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研究成果の概要：シナプス接着蛋白 RA175/SynCAM(Cadm1)はシナプス前膜、後膜への選択的に小胞輸送

される。シナプス機能に関連した複合体の形成とその分子機構の解明を目的とし、

RA175/SynCAM(Cadm1)の C 末端の PDZ 結合領域で結合する蛋白を解析した。１）ニュ-ロリ

ギンと異なり、RA175/SynCAM(Cadm1)は PSD95, Syntrophin とは結合せず、極性蛋白 Par-3

と結合した。２）シナプス形成しない過剰な RA175/SynCAM(Cadm1)は ADAM ファミリーによ

り切断され、特異的なシナプス形成のみが維持された。３）CADM1 遺伝子変異を自閉症患

者遺伝子に発見した。変異 CADM1 は著しく切断され、小胞体に停留し、細胞膜への輸送が

阻害されることが自閉症の原因の一つである可能性が示唆された。 
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1.研究開始当初の背景 

RA175(SynCAM)(Fujita et al., 1998, 
2002. 2004, 2006; Urase et al.2001)は機
能シナプス形成に関与する（Biederer et 
al., Science, 2002）。シナプス前膜では
Neurexin と同様 RA175（SynCAM）の C
末端の PDZ 結合領域で CASK と結合し、
シナプト小胞の前膜へのドッキングを促進

し、神経伝達物質の開放を誘導する。しか
し 、 申 請 者 が 見 出 し た 接 着 蛋 白
RA175(SynCAM)の後膜における機能シナ
プス形成の機構は不明である。 

申請者らは、RA175(SynCAM)の機能を解
析すべく、RA175(SynCAM)ノックアウトマ
ウ ス を 作 成 し た 。 予 想 に 反 し て 、
RA175(SynCAM)欠損マウスは雄ホモマウス
のみが不妊症状を示したものの、その他には



 

神経組織、上皮組織を含め顕著な症状は観察
されなかった。申請者は、シナプス形成機構
は、上皮組織における cell junction 形成は基
本的な機構が保存されているものと考え、
RA175(SynCAM)ノックアウトマウスの精巣
異常についての解析結果は神経組織および
シ ナ プ ス 伝 達 機 構 に お け る
RA175(SynCAM)の機能の解明に大いに役立
つもの確信し、RA175(SynCAM)ノックアウ
トマウスの精巣異常についての解析を試み
た。その結果、cell junction 形成不全により
精子細胞への分化が異常であること（Fujita 
et al, 2005 ）、 精 子 細 胞 分 化 に は
RA175(SynCAM)C 末端の PDZ 結合領域へ
のPAR-3の結合と接着分子(Jam-C)との相互
作用が重要であることが明らかとなった
(Fujita et al. 2007)。 

 
 
 
２．研究の目的 
シナプス接着蛋白 RA175/SynCAM(Cadm1)はシナ

プス前膜、後膜への選択的に小胞輸送される。シナプ

ス機能に関連した複合体の形成とその分子機構

の解明を目的とし、RA175/SynCAM(Cadm1)

の C末端の PDZ結合領域で結合する蛋白を

解析した。 
 

３．研究の方法 
1) 酵母 two ハイブリット法 
RA175/SynCAM(Cadm1)の C 末端をプローブ

としてヒト脳酵母ライブラリーをスクリー
ニングし、候補遺伝子の塩基配列を決定す
る。また、RA175 の細胞質領域と GRIP, 
SynGAP, GKAP, PSD95, Shank, Homer な
どシナプスに局在が知られている PDZ 領域
を有する蛋白との相互作用を調べるため、細
胞発現系のベクターに導入し、免疫沈降法お
よび GST 融合蛋白法、さらに蛋白を用いた
プルダウンアッセイを行い、解析を進める。 
2)Pull-down 法 
脳 1% TritonX-100/PBS 抽 出 溶 液 を
RA175(SynCAM)C 末端の PDZ 結合領域を
リガンドとしたカラムにかけ、結合タンパク
を市販のシナプス関連 PDZScaffold タンパ
クの抗体を用いて、ウエスタン（イムノ）ブ
ロット法にて解析する。12％SDS-アクリル
アミドゲルで泳動し、ニトロセルロースフィ
ルターにブロッティングした。抗体と反応さ
せた後、二次抗体としてアルカリホスファタ
ーゼ結合ヤギ抗ラビットおよびマウスイム
ノグロブリンを用い、発色液で反応させた。 
3）細胞、組織染色法 
COS 細胞を 2 % パラホルムアルデヒドを含
む PBS にて固定後、タグ抗体を用いた免疫
染色法を行い、PBS で洗浄した後、ブロッキ
ングとして 0.5%ヤギ血清ミルクを用い室温
で一時間置いた。一次抗体を用いた免疫染色
法を行い、4℃で一昼夜反応させ、さらに二
次抗体として FITC 標識抗イムノグロブリン
抗体を加え、37℃一時間反応後 PBS で希釈
した後グリセロールで封入し、共焦点レーザ
ー顕微鏡を用いて観察した。 
マウスを 4 % パラホルムアルデヒドを含む
PBS を用いた還流固定法にて固定した。脳組
織を取り出し、スクロースで置換した後、
OCT コンパウンドにより包埋凍結し、クリオ
スタットを用いて切片を作製し、APS コート
済スライドガラスに貼り付けた。抗体を用い
た免疫染色法を行い、共焦点レーザー顕微鏡
を用いて観察した。 
４) RA175 ノックアウトマウスの行動解析お
よび生理学的解析 
RA175 ノックアウトマウスを 129SV 系統か
ら C57BL/6J 系統に 10 代継代した。 このマ
ウスを用いて、行動解析および生理学的解析
を進める。 
 
４．研究成果 

1)RA175/SynCAM(Cadm1)はニューロリ

ギンと異なり、極性蛋白Par-3と結合した

(Fujita et al., 2007)。2)シナプス結合して

ない過剰なRA175/SynCAM(Cadm1) は
ADAMファミリーにより切断され、特異的

 



 

なシナプス形成のみが維持されることが明

らかになった(Tanabe et al., 2008)。
3)CADM1遺伝子変異を自閉症患者とその

家族の遺伝子に発見した（Zhiling Y, Fujita 
E,et al., 2008）.4) 
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