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研究成果の概要（和文）：CAPSはArf4/5と相互作用することでトランスゴルジ網における小胞輸送に関与することを示
した。一部の自閉症患者で異常な発現増加を示す本来稀なCAPS2の選択的スプライシング亜型dex3について、CAPS2-dex
3発現マウスを作製し、dex3が軸索局在できないために軸索における有芯小胞開口放出の促進作用を失いBDNFなどの分
泌が減少して、シナプスの発達や生理が異常となり、社会行動や不安行動をはじめとした行動障害に陥ることを示唆し
た。さらに、CAPS1条件的欠損マウスを作製して、CAPS1がトランスゴルジ網での小胞輸送に関係し、糖尿病とうつ病が
併発するメカニズムにも関連する可能性を示唆した。

研究成果の概要（英文）：We showed that CAPS1 and CAPS2 interacts with Arf4/5, which is possibly involved i
n dense-core vesicle (DCV) trafficking in the trans-Golgi network (TGN). Dex3 (deletion of exon3) is a rar
e alternative splicing CAPS2 variant which was identified to be increased in some of patients with autism.
 We generated a dex3-expressing mice and verified an impairment in axonal dex3 localization, contributing 
to a reduction in BDNF release from axons and thereby resulting in abnormal synapses. Dex3 mice also showe
d deficits in social and anxiety behaviors, suggesting a possible association of dex3 with brain developme
nt and behavior related to autism. Although CAPS1 regulates insulin secretion, its function in the brain i
s essentially unknown because of neonatal death of CAPS1 KO mice. We generated CAPS1 conditional knockout 
mice and suggested that loss of CAPS1 disrupts the TGN-DCV pathway and BDNF release, which may be associat
ed with a mechanism underlying diabetes and comorbid depression.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

（１）シナプス伝達を担う神経伝達物質や神
経機能の調節に重要な神経栄養因子などの
分泌物質は、分泌小胞に取り込まれたのち、
神経活動依存的に小胞膜と形質膜の融合に
よって生じる融合孔を通ってシナプス間隙
や細胞外へ開口放出される。分泌小胞には、
大別して、小型の（直径約 50nm）シナプス
小胞（synaptic vesicle, SV）と直径 80-120nm

の大型有芯小胞（large dense-core vesicle, 

LDCV）の二種類がある。これら二つの分泌
小胞は、生合成と輸送、分泌部位、刺激依存
性、量的放出などに相違点があると考えられ
ている。LDCV は、トランスゴルジネットワ
ーク（TGN）から生合成され、樹状突起や軸
索に小胞輸送されて、シナプス外やシナプス
からの放出に関与する。LDCV には古典的な
神経伝達物質であるカテコールアミン（ドー
パミン、ノルエピネフリンなど）やセロトニ
ンなどのモノアミン、およびペプチド性の神
経伝達物質（神経ペプチドなど）や神経栄養
因子が含有される。神経ペプチドは、主に前
駆体として翻訳される。この時、翻訳と共役
して小胞体へ転送され、次に前方に小胞輸送
されてゴルジ装置内に移行する。前駆体は、
TGN で LDCV が生合成される時に、その内
腔に取り込まれ、分泌部位まで小胞輸送され
る過程で成熟型に変換される。一方、低分子
化合物であるモノアミンは、LDCV 膜上に存
在する小胞型モノアミン輸送体（VMAT）に
よって LDCV 内腔に充填される（モノアミン
は同様の輸送体によって SV 内腔にも取り込
まれシナプスからも放出される）。一方、SV

は、初期エンドソームからの膜輸送で生合成
される。グルタミン酸、GABA、アセチルコ
リンなどに特異的な輸送体によってそれぞ
れの伝達物質が SV 内腔に充填され、プレシ
ナプスの活性帯に輸送される。活動電位によ
って電位依存性 Ca2+チャネル(VDCC)を介し
た Ca2+増加が誘導されると、SNARE と呼ば
れる膜融合関連タンパク質複合体などの作
用によって SV 膜と形質膜が膜融合して開口
放出が起こり、神経伝達物質がシナプス間隙
へ分泌される。LDCV と SV の開口放出には
類似した分子が関与すると示唆されている
が、LDCV 分泌に関連する分子についてはあ
まりわかっておらず、分子メカニズムには不
明な点が多い。 

（２）神経栄養因子は、ニューロンの生存と
分化、シナプスの形成と可塑性などを調節す
る重要な生理活性因子である。前駆体ポリペ
プチドとして産生され、小胞体(ER)－TGN

を経て LDCV に取り込まれ、開口放出によっ
て分泌される。この過程で、前駆体はプロセ
シングにより成熟体に変換される。分泌され
た神経栄養因子は、標的細胞に存在する受容
体型チロシンキナーゼTrkファミリーに結合
し、細胞内シグナル伝達経路を活性化する。
脳由来神経栄養因子（BDNF）の発現量の変
化や輸送・分泌障害は、統合失調症やうつ病

などの精神疾患、記憶障害との関連が示唆さ
れている。最近、BDNF と蛍光タンパク質
（pHluorin など）との融合タンパク質を海馬
ニューロンなどに発現させた生細胞のタイ
ムラプス蛍光イメージングによって、BDNF

の分泌には NMDA 受容体や VDCC による
Ca2+流入とリアノジン受容体による Ca2+放
出で活性化される CaMKII が促進的に作用
する(7)、Synaptotagmin-IV が抑制的に作用す
る(8)、軸索と樹状突起における BDNF の分泌
動態が異なる(9)などが明らかになってきた。
しかし、精神神経の発達と機能調節に重要な
BDNF を含有する LDCV の分泌制御の分子メ
カニズムはほとんど明らかにされていない。 

（３）我々は、Ca2+-dependent activator 

protein for secretion 2 (CAPS2)が BDNF 含
有小胞に会合して脱分極刺激依存的な
BDNF 放出を促進することを明らかにした。
CAPS2 は BDNF 分泌を促進することが示さ
れた初めての分子である。また、CAPS2 ノ
ックアウトマウスにおいて、BDNF 分泌活性
が著減し、ニューロンの発達遅滞やシナプス
形態と生理の異常、およびマウス個体間の相
互作用の低下や新奇環境下における不安様
行動の増加などの行動障害を発症すること
を明らかにした。さらに、発達障害である自
閉症の患者において、exon 3 が欠失する稀な
選択的スプライシング CAPS2 亜型の異常な
発現増加と、稀な非同義的SNPを発見した。
興味深い事に、exon 3 欠失型は軸索輸送が減
少することから、軸索やプレシナプスからの
局所的な BDNF 分泌が欠損して、回路の発
達や機能の障害の原因になることが示唆さ
れる。パラログである CAPS1 では、カテコ
ールアミン含有の LDCV の ATP 依存的な
Priming ステップ後に細胞膜のリン脂質
PIP2 と結合して Ca2+依存的な開口放出に関
係するとの報告や、LDCV へのカテコールア
ミンの充填に関与するとの報告があり、まだ
議論の余地がある。最近、CAPS が SNARE

タンパク質と結合して LDCV と形質膜の融
合を促進すると報告された。申請者らは最近、
BDNF-pHluorin を用いた海馬神経細胞のタ
イムラプス蛍光イメージングで、CAPS2 が
BDNF 分泌の頻度、時定数、振幅を増強する
ことを示した。また、exon 3 欠失型 CAPS2

を発現するマウスモデルの開発に最近成功
し、BDNF の局所分泌の解析が可能になって
いる。さらに、ノルアドレナリンの産生部位
（青斑核）とドーパミンの産生部位（腹側被
蓋野・黒質緻密部）にそれぞれ CAPS1 と
CAPS2 が発現することがわかり、また
CAPS1 条件的 KO (cKO)マウスの開発を進
めておりカテコールアミンの LDCV 分泌を
解析できる状況になる。これらの研究経緯か
ら、CAPS を切り口とした BDNF とカテコ
ールアミンの分泌動態の解析によって
LDCV の分泌制御の分子メカニズムの解明
に迫る事を着想した。 

 



２．研究の目的 

大型有芯小胞（LDCV）による開口放出は、
カテコールアミンやペプチド性神経伝達物
質の分泌に関与することから、精神神経の調
節に重要な役割をもつと考えられる。しかし、
SV に比して、LDCV 分泌制御の基礎をなす
分子メカニズムの詳細は不明である。最近、
申請者らは、LDCV に会合する CAPS2 タン
パク質が脳由来神経栄養因子 BDNF の分泌
活性を促進し、そのノックアウトマウスがニ
ューロンとシナプスの発達異常および自閉
症様の行動障害を示すことを明らかにした。
また、CAPS1 と CAPS2 がカテコールアミン
産生部位に特異的に発現することもわかっ
てきた。本研究では、CAPS 遺伝子改変マウ
スなどを用いた BDNF とカテコールアミン
の分泌動態の解析により CAPS による
LDCV 分泌制御のメカニズムを明らかにし、
また改変マウスの分子・細胞・生理・形態レ
ベル、および行動レベルの表現型を解析して
CAPS 依存的な LDCV 分泌機構の生物学的
な意義を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

本研究では、CAPS による大型有芯小胞分
泌制御メカニズムとその生物学的な意義を
明らかにする。 

（１）CAPS2 ノックアウト（KO）や exon3

欠失型 CAPS2（dex3）のモデルマウスの海
馬ニューロンなどに BDNF-pHluorin を発現
させ、ライブセル蛍光イメージングにより分
泌動態を解析する。また、CAPS2 変異体の
強発現、関連タンパク質の siRNA ノックダ
ウンによる影響を解析する。 

（２）CAPS2 マウスの他に CAPS1 cKO マ
ウス（KO は生後致死のため）のドーパミン
産生細胞や PC12 培養細胞などにおけるカテ
コールアミン分泌動態について、蛍光偽神経
伝達物質を用いたドーパミン分泌蛍光イメ
ージングなどによる解析を行う。また、変異
体の強発現、関連タンパク質の siRNA ノッ
クダウンによる影響を解析する。 

（３）KO、dex3、cKO マウスにおける脳内
BDNF やカテコールアミンの定量、細胞やシ
ナプスの形態・生理、行動形質など、関連す
る各種表現型を多角的に解析する。 

 

４．研究成果 

（１）CAPS2がArf4/5低分子量GTPaseと相
互作用しArf4/5をゴルジ体膜に会合させるこ
と、両者の相互作用部位に変異を入れるとト
ランスゴルジ網の形態が変化し有芯小胞マー
カータンパク質のクロモグラニンAの細胞突
起への分布が減少すること、などを明らかに
した。この結果から、CAPS2はArf4/5をゴル
ジ体にリクルートすることで、有芯小胞の形
成に関係することが示唆される。 

（２）一部の自閉症患者から見出した本来稀
な選択的スプライシング亜型CAPS2-dex3の
異常増加について、その生物学的な意義を調

べるために、CAPS2-dex3を発現するマウス
モデルを開発した。CAPS2-dex3は、エクソ
ン3を欠失した亜型であり、初代培養ニューロ
ンに発現すると軸索での分布が特異的に著減
する。CAPS2-dex3マウスにおいてもニュー
ロンの軸索投射部位での免疫反応の低下し、
軸索からのBDNF分泌が減少することが個体
レベルで証明された。また、CAPS2-dex3マ
ウスは、社会行動の減少、特定の新奇環境下
での不安の亢進、母性養育行動の減少、日内
リズムの欠損などを示した。これらの結果か
ら、CAPS2は細胞局所におけるBDNF分泌の
増強に重要な役割を持つこと、また、CAPS2

がエクソン3を欠失すると軸索部でのBDNF

の分泌促進がなくなり、おそらく神経回路の
障害を引き起こして、社会行動などの行動障
害をきたす可能性が示唆される。 

（３）自閉症患者ゲノム解析で、CAPS2のコ
ピー数多型が複数例報告されている。そこで、
CAPS2のヘテロマウスが1コピーのCAPS2遺
伝子を持つモデルとして行動解析したところ、
不安の増加は見られたが社会行動に有意な障
害は見られなかった。自閉症は多因子疾患と
考えられることから、CAPS2遺伝子が1コピ
ーだけでは発症には至らず、他の変異との組
合せが発症リスクを高めるのではないかと予
測される。 

（４）CAPS2-dex3 マウスの小脳における表
現型について解析を行った。顆粒細胞の軸索
部における BDNF と NT-3 の局在が減少し、
分泌が低下する。その結果、プルキンエ細胞
の樹状突起形成、小脳虫部の裂形成、顆粒細
胞前駆体の増殖などに異常が観察された。ま
た、平行線維―プルキンエ細胞シナプスにお
けるプレシナプス機能の低下が示された。こ
れまでの CAPS2-dex3 マウスの表現型デー
タを総合すると、軸索部における CAPS2 を
介した有芯小胞の開口放出の促進作用は、大
脳皮質、海馬、小脳皮質の神経回路などにお
ける興奮性シナプスの形態や一部の抑制性
ニューロンの分化や発達に重要であること
がわかった。また、この変異マウスをモデル
として使用することで、自閉症の発症や病態
のメカニズムを解明する糸口となる可能性
があり、さらに、自閉症関連の応用研究につ
ながる可能性も期待できる。 

（５）有芯小胞の輸送や開口放出の調節に関
与すると考えられている分泌関連タンパク質
CAPS1について、遺伝子改変マウスを作製し
て生体における役割を解析した。CAPS1はイ
ンスリンなどのペプチドホルモンやノルエピ
ネフリンなどの生体アミンを内包した有芯小
胞の分泌に関与する。これまでCAPS1タンパ
ク質が減少したマウスは糖尿病様の症状を示
すことが報告されてきたが、全身でCAPS1遺
伝子が完全に欠損したマウスは生後すぐに致
死となることから成体での解析ができず、実
際にCAPS1欠損マウスの個体レベルでの病
態については不明であった。我々は、大脳や
海馬などの前脳領域に特異的、および小脳領



域に特異的な２種類のCAPS1遺伝子条件的
欠損マウスの開発に成功した。この２種類の
モデルマウスを解析した結果、CAPS1を欠損
した脳領域では細胞内のトランスゴルジ網の
形態異常、シナプスの発達や生理での異常な
どを呈することが明らかになった。また、
BDNFの輸送や分泌に障害が検出された。
BDNFはうつ病との関連が考えられており、
また糖尿病患者はうつ病を併発しやすいこと
が知られている。これらの知見と、今回明ら
かになった特定の脳領域におけるCAPS1遺
伝子欠損マウスの病態から、CAPS1が糖尿病
とうつ病が併発するメカニズムに関連する可
能性が示唆される。 
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