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研究成果の概要（和文）：アファディンとその結合分子マギンのノックアウトマウスを用いた解析により、PAJ
分子がシナプス形成・維持を担い、その機能を制御していることが明らかとなった。一方で、シナプス結合及び
PAJは、マウスを対象とする場合、実験的飼育環境下での加齢に予想外に強い抵抗性を示すことが明らかとなっ
た。加齢に応じてPAJ分子集積の量的変動は認められたため、今後機能に対する影響を詳細に解析する必要があ
ると考えたため、長期間飼育したこれらのノックアウトマウス、及びPAJ分子の集積に影響があるとされる実験
モデル系における、シナプス結合及び機能の維持に果たす役割を解析する環境を整備した。

研究成果の概要（英文）：The investigations using knockout mice of afadin and its binding protein 
MAGUIN revealed that proteins localized at puncta adherentia junctions (PAJs) regulate synapse 
formation, maintenance, and resultant functions. On the other hand, synaptic junctions and PAJs are 
unexpectedly stable in the aged mouse hippocampus under the normal housing condition. There were 
quantitative alterations, to some extent, of PAJ protein accumulation at the sites of the 
hippocampal giant mossy fiber synapses, although further experiments would be required to clarify 
the functional significance of these changes. Toward this aim, I will study aged-afadin and MAGUIN 
knockout mice, and mouse models in which PAJ protein accumulation is affected.  

研究分野：神経細胞生物学、生化学
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１．研究開始当初の背景 
シナプスの形成・維持が個体の学習・記憶
の細胞基盤であることが、近年の研究によ
り直接的に証明されつつある。このことか
ら、シナプスの形成・維持機構の解明は、
学習・記憶のしくみを明らかにし、加齢や
種々の精神・神経疾患による学習・記憶力
の低下の細胞基盤を理解する上で重要であ
る。海馬歯状回顆粒細胞の苔状線維と CA3 
野錐体細胞樹状突起の間に形成される海馬
苔巨大状線維シナプスは、海馬依存的な学
習・記憶に必須である。本シナプスは 2 種
類の接着構造をふくむ特徴的な形態を有し
ている。すなわち、苔状線維終末と樹状突
起シャフト間に上皮のアドヘレンスジャン
クション（AJ）に類似の分子構成と電子顕
微鏡レベルでの形態学的特徴を持つ接着構
造プンクタアドヘレンシアジャンクション
（PAJ）が形成される。さらに、苔状線維
終末が多くの枝分かれを持ったスパイン
（棘状瘤）を包み込み、約 25 個のシナプ
ス結合が内包される特徴的な巨大な接着構
造複合体が形成される。シナプス前部には
神経伝達物質が包含された小胞とその開口
放出の足場（アクティブゾーン）が存在し、
シナプス後部には神経伝達物質受容体やシ
グナル分子を集積する足場(シナプス後肥
厚部: PSD)が存在する。申請者は、所属研
究室で見いだされた、細胞間接着分子であ
る免疫グロブリンスーパーファミリーのネ
クチンとその結合分子アファディンに着目
して本シナプスの形成機構を明らかにして
きたが、成熟したシナプスが、長期間にわ
たって維持される分子機構は不明である。
その解明の手がかりとして、加齢によりネ
クチンとアファディン及びアファディン結
合分子の脳での発現量が変動するという結
果を得た。申請者は、これまでに確立した
実験系を適用し、老齢および各種遺伝子ノ
ックアウトマウスを調べることで、シナプ
スの維持機構とその破綻の影響について重
要な知見を得ることができると考え、本研
究の発案に至った。 
 
２．研究の目的 
老化マウス、またネクチン—１、ネクチン—
３、アファディン、およびマギンのノックア
ウトマウスを用いて、その脳および培養細胞
のシナプスを解析することを目的とした。本
研究では、以下の二点の解析を計画した。
（１）老齢マウスにおけるネクチンとアファ
ディンおよびその結合分子の局在と複合体
結合様式の解析：老化脳を継続して研究する
ために、一年以上前に産まれた野生型マウス
を多数維持しており、貴重な老齢マウスを使
用出来る環境を整えた。また、老齢マウスの
巨大苔状線維シナプスで、電顕レベルでその
機能低下を示唆する様々な形態的変化をと
らえ始めている。そこで、老齢マウスを用い
て、免疫染色法によるネクチンとアファディ

ンおよびマギンを中心としたアファディン
結合分子の局在を解析する。また生化学的手
法を用いて、それらを核としたタンパク質複
合体や、シナプス分画の加齢による変化を解
析し、老化によって低下するシナプス維持機
構を明らかにする。（２）ネクチンとアファ
ディンおよびマギンのノックアウトマウス
を用いたシナプス維持機構の解析：ネクチン
とアファディンおよびマギンはシナプス維
持に障害があると予想される知能障害や統
合失調症の原因遺伝子である。申請者は、ネ
クチン-１ノックアウトマウスで野生型老齢
マウスに類似したシナプス構造変化を示唆
するデータを得ている。また、マギンが欠失
したヒト家系が複数見つかり、共通した症状
として知能障害と言語退行が観察されてお
り、マギンが一度形成された脳機能の維持機
構に関与している可能性が示唆されている。
そこで、これらノックアウトマウスの巨大苔
状線維シナプスをモデルとして、その形態の
維持機構を解析する。また、同時に各種マー
カーで染色し、（１）の老齢マウスの解析結
果との照合を行う。さらに、これらノックア
ウトマウスから得た培養神経細胞を用いて、
分子生物学的な介入実験を行い、シナプス維
持の分子機構の詳細を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
老齢マウスの海馬巨大苔状線維シナプスに
おける、ネクチンとアファディンおよびマギ
ンを中心とするアファディン結合分子の局
在を、各々に対する特異的抗体を用いて検討
する。生化学的方法によるアファディンとそ
の結合分子の相互作用を解析するため、すで
に確立している脳の膜分画からプロテオミ
クスの手法を応用してアファディンを核と
する超分子複合体を精製・解析する方法を応
用する。苔状線維がまばらに蛍光タンパク質
で標識されるトランスジェニックマウスを
用い、ネクチンとアファディンおよびマギン
のノックアウトマウスと掛け合わせ、その形
態を野生型と比較する。形態の定量化ととも
に、様々な PAJ、PSD マーカーを染色し、電
子顕微鏡での観察像と併せて巨大苔状線維
シナプス形態の変容が、どの構造の変化と関
連しているかを解析する。これにより、シナ
プス形態と機能分子の発現様式の維持機構
を明らかにする。また、おのおののノックア
ウトマウス由来の培養神経細胞を用いて試
験管内でシナプス維持機構の破綻を再現し、
分子生物学的介入実験によりこの時点まで
に得られた結果の分子メカニズムの詳細を
明らかにする。 
 
４．研究成果 
（１）老齢マウスにおけるネクチンとアファ
ディンおよびその結合分子の局在と複合体
結合様式の解析：すでに加齢に伴い、シナプ
ス分子及び PAJ 分子が減少する傾向を捉え
ていたが、これをシステマティックにウェス



タンブロッティング法を適用し、さらに詳細
に検討した。その結果、ここのシナプス分子
及び PAJ分子は、加齢に伴い、いくつかのグ
ループに分類される発現量の変動を示した。
特に、PAJ分子は概ね減少傾向にあり、また
マギンは直線的な加齢依存性の発現上昇を
示した。この成果は、学会及び論文発表した
（発表論文⑤、学会発表⑥）。次に、3ヶ月齢
マウスと２４ヶ月齢老齢マウスの海馬 CA3
野透明層における巨大苔状線維シナプスで
の、PAJ分子ネクチン・アファディン・カド
ヘリン・カテニン、及びシナプス結合に局在
する分子群の局在を、免疫染色法によって検
討した。その結果、加齢による顕著な質的な
変化は認められなかった。このように、シナ
プス結合及び PAJという神経接着構造は、加
齢というファクターに対して相当程度堅牢
であることが分かった。PAJ分子においては、
上記の研究成果を一部裏付ける軽微な量的
変化の傾向が免疫染色法での解析において
も認められたため、サンプル数を増やし現在
引き続き検討中である。老齢マウスについて
は、全体にバックグラウンドが高く、個体ご
とのばらつきも大きい傾向が認められたた
め、この改善にも着手した。また、生化学的
にアファディンやカドヘリン・カテニンを核
とする分子複合体の精製も、すでに確立した
技術を適用可能であることがわかったため、
継続して解析を行っている。マギンに関して
は、計６種類の抗体を自作し、また２種類の
市販抗体、１種類の研究者からの供与抗体と
あわせ、ノックアウトマウスから調整した試
料を陰性コントロールとして、免疫染色法に
適用可能なものをスクリーニングしたが、全
て使用不可であった。ウェスタンブロッティ
ング法には適用可能であり、ノックアウトマ
ウスから調整した試料には反応しないもの
が５種得られた。 
（２）ネクチンとアファディンおよびマギン
のノックアウトマウスを用いたシナプス維
持機構の解析：まず、アファディンが海馬巨
大苔状線維シナプスの機能と構造の形成・維
持に果たす役割を明らかにするため、一連の
解析を試みた。その結果、アファディンは海
馬 CA3 野錐体細胞の分化と配列、苔状線維
を形成する歯状回顆粒細胞の配列に重要な
役割を果たすことが明らかになった。この結
果、アファディンノックアウトマウスの巨大
苔状線維シナプスはその数が減り、形成・維
持される位置異常が生じることが明らかに
なった。苔状線維の進展には影響がなかった。
これらの結果は、学会及び論文発表した（発
表論文⑥、学会発表⑤）。次に、電顕及び電
顕立体再構築法を適用し、成獣のアファディ
ンノックアウトマウスで形成・維持される巨
大苔状線維シナプスの超微細形態の解析を
試みた。その結果、ノックアウトマウスの
PAJは完全に消失しているわけではなく、極
めて肥厚の薄い接着様構造として、野生型と
ほぼ同数存在していることが分かった。また

解析の結果、ノックアウトマウスの巨大苔状
線維シナプスはその複雑性が有意に減少し、
シナプス小胞全体及びシナプス結合にドッ
クしているシナプス小胞の数が減少し、シナ
プス後肥厚部の密度が減少することが明ら
かになった。これらの結果は、論文発表した
（発表論文④）。また、アファディンノック
アウトマウスの海馬から樹立した分散培養
神経細胞と培養切片において、シナプス結合
強度が有意に減少し、その一端がシナプス後
部の AMPA 受容体の集積に起因することを
見出した（発表論文③）。以前に発表したシ
ナプス前部の構造・機能の発達・維持に果た
す役割と合わせて、アファディンが PAJとシ
ナプス結合の、構造の形成・維持に重要な役
割を果たしており、それが機能の発達・維持
に繋がっていることを明らかにできた。また、
NGL-3 を介したシナプス前部誘導過程がア
ファディン依存的であること（発表論文②、
学会発表①）、アファディンによる PAJ及び
シナプス結合の形成・維持過程がアファディ
ンのスプライスバリアントにより大きく異
なること（学会発表④）が判明した。これら
の成果は、さらに論文投稿中である。 
マギンは、脳膜分画及び培養細胞に発現させ
た再構成系の両者で、短いスプライスバリア
ントである s-アファディンに l-アファディン
よりも強い結合を示す。しかしながら、研究
代表者が作成したノックアウトマウスを用
いた実験では、他の研究者が RNAiなどを用
いた実験で報告しているようなシナプス構
造の著しい減弱といった現象は観察されず、
アファディンノックアウトマウスと同様に、
その表現系は培養細胞では PSD タンパク質
の集積量の減少にとどまった。また、in vivo
においても、生後数ヶ月までの海馬苔状線維
シナプスでのシナプス結合・PAJには、強い
表現系は見受けられなかった。そこでマギン
ノックアウトマウスより樹立した分散培養
神経細胞の電気生理学的検討を行ったとこ
ろ、そのシナプス強度が野生型に比して有意
に減少しており、これはアファディンノック
アウトマウスで得られた結果と同質のもの
であった。また、s-アファディンのマギン結
合部位を同定し、その欠失体を用いた実験に
より、s-アファディンとマギンの結合が、シ
ナプス後部でのタンパク質複合体の形成・維
持を強化することを確かめた。現在、詳細な
観察と、生化学的な検討を行っている。 
 以上の解析から、シナプス結合及び PAJ
は、マウスを対象とする場合、実験的飼育環
境下での加齢に予想外に強い抵抗性を示す
ことが明らかとなった。一方で、アファディ
ンとその結合分子のノックアウトマウスを
用いた解析により、PAJ 分子がシナプス形
成・維持を担い、その機能を制御しているこ
とが明らかとなった。また加齢に応じて PAJ
分子集積の量的変動は認められたため、今後
機能に対する影響を詳細に解析する必要が
ある。現在、長期間飼育したこれらのノック



アウトマウス、及び PAJ分子の集積に影響が
あるとされる実験モデル系における、シナプ
ス結合及び機能の維持に果たす影響を解析
している。 
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