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研究成果の概要（和文）：グルタミン酸受容体 GluRδ2 の N末端細胞外領域に分泌蛋白質 Cbln1

を介して neurexin が結合することを見いだした。GluRδ2 および neurexin は共に Cbln1 の受

容体であり、シナプス後部の GluRδ2 が分泌蛋白 Cbln1 を介してシナプス前部の neurexin と結

合することで３者複合体を形成し、平行線維-プルキンエ細胞間のシナプス形成を制御している

といった全く新しいシナプス形成の様式を明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）：The N-terminal domain of glutamate receptor GluRδ2 interacts with 

neurexins through secreted Cbln1. Cbln1 is a ligand for both GluRδ2 and neurexins. 

Trans-synaptic interaction of postsynaptic GluRδ2 and presynaptic neurexins through 

Cbln1 mediates parallel fiber-Purkinje cell synapse formation in the cerebellum. 
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１．研究開始当初の背景 
神経細胞間のシナプス形成とその再編は発
達期における神経回路の構築のみならず、記
憶・学習といった脳高次機能の発現に重要な
役割を果たしている。また、精神遅滞、自閉
症などの精神疾患は脳のシナプス形成の不

全をはじめとする脳の発達障害が関係して
いると考えられている。近年、シナプス形成
に関わる分子としていくつかの候補分子が
同定されてきたが、これらの分子を欠損させ
たマウス脳ではシナプスは正常に形成され
ており、シナプス形成の分子機構は依然とし
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て不明であった。グルタミン酸受容体
GluRδ2 は in vivo で小脳シナプス形成に重
要な役割を担う分子であり、培養神経細胞を
用いた実験で、GluRδ2 の N 末端細胞外領域 
(NTD)が直接シナプス前終末を分化誘導する
活性を有することが分かっていた。 
 
２．研究の目的 

シナプス形成の分子的基盤の解明は脳・神経
がはたらくメカニズムの基本原理の理解の
みならず脳精神疾患の病因の理解や新たな
治療法の開発にとっても必須の重要課題で
あるが、中枢シナプス形成の分子基盤は不明
な点が多い。そこで本研究では、in vivo で
小脳平行線維-プルキンエ細胞間のシナプス
形成に重要や役割を果たしている分子であ
る GluRδ2 に着目し、GluRδ2 の NTD に結合
する分子をプロテオミクス解析により同定
し、GluRδ2 を介したシナプス形成の分子機
構を明らかにすることで中枢シナプス形成
の分子機構の解明を目指す。 

 

３．研究の方法 

磁気ビーズ上に GluRδ2の N末端細胞外領域
を結合させ、培養小脳顆粒細胞と共に培養す
る。磁気ビーズ上にシナプス前部の構造物を
集積させた後、膜透過性蛋白質架橋剤を用い
て結合分子を共有結合させる。次に、界面活
性剤で蛋白質を可溶化した後、磁気ビーズを
用いて効率良く結合蛋白を精製する。精製し
た結合蛋白質は SDS-PAGE と銀染色またはネ
ガティブ染色で解析し、ゲルに含まれる蛋白
質をゲル内トリプシン消化した後、質量分析
装置を用いて網羅的に解析する。この方法に
より、シナプス前終末の分化誘導の機能に直
結した細胞質内蛋白質複合体を同定する。同
定した分子と GluRδ2の結合は生化学的手法
を用いて詳細に解析する。また、同定した分
子に対する siRNA を作成し、培養小脳顆粒細
胞で分子をノックダウンさせ、同定した分子
が GluRδ2を介したシナプス前終末の分化誘
導にどのように関わっているかを解析する。 
 
４．研究成果 
GluRδ2 の NTD をコートした磁気ビーズを培
養神経細胞に添加し、シナプス前終末を分化
誘導させた。その後、クロスリンカーで処理
し、磁気ビーズを回収することで結合蛋白質
を単離し、質量分析法にて解析した。その結
果、GluRδ2 の NTD に分泌蛋白質 Cbln1 を介
してβ-neurexin が結合することを見いだし
た。また、GluRδ2 およびβ-neurexin は共
に Cbln1の受容体であることが明らかになっ
た。Cbln1 欠損マウス由来の小脳顆粒細胞で
は、野生型マウス由来の小脳顆粒細胞で見ら
れる GluRδ2のシナプス前終末の分化誘導能
が消失していた。また、小脳顆粒細胞におい

て neurexin をノックダウンすると GluRδ2
のシナプス前終末の分化誘導能が抑制され
ていた。さらに、Cbln1 のシナプス誘導活性
にはGluRδ2と Cbln1の結合およびneurexin
と Cbln1の結合が共に必要であることが明ら
かとなった。シナプス後部の GluRδ2 が分泌
蛋白Cbln1を介してシナプス前部のneurexin
と結合することで３者複合体を形成し、シナ
プス形成を制御しているといった全く新し
いシナプス形成の様式を見出した。 
 

 
 シナプス後部の GluRδ2がシナプス前部の
Neurexinと分泌蛋白質Cbln1を介して結合す
ることにより三者複合体を形成することで
小脳シナプス形成を調節していることが明
らかとなった。これらの蛋白質のうち、Cbln1
は Cbln ファミリーに属する蛋白質で Cbln1, 
2, 3, 4 が脳に存在し、小脳以外の脳部位に
おいては Cbln1、2、4が発現していることが
報告されているが分子機能は不明であった。
Cbln1、2、4 の前脳における受容体候補分子
と の 結 合 を 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 法 、
pull-down 法等の生化学的手法を用いて解析
した結果、Cbln1、Cbln2 は splice segment4
を 有 す る neurexin1 α 、 neurexin1 β 、
neurexin3β、neurexin3βと強く結合し、さ
らにGluRδファミリーに属するGluRδ1とも
強く結合することが明らかとなった。一方、
Cbln4 はα-, β-Neurexin、GluRδ1 とは非
常に弱い結合能しか有しないことが明らか
になった。大脳皮質初代培養神経を用いて
Cbln1、２、４の分子機能を解析した結果、
Cbln1、Cbln2 は大脳皮質神経細胞においては
シナプス前部の neurexin を介して興奮性、
抑制性のシナプス前終末を共に分化誘導す
る活性を有することが示唆された。また、大
脳皮質神経細胞において Cbln1、2 は興奮性
に比べ抑制性のシナプス前部をより強く分
化誘導する活性を有することが示唆された。 
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