳のシナプス領域では Hig は約半分に減少し、さらに D5 D7 二重変異体の脳の
シナプス領域では Hig のほとんどが消失していた。逆に hig 変異体の脳のシナプス領域では、
D5 と D7 は半減していた。したがって、シナプス後膜上の D5 と D7 はシナプス間隙に存在
する Hig と相互作用し、互いにシナプスにおける局在を正に制御し合っていることになる。 
 サプレッサー変異スクリーニングにより、D5 変異が hig 変異のサプレッサーとして同定さ
れたが、今回のスクリーニングは第２染色体の遺伝子に対して行われたため、nAChR のうち D5
変異だけがサプレッサーとして作用するのかは不明である。はたして、他の nAChR サブユニッ
トの変異はサプレッサーとして働かないのだろうか。ショウジョウバエには 10種類のサブユニ
ットがゲノム上にコードされている。そこで、hig 変異体に対して各サブユニット遺伝子の発
現を RNAi の手法によりノックダウンし、hig 変異体の表現型が回復するかどうかを解析した。
その結果、D5 遺伝子をノックダウンしたときのみ、hig 変異の表現型が回復した。すなわち、
nAChR サブユニットのうち D5 の機能欠損のみが hig 変異をサプレッスすることが明らかとな
った。 
 コリン作動性シナプスのシナプス間隙に存在する Hig が欠損すると、Hig 欠損個体は致死性
を示すが、その致死性は D5 の欠損により抑えられる。したがって、Hig の欠損による致死性
は D5 を通して生じていることになる。今後はどのような機構により致死性が生じ、またそれ
が抑えられるのかを分子レベルで解明していく必要がある。 
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