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研究成果の概要（和文）：本研究では、研究代表者が独自開発した高分解能走査型電子顕微鏡によるシナプス結
合全体の微細構造相関解析法を用いて、シナプス前後構造の協調的な構築を支える分子機構と自閉症モデルマウ
スに共通に見られるシナプス構造異常を明らかにすることを目的とし、シナプス接着関連分子の遺伝子改変マウ
スと自閉症モデルマウス解析した。その結果、シナプス前後の協調的構築異常が自閉症モデルマウスに共通した
微細構造異常ではないことを明らかにし、今後、野生型NLG3とR451C変異NLG3のNeurexin分子との相互作用の違
いを検討することで、シナプス前後構造の協調的構築を担う分子機構の実体が明らかになる可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to clarify the molecular mechanisms underlying
 the cooperative construction between pre- and postsynaptic structures and the common synaptic 
structural abnormalities among autism model mice, by an original analysis method that enables 
quantitative evaluation of the ultrastructure of the entire synaptic contact.We analyzed the 
synaptic structures of mice genetically modified for synaptic adhesion molecules and autism model 
mice. Our findings suggest that the lack of cooperative construction between pre- and postsynaptic 
structures is not a common ultrastructural anomaly in autism model mice. We will continue to analyze
 other gene-deficient mice and the differences in the interaction of wild-type NLG3 and R451C mutant
 NLG3 with Neurexin molecules for understanding the molecular mechanisms underlying the cooperative 
construction of pre- and postsynaptic structures.

研究分野： 分子神経解剖学

キーワード： シナプス結合　超微形態　三次元再構築　構造ー機能相関

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
シナプス伝達は脳の情報処理機構の基盤となる素過程であり、神経科学領域の重要な研究対象の一つである。ま
た、自閉症を始めとする種々の精神疾患の原因の一つにシナプス機能異常が指摘されており、シナプス伝達の分
子生物学的理解を深め、疾患発症との因果関係を明らかにする必要性が高まっている。本研究で開発応用したシ
ナプス微細構造の新規解析法は、今後の学術的なシナプス研究に意義がある。また、この解析法は、他の神経疾
患モデルマウスにも応用できるので、病態解明や治療法の開発を目指した基礎研究に応用でき、社会的に意義が
ある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 シナプス伝達は脳の情報処理機構の基盤となる素過程であり、その可塑性は学習・記憶を支え
る細胞レベルの素過程として、神経科学領域の重要な研究対象の一つである。近年、自閉症を始
めとする種々の精神疾患において、シナプス機能の異常が疾患原因の一つであると指摘する研
究結果が報告されており (Synaptopathy review: Mandolesi et al., Nat. Rev. Neurosci., 2015; 
Lin et al., Front. Cell. Neurosci., 2016; Cao et al., Neurosci. Res., 2017 など)、シナプス伝達
の分子生物学的理解を深め、疾患発症との因果関係を明らかにする必要性が高まっていた。 
 シナプス伝達の場であるシナプス結合は、2 つの神経細胞の接着構造であり、情報伝達の機能
的特性は、シナプス前後で起こる複数の素過程の総和として決定され、神経ペアにおける 1 回
の伝達現象の場合、シナプス前構造中で起こる伝達物質の開口放出に関わる素過程がシナプス
前の機能を決定し、シナプス後に発現する受容体の種類と数がシナプス後の機能的特性を決定
する。また、高頻度な神経活動に応じた伝達においては、シナプス前構造中のシナプス小胞の総
数や小胞再利用の効率と、シナプス後に発現する受容体の種類とターンオーバー率が、伝達の持
続性と再現性を決定する。この様に、シナプス伝達は 2 つの独立した区画内で起こる複数の素
過程の協調現象であり、シナプス前後の素過程が単一シナプスレベルでどの様に連携し、この連
携がどの様な分子メカニズムで制御されているのかを明らかにすることは、シナプス伝達機能
の理解に必須である。しかし、シナプス前後の構造や機能を単一シナプスレベルで同時に調べる
手法が無く、シナプス前と後を独立に解析してきたので、シナプス前後の協調関係を支えるメカ
ニズムについては全く解明されていなかった。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では、研究代表者が独自に確立した高分解能走査型電子顕微鏡によるシナプス

前後結合全体の微細構造を定量的に解析可能な観察法を用いて、シナプス前後構造の協調的な
構築を支える分子機構を明らかにするとともに、精神神経疾患モデルマウスのシナプス構造を
解析し、シナプス前後構造の協調的な構築機構の破綻と精神神経疾患の発症との関連性を明ら
かにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
この目的のため、シナプス前後構造の接着構造の形成や成熟、更にはシナプス可塑性に関与す

ることが報告されているシナプス接着分子を中心に、これら分子の遺伝子改変マウスのシナプ
ス構造を解析した。また、自閉症モデルマウスについても同様な解析を行った。 
具体的には、シナプス結合関連分子として、CAPS1 遺伝子欠損マウス、Neuroligin-1（NLG1）, 

Neuroligin-3（NLG3）遺伝子の点変異や欠損マウス、N-cadherin 欠損マウス、Septin3、Septin5
の欠損マウス、リン酸化機能を欠失させた CaMKII 遺伝子の変異マウス、Arc 遺伝子の欠損マウ
スと過剰発現マウス、そして、それぞれの遺伝子改変マウスに対して対照群となるコントロール
マウスの解析を行った。これら遺伝子改変マウスのうち、NLG1 の P89L 点変異マウスと NLG3 の
R451C 点変異マウスは自閉症様行動を示すことが示されている自閉症モデルマウスである。 
作製した試料を名古屋大学医学部所有の共同利用機器である収束イオンビーム搭載型高分解

能走査型電子顕微鏡(FIB-SEM：Scios)により、1.8 nm / pixcel の解像度で 8 nm の断層撮影を
行い、その後、取得した連続断層撮影画像を研究代表者の研究室に持ち帰り、ImageJ TrakEM2
パッケージによるシナプス結合構造の３次元再構築を行った後、微細構造の特徴量を定量的に
解析した。解析した特徴量としては、シナプス前構造の体積、シナプス前構造中のシナプス小胞、
ミトコンドリアの数量、シナプス結合の接触面の面積と形状、シナプス後スパインと内包される
小胞体系膜構造の体積と数とした。これら計測値を対照マウスと遺伝子改変マウスとで比較し、
各遺伝子変異と欠損のシナプス構造に対する影響を評価した。 
また、必要に応じて、SDS 処理凍結割断レプリカ免疫標識法(SDS-digested Freeze-fracture 

Replica labelling: SDS-FRL)による分子局在解析が可能な試料を作製し、AMPA 型グルタミン酸
受容体の発現解析も実施し、シナプス伝達強度に関する分子発現指標についても検討した。 
 
４．研究成果 
これら解析の結果、Neuroligin-3 (NLG3)の R451C 点変異マウスにシナプス前後の協調的構築

阻害が見られること、NLG3 欠損マウスでは正常なシナプス前後構造の構築が見られること、同
じく自閉症様症状を呈する Neuroligin-1 (NLG1)の P89L 点変異マウスでは正常なシナプス前後
構造が構築されていることを示す結果を得た。また、N-cadherin (NCad)遺伝子の欠損マウスで
も、正常なシナプス前後構造の構築が見られることも明らかにした。これらの結果から、シナプ
ス前後構造の協調的構築に NLG3 と NCad は直接的には関与しないが、NLG3 の R451C 点変異によ
り新たな機能として、シナプス前後構造の協調的構築阻害が生じたことが示唆された。その他の
遺伝子欠損マウスでシナプス前後構造の協調的構築の異常を検出することは出来ていない。ま
た NLG1 の P89L 点変異自閉症モデルマウスでは構築異常が認められなかったことより、シナプ



ス前後の協調的構築異常が自閉症モデルマウスに共通した微細構造異常ではないことが示唆さ
れた。これらの結果に加え、NCad 欠損マウスでは、まだその機能が解明されていない微小棘
(Spinule)構造が増大していることを見出した。 
今後も他の遺伝子が欠損したマウスのシナプス構造を解析し、更に野生型 NLG3 と R451C 変異

NLG3 の Neurexin 分子との相互作用の違いを検討し、シナプス前後構造の協調的構築を担う分子
を同定し、その分子機構の実体を明らかにしたいと考えている。 
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