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研究成果の概要（和文）：シナプスオーガナイザーPTPδにはマイクロエクソンの選択的スプライシングによる
様々なスプライスバリアントが存在し、バリアントごとに異なるシナプス後部リガンドと結合することで標的特
異的なシナプス形成を担うことを見出した。マイクロエクソン由来ペプチドはリガンドとの相互作用面に挿入さ
れ、結合の特異性の維持に寄与していた。また、異なるシナプスオーガナイザーは互いに競合関係にあることを
見出した。実際に特定の組合せのシナプスオーガナイザー複合体の相互作用面に点変異を導入して、競合バラン
スを変えたマウス系統はEIバランス変調や社会性発達の異常など、神経発達障害に関連した中間表現型や行動表
現型を示した。

研究成果の概要（英文）：Protein tyrosine phosphatase δ (PTPδ) is a presynaptic organizer and 
exists in various splice variants generated by alternative microexons' splicing. Each PTPδ variant 
is responsible for target-specific synapse formation by binding to different type of postsynaptic 
ligands. We found that microexon-derived peptides are inserted into the interaction interface with 
ligand proteins to ensure selective binding and synaptic target specificity. In fact, knock-in 
mutant mouse strains carrying point mutations in the specific interaction interface to disrupt the 
selective interaction and balancing mechanism among different types of synapse organizers exhibited 
excitatory and inhibitory synaptic imbalance and behavioral abnormalities associated with 
neurodevelopmental disorders, such as autism spectrum disorder and intellectual disability.

研究分野： 分子神経科学

キーワード： シナプス　シナプスオーガナイザー　マイクロエクソン　神経発達障害

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
マイクロエクソンは3-27ヌクレオチドの極めて短いエクソンであり、脊椎動物の神経細胞で選択的に利用される
ことから、その機能に注目が集まっていた。シナプスオーガナイザー遺伝子の持つマイクロエクソン由来ペプチ
ドが中枢シナプス形成時の標的選別に重要な役割を担うことを見出し、マイクロエクソンの新しい機能を提案し
た点が本研究の学術的意義である。またシナプスオーガナイザー間の競合バランスの変調が神経発達障害の発病
の要因となることを示した。神経発達障害の新たな治療・創薬標的として、マイクロエクソン選択機構やシナプ
スオーガナイザー間の競合機構の重要性を提示した点が本研究の社会的意義である。

※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 
 
高次脳機能を支える機能的な神経ネットワークを構築するためには脳内の 1,000 億もの神経細
胞が“適切なタイミング”で“適切な場所”に“適切な相手”とシナプスを作る必要がある。シ
ナプスは神経伝達物質の放出に特化した前終末と受容に特化した後終末から構成される非対称
な細胞接着構造体であり、シナプスオーガナイザーと呼ばれる僅か 10種類程度の接着分子ファ
ミリーによって分化誘導される。これまでに Neurexin (Nrxn1-3)と 2A 型チロシン脱リン酸化
酵素(2A-RPTP: PTPδ, LAR, PTPσ)の 2 つのファミリーがシナプス前部オーガナイザーとし
て知られ、一方、それらの結合パートナーであるNeuroligin (Nlgn) 1-4、LRRTMs、グルタミ
ン酸受容体(GluR) δ1-2、IL1RAPL1, Slitrk1-6, SALM1-5、TrkCなどがシナプス後部オーガ
ナイザーとして機能することが知られていた。従って、個々の神経細胞はこれらの限られたシナ
プスオーガナイザータンパク質を時空間的にうまく使い分けることによって、秩序だったシナ
プスの形成を調節すると考えられてきたが、その調節機構の実体はほとんど明らかにされてい
なかった。特に“適切な相手”と標的依存的なシナプスを作るためのシナプス前部と後部のオー
ガナイザー間の結合多様性および結合特異性の創出機構や、シナプス前部側あるいは後部側に
共発現する異なるオーガナイザー（Nrxn1-3 と 2A 型チロシン脱リン酸化酵素、NLGN1-4 と
LRRTM2など）間の相互関係の理解は重要課題であった。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、神経細胞内の“適切な場所”に“適切なタイミング”で“適切な相手”とシナ
プスが形成されるメカニズムを解明することである。特に、神経細胞における時空間的なシナプ
スオーガナイザー遺伝子のスプライシング制御とシナプスオーガナイザー間の相互作用に注目
した。私達の同定したシナプス前部オーガナイザーPTPδ（遺伝子は Ptprd）はマイクロエクソ
ンの取捨選択によるスプライス多様性を持ち、各スプライスバリンアントは互いに異なるシナ
プス誘導特性を持っていた。また、PTPδとNrxnが相互に抑制関係にあることや、PTPδとNrxn
の結合パートナーとなるシナプス後部オーガナイザーも互いに排他的な競合関係にあることを
見出していた。そこで、個々の神経細胞における時空間的な Ptprd 遺伝子マイクロエクソンの
取捨選択制御、マイクロエクソンにコードされるペプチドの構造特性、オーガナイザー間の競合
関係が時空間的に秩序だったシナプスの形成を調節する分子機構であるとの仮説のもと、これ
らのスプライス多様性の制御とオーガナイザー間の競合関係の分子機構を明らかにし、これら
の調節機構が機能的神経ネットワーク構築において果たす役割を明確にすることを本研究の目
標とした。 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、代表的シナプス前部オーガナイザーである PTPδをモデルとして、① 時空間的な
Ptprdスプライスバリアントの発現パターン（マイクロエクソン選択パターン）、② マイクロエ
クソン由来ペプチドの構造機能基盤、③ シナプスオーガナイザー間の競合制御の機能的神経ネ
ットワーク構築における生理的役割、を明らかにした。①〜③の方法は以下の通りである。 
① 時空間的な Ptprd スプライスバリアントの発現パターンの解析：マウス脳内各部の cDNA ラ
イブラリーより PCR 増幅した Ptprd 遺伝子断片を大腸菌にクローニングした後に、各大腸菌ク
ローンの持つ Ptprd遺伝子断片をフィンガープリント法によって解析した。 
② マイクロエクソン由来ペプチドの機能構造解析：マイクロエクソンのスプライシング制御に
よって作り出される PTPδ バリアントとシナプス後部オーガナイザーの間で特異的に形成され
る複合体の X 線結晶構造解析を行った。また、神経細胞と各バリアント組換えタンパク質ビーズ
を用いたシナプス誘導実験系を構築して、シナプス誘導特性を調べた。 
③ シナプスオーガナイザー間の競合関係の生理的役割: シナプスオーガナイザー間の競合関係
を壊す点変異体をシナプスオーガナイザーの結晶構造をもとにデザインし、それらの変異を導
入したモデルマウス系統をゲノム編集技術を用いて作出した。それらのマウス系統に対してシ
ナプスの組織学的解析、電気生理学的解析、および網羅的な行動バッテリー試験を行なった。 
 
４．研究成果 
 
① 時空間的な Ptprdスプライスバリアントの発現パターンの解析：Ptprd 遺伝子の 3つのマイ
クロエクソン(microexon: meA3, meA6,および meB)の取捨選択によって作られる８種類のスプラ
イスバリアント発現解析から、8種類のスプライスバリアントはマウス脳内各部および発達時期
ごとに固有の比率で発現することがわかった。また、神経活動や炎症などの刺激に応じてそのパ



 

 

ターンが変化することを見出した (未発表）。 
 
② マイクロエクソン由来ペプチドの機能構造解析：8 種類のスプライスバリアントをコートし
た磁気ビーズとマウス大脳皮質神経細胞を共培養し、ビーズ周囲に誘導される興奮性シナプス
および抑制性シナプスの量を評価したところ、meBを含むスプライスバリアントは興奮性シナプ
スのみを誘導し、meBを含まないスプライスバリアントは興奮性・抑制性両方のシナプスを誘導
することを見出した。一方、
meA3,および meA6を含むスプ
ライスバリアントは含まな
いものに比べてより多数の
シナプスを誘導した。従っ
て、Ptprd のマイクロエクソ
ンは誘導するシナプスの特
性（興奮性あるいは抑制性）
とシナプス誘導量の両方を
調節することが明らかとな
った(図 1, Yoshida et al, 
Nat. Commun. 2021)。さらに、
meB を含まない PTPδスプラ
イスバリアントに選択的な
シナプス後部オーガナイザ
ー と し て
Neuroligin3(NLGN3) を 同 定
した。また、PTPδ-NLGN3 複
合体の結晶構造解析から、
meA および meB ペプチドが結
合面或いはその近傍に挿入
され、特異的な複合体形成に
寄与する機構を解明した。 
 
③ シナプスオーガナイザー間の競合関係の生理的役割: NLGN3遺伝子上の様々な変異が自閉ス
ペクトラム症（ASD）患者より見出されていることから、NLGN3 が社会性発達の調節に極めて重
要な役割を担うと考えられてきた。従来、NLGN3はシナプス前部の NRXNsと結合してシナプスを
誘導し（NLGN3 古典経路）、この相互作用の破綻が ASD を引き起こすと考えられていた。本研究
において PTPδと NLGN3の間でシナプスを形成する新規の経路（非古典経路）を見出したことか
ら、古典経路と非古典経路の関係について解析を進めた。興味深いことに NLGN3は同一の結合面
を使って、同等の親和性で NRXN および PTPδと結合するため、古典経路と非古典経路は競合関
係にあることが示唆された。NLGN3-PTPδ複合体の結晶構造解析から得られた結合面の構造情報
を基にして、NRXN1-3、PTPδそれぞれとの結合を選択的に遮断した NLGN3 変異体をデザインする
ことに成功した。非古典（PTPδ）経路を遮断した NLGN3 点変異マウスでは社会性が低下したの
に対して、古典（NRXN）経路を遮断した NLGN3 点変異マウスではむしろ社会性が亢進した。この
ことから、古典経路と非古典経路のバランスによって社会性が両方向性に調節されており、この
バランスの破綻が社会性の障害を引き起こすことが考えられた(図 2)。実際に自閉症患者より見
出された NLGN3の R451C 変異
を導入した神経細胞におい
ても非古典経路を介するシ
ナプス誘導と古典経路を介
するシナプス誘導のバラン
スが大きく崩れていること
を見出した(Yoshida et al, 
Nat. Commun. 2021)。また、
この他にも PTPδのマイクロ
エクソン（meB)の欠損マウス
(Wakita et al, Nat. 
Commun. 2020)やスプライシ
ング調節エレメントの変異
系統を作出してシナプス誘
導バランスの変調が来たす
シナプス病態と行動制御へ
の影響を解析中である。 
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