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研究成果の概要（和文）：シナプス形成を司る細胞接着因子であるIIaRPTPの細胞内ドメインとシナプス足場タ
ンパク質であるLiprin-αとの複合体の立体構造を結晶構造解析法により決定した。その結果、両者の特異的相
互作用の機構を明らかにし、さらに構造に基づいた変異体解析により両者の結合がシナプス形成に必須であるこ
とを明らかにした。また、シナプス形成の新規メカニズムとして、IIaRPTPとニューロリギン３（NL3）との相互
作用を新たに見出し、さらにその複合体の立体構造解析を行なった。ノックインマウスを用いた行動解析によ
り、IIaRPTPとNL3の相互作用は社会性の発達に重要な役割を担っていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We determined the crystal structure of IIaRPTP, a neuronal cell adhesion 
protein that governs the synapse formation, and the synaptic scaffold protein, Liprin-α. The 
structure reveals the specific interaction between them. The structure-based mutational analyses 
demonstrated that their specific interaction is essential for synapse formation. In addition, we 
identified the interaction between PTPRD and NLGN3, as a novel trans-synaptic complex to regulate 
the synapse formation. We solved the crystal structure of the complex between IIaRPTP and Neuroligan
 3(NL3). Moreover, the behavioral testing using the knock-in mice revealed that the specific 
interaction between IIaRPTP and NL3 plays an important role for the development of sociality.

研究分野：構造生物学

キーワード： シナプス　結晶構造解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脳は1000億以上もの神経細胞が集まっており、それぞれの神経細胞間はシナプスによって接合されている。シナ
プス形成の異常は、統合失調症や自閉症、難治性てんかんといった神経発達障害の原因となることが知られてい
る。本研究はこれまで解析されていないタンパク質分子複合体であるIIaRPTP-Liprin-α複合体とIIaRPTP-NL3複
合体について立体構造を明らかにし、さらに複合体形成の破綻がもたらすシナプス形成不全や高次脳機能（社会
性など）の異常との関わりを明らかにした。一連の研究はシナプス形成異常がもたらす神経発達障害のメカニズ
ムの解明につながるものであり、将来の創薬の基盤となることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 神経細胞はシナプスと呼ばれる特殊な接合部によって接合し神経回路を形成する。シナプス
の形成にはシナプスオーガナイザーと呼ばれる神経細胞特異的な細胞接着因子が司る。代表的
なシナプスオーガナイザーである IIa型受容体プロテインフォスファターゼ（RPTP）は多様なシ
ナプスオーガナイザーとシナプス間隙を跨ぐ複合体を形成し、その複合体形成をシグナルとし
てシナプス分化を誘導する。IIa RPTP は細胞外での複合体形成をトリガーとして細胞内でシナ
プスの足場タンパク質を集積させ、シナプス分化を誘導する。研究開始当初、IIa RPTPの細胞内
ドメインと足場タンパク質との相互作用について詳細に解析した例は報告されていなかった。
また、研究開発当初に共同研究者の富山大学准教授の吉田らによって IIaRPTP と相互作用する
新たなシナプスオーガナイザーとしてニューロリギン３（NL3）が同定された。しかし、その相
互作用の詳細や、シナプス形成および高次の脳機能における役割等については全く分かってい
なかった。 
 もう一つの代表的なシナプスオーガナイザーとして、ニューレキシン（Nrxn）が挙げられる。
研究開始当初、Nrxnへの新たな相互作用因子として SorCSが同定され、Nrxn の細胞外への輸送
を正に制御していることが明らかとなった。Nrxn はニューロリギンや LRRTM といったシナプ
スオーガナイザーとも相互作用するが、SorCSとの相互作用が最も強い。しかし、構造も含めた
詳細な解析例はなく、そのような強い相互作用の機構や他の因子との相互作用との関連につい
ては全く調べられていない。 
 
２．研究の目的 
 本申請では IIa RPTP の一つ PTPδ と Nrxn に注目し、 (1) PTPδ とシナプス足場タンパク質
Liprin-αとの細胞内複合体の構造基盤、(2) PTPδと NL3との細胞外複合体の構造基盤と高次脳機
能との関連、(3) SorCSと Nrxnの細胞外複合体の構造基盤を明らかにし、シナプス形成を制御す
る新規メカニズムを構造に基づいて解明することを目指す。 
 
３．研究の方法 
目的タンパク質の様々な長さのコンストラクトを作製し、大腸菌発現系やヒト培養細胞発現系
を用いて発現させる。アフィニティークロマトグラフィーとサイズ排除クロマトグラフィーを
用いてそれぞれを精製する。得られた精製産物を用いて目的の複合体を形成させる。得られた複
合体の結晶化を行い、得られた結晶の回折データを大型シンクロトロン放射光施設（SPring-8）
にて測定する。類似タンパク質の立体構造を用いた分子置換法により位相を決定し、構造モデル
を精密化する。立体構造より複合体の相互作用に重要なアミノ酸残基を同定し、それらの変異体
タンパク質を作製する。表面プラズモン共鳴法（SPR）や等温滴定カロリメトリー（ITC）を用
いた定量的相互作用解析によって結合を失わせる変異を同定する。同定された変異が導入され
たタンパク質遺伝子を CRISPR/Cas9 ゲノム編集によってマウスゲノムに導入しノックインマウ
スを作製する。作製したノックインマウスの胎児マウス脳より初代培養神経細胞を調整する。シ
ナプスオーガナイザーの細胞外ドメインをコートしたビーズと共培養法し、ビーズとの接触面
に形成されるシナプス関連タンパク質の集積を調べることによりシナプス誘導能を解析する。
これにより、相互作用の破綻とシナプス誘導との関連を調べる。さらに(2)においては、ノックイ
ンマウスの行動解析を行うことにより高次脳機能との関連を解析する。また、(3)ではクライオ
透過電子顕微鏡を用いた単粒子解析によって構造を決定する。 
 
４．研究成果 
(1) PTPδ の細胞内ドメインは２つのホ
スファターゼドメインがタンデムにつ
ながった構造である（図 1A）。このう
ち N末端側のドメイン（D1）は脱リン
酸化活性を有しているのに対し、C 末
端側のドメイン（D2）はその活性を失
っており、Liprin-α との結合に使われ
る。Liprin-α は哺乳類では α１〜α４の
４種が存在する。いずれのリプリン α
も C末端側に３つの sterile alpha motif 
(SAM) ドメインがつながった SAM領
域を持ち、SAM 領域で PTPδと相互作
用する（図 1A）。PTPδの D1-D2ドメイ
ン, D2ドメインと Liprin-α１〜α４の全

 
図１. PTPδと Liprin-αの細胞内複合体の概念図（A）
と結晶構造（B） 



ての SAM 領域を大腸菌にて発現・精製を行い、それぞれに対して結晶化を試みた。その結果、
PTPδ D2と Liprin-αとの複合体の結晶化に成功した。SPring-8 での回折データ測定の結果、1.9Å
分解能の回折データを得ることができ、分子置換法によって構造を決定した。PTPδ D2は Liprin-
αの SAM1, SAM2と相互作用面を形成していた（図 1B）。次に構造を基にした変異体作製と SPR
による相互作用解析より相互作用に必須な残基を同定した。さらに、その変異を導入した PTPδ
遺伝子のノックインマウスを作製し、その初代培養神経細胞を用いたシナプス誘導能解析を行
なった。その結果、Liprin-αとの相互作用を失うとシナプス誘導能も失われたことから、PTPδと
Liprin-αとの相互作用がシナプス分化に必須であることが示された。さらに、Liprin-αが PTPδの
D2と結合するが D1とは結合しないこと、PTPδが Liprin-αの類似タンパク質である Liprin-βと
は結合しないことなど相互作用の特異性を構造に基づいて説明した。さらに、Liprin-αは CASK
と呼ばれるシナプスタンパク質とも結合する。Liprin-αの CASKとの相互作用面は PTPδとの相
互作用面の裏側にあり、PTPδ–Liprin-α–CASK の三者複合体の形成が示唆された。実際にプルダ
ウンアッセイにより三者複合体の形成を確認した。 
 
(2) PTPδ と NL3 のそれぞれの細胞外ドメインについてヒト培養細胞を用いて培地中に発現させ
た。培地より精製した両タンパク質の細胞外ドメインを用いて複合体を形成させ、結晶化を行な
った。得られた結晶の回折データを測定し、分子置換法によって構造を決定した。NL3は二量体
を形成しており、NL3 一分子に対し PTPδ 一分子がそれぞれ結合した 2:2 複合体を形成してい
た（図２）。NL3 には自閉症に関連する遺伝子変異（R451C）が知られている。この変異箇所は
立体構造では C末端側の二量体界面近くに存在していた。そこで R451C変異体を調整したとこ
ろ、予想通り二量体構造が不安定化していることが明らかとなった。 

PTPδは選択的スプライシングによって生じた二つの短いペプチド挿入（mini exon A, mini exon 
B）によって異なる相手との特異的な相互作用を制御している。NL3は３残基の mini exon A  を
持ち、 mini exon B を欠いたバリアントに特に強く相互作用する。構造解析より NL3は mini exon 
Aと直接相互作用する一方、mini exon B がないことによるドメイン運動の柔軟性の低下も相互
作用に重要であることが分かった。NL3は Nrxnとも
結合する。NL3には PTPδにのみ結合する領域、Nrxn
にのみ結合する領域、両者の結合に用いられる領域
の三つが存在していた。ITCを用いた定量的相互作用
解析を利用して、PTPδとの結合を特異的に欠失させ
た変異体、Nrxn との結合を特異的に欠失させた変異
体をそれぞれ作製した。さらに、これらの変異を導入
したノックインマウスを作製し行動解析を行なうこ
とにより、それぞれの相互作用が高次の脳機能にお
ける役割を明らかにすることができる。その結果、
PTPδ と NL3 との相互作用が社会性の形成に特に重
要であることが明らかとなった。 
 
(3) SorCSと Nrxn（本研究では Nrxn1を使用）のそれぞれの細胞外ドメインについてヒト培養細
胞発現系を用いて発現・精製を行なった。精製
した各々の細胞外ドメインを混合して複合体
を形成させた。さらに、架橋剤 BS3を用いて架
橋した後、サイズ排除クロマトグラフィーによ
って架橋された複合体を精製した（図 3A）。精
製された複合体をグリッドにアプライし、液体
エタン中に急速凍結した。加速電圧 200kV の
クライオ透過電子顕微鏡（ThermoFisher Tecnai 
Arctica）を用いて測定し、単粒子解析法にて構
造を解析した。しかし、通常のクライオ電顕用
グリッドでは十分な粒子のコントラストを得
ることが出来なかった。そこで、化学気相成長
法を用いたグラフェングリッドを作製し、デー
タ測定を行なった。その結果、現在約 6Å程度
の分解能で構造解析に成功し、SorCS二量体の密度にさらに Nrxnと思われる密度が観察された
クライオ電顕マップが得られている（図 3B）。今後、グリッドの作製条件や画像解析法を改良し、
さらなる高分解能での構造解析を目指す。 

図２. PTPδと NL3の細胞外複合体の
概念図と結晶構造 

 
図３.SorCSと Nrxnの細胞外複合体の架橋

とクライオ電顕による構造解析 
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