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研究成果の概要（和文）：神経系が機能する上での基本素子となるのが、シナプスと呼ばれる神

経細胞間接着構造である。線虫 C.elegans のプレシナプス構造形成の制御因子として、SYD 

(SYnapse Defective) -1 と SYD-2 が重要である。本研究は、遺伝学的な修飾変異体の探索に基

づき、プレシナプス形成が SYD-1・SYD-2 の制御下で正確に遂行される上で、偶発的な構成分子

の集積が細胞接着タンパク質依存的な経路によって抑制されている可能性を示した。 

 
研究成果の概要（英文）：Neuronal synapses are cell adhesion structures, which are 
fundamental units for functions of neuronal system. In nematode C.elegans, SYD (SYnapse 
Defective) -1 and SYD-2 have been identified as central regulators of presynaptic 
formation. Based on a large scale modifier screen and genetic analysis, we proposed a 
possibility that presynaptic components are precisely assembled by SYD-1/SYD-2 pathway 
under negative regulation involving a cadherin-like cell-adhesion molecule. 
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１．研究開始当初の背景 

シナプスは神経系の情報処理機能の基盤

となる細胞間接着構造であり、その形成分子

機構の解明は神経科学の大きな課題である。

神経細胞のプレシナプス（シナプス前部）の

中心領域“アクティブゾーン”には Synapse 

Defective(SYD)-2/Liprin-alphaやELKS-1な

どのアダプター蛋白質が細胞骨格と共に網

目状に密集しており、その基盤の上にエキソ

サイトーシスやエンドサイトーシス、イオン

チャネル、細胞間接着分子などの神経伝達に

関わる様々な機能分子群が組織化されてい

る。 

モデル動物である線虫 C.elegans における

順遺伝学的スクリーニングをもとに、プレシ

ナプス形成に関わる機能分子 SYD-2 および

SYD-1 が同定された。GABA 作動性の D型運動

神経において、syd-2 の機能欠損変異体

(syd-2(lf))はアクティブゾーンの構造異常

を生じ、syd-1 の機能欠損変異体(syd-1(lf))

はプレシナプス構造の異所的形成を生じる

（Zhen and Jin, Nature 1999, Hallam et al., 

Nat.Neurosci. 2002）。さらに、産卵運動の

制御に関わるセロトニン作動性 HSN神経細胞
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では、syd-2(lf)と syd-1(lf)いずれの変異体

においても、プレシナプス形成が不全となる。

SYD-1 と SYD-2 の作用機序に関して、初期位

置情報に基づいてシナプス予定部位に SYD-1

と SYD-2 が局在し、ELKS-1 と共に多量体・複

合体を形成することで、プレシナプス構成分

子群を集積するという機構が示されてきた

(Dai et al.,Nat.Neurosci.2006, Patel et 

al.,Nat.Neurosci.2006,  Taru and Jin, 

J.Neurosci 2011)。 

研究開始当初における第一の課題は、

SYD-1・SYD-2 を核としたプレシナプス形成の

下流分子機構とその制御に関わる因子の同

定であった。この課題に対して代表者らは、

順遺伝学的手法を用いて、プレシナプス形成

における SYD-1・SYD-2 の関連分子の探索を

試みてきた。 

第二の課題は、SYD-1・SYD-2 タンパク質の

詳細な作用分子機序の理解であった。SYD-1

は PDZ、C2、RhoGAP ドメインを有するタンパ

ク質であるが、プレシナプス形成における各

ドメインの役割の詳細は不明である。SYD-2

は N 末端側に coiled-coil 構造、C 末端側に

３つのSAM(Sterile-alpha motif)ドメインを

有するアダプタータンパク質であり、HSN 神

経のプレシナプス形成には N末端領域が必須

である(Taru and Jin, J.Neurosci 2011)。

SAM ドメインについては膜貫通型フォスファ

ターゼ PTP-3/LARなどのタンパク質との相互

作用が報告されている(Ackley et al., 

J.Neurosci 2005)。加えて近年、SYD-2 がモ

ーター分子キネシン-3 に結合して神経軸索

中の能動輸送を調節することが報告された

（Wagner et al., PNAS 2009）。プレシナプ

ス形成における神経細胞内輸送の役割が指

摘されるなかで、線虫シナプス形成に関わる

MAP キナーゼ経路分子 DLK のショウジョウバ

エ相同分子がキネシン-1 による神経軸索輸

送を制御する報告もあり（Horiuchi et al., 

Curr Biol. 2007）、SYD-2 によるプレシナプ

ス形成制御との関連が論じられていた。 

 

２．研究の目的 

線虫における神経プレシナプス形成の分子

機構に関して、 

(1) SYD-1・SYD-2 によるプレシナプス形成誘

導の下流分子あるいは制御因子を同定し、そ

の分子機構を明らかにする 

(2) SYD-1・SYD-2 自身の作用分子機序に関し

て、プレシナプス形成における各タンパク質

ドメインの役割を検討するとともに、神経細

胞内輸送制御の関与を検証する。 

 

３．研究の方法 

[線虫におけるプレシナプス形成の評価] 

線虫 C.elegans のセロトニン作動性 HSN 神経

細胞あるいは GABA 作動性 D 型運動神経細胞

におけるプレシナプス構造を蛍光標識プレ

シナプスマーカーによって可視化し、プレシ

ナプス形成を生体内観察によって評価した。

プレシナプスマーカーとして、シナプス小胞

分子であるシナプトブレビン SNB-1、シナプ

ス小胞結合分子 RAB-3、プレシナプス局在性

細胞質タンパク GIT 等を用いた。両神経がそ

れぞれ関与する産卵運動と後退運動の表現

型から、各シナプスの機能を評価した。 

[SYD-1 修飾変異体の順遺伝学的スクリーニ

ングとマッピング] 

プレシナプスマーカーSNB-1::GFPをHSN細胞

に恒常的に発現させた syd-1(lf)変異体にお

いて、EMS を用いて突然変異を誘発し、F1 お

よび F2 世代において、syd-1(lf)の表現型を

抑制する個体(サプレッサー)を、産卵運動異

常とプレシナプスマーカーの局在異常の回

復を指標として探索した。サプレッサーの責

任遺伝子座について、ハワイアン系統

（CB4856）の SNP を利用したマッピング法を

中心とした解析によって、領域の絞り込みを

行った。サプレッサー変異体のゲノム DNA を

調製し、次世代シーケンス法による全ゲノム

配列解析を行った。責任遺伝子候補分子につ

いて、トランスジェニック法を用いた回復実

験等の検証を行い、関連分子との遺伝学的相

互作用解析を行った。 

[SYD-1・SYD-2 の作用分子機序に関する解析] 

Million mutation project  (Moerman and 

Waterston Lab)において同定された SYD-1、

SYD-2 の変異体群を検討し、SYD-1 の RhoGAP

ドメイン、SYD-2 の SAM ドメインをそれぞれ

欠損する二種類の新規変異体について、戻し

交配後、表現型の詳細な解析を行った。神経

細胞内輸送系の関与に関して syd-1、syd-2



の機能欠損および機能獲得各変異体と、分子

モーターキネシン-3(unc-104)、キネシン

-1(unc-116)、MAP キナーゼ経路分子 dlk-1 お

よび 上流のシナプス形成制御因子 rpm-1 の

各機能欠損変異体を用い、プレシナプス形成

異常に関して遺伝学的相互作用を検討する

とともに、SYD-1 および SYD-2 の輸送・局在

に及ぼす作用を検討した。  

 

４．研究成果 

(1)SYD-1 修飾変異体の同定に基づく新規プ

レシナプス形成調節機構の解析 

①SYD-1 サプレッサーの順遺伝学的探索と責

任遺伝子の同定 

SYD-1 によるプレシナプス形成誘導におけ

る下流因子あるいは制御因子を明らかにす

る目的で、線虫 HSN神経細胞をモデルとして、

syd-1(lf)におけるプレシナプス形成異常の

表現型を抑制するサプレッサーの順遺伝学

的探索を行った。産卵運動異常の回復とプレ

シナプス形成不全の回復を指標として、八千

ハプロイドゲノム相当のスクリーニングを

行った結果、syd-1(lf)のサプレッサーnq23

を単離した。SNP を利用したマッピングによ

って、責任遺伝子座を５番染色体上の領域に

絞り込んだ。次世代シーケンサーによる解析

により候補遺伝子を同定し、最終的にカドヘ

リン様ドメインを有する膜タンパク質をコ

ードする遺伝子上に nq23 変異をマップした

(以下、サプレッサー遺伝子または sup と標

記)。nq23 変異はサプレッサー遺伝子中のグ

アニンがアラニンに置換された点変異で、そ

れによって細胞外ドメイン中に終止コドン

を 生 ず る 機 能 欠 損 変 異 で あ る 。

syd-1(lf);sup(nq23)に sup 遺伝子をトラン

スジェニック法によって導入することによ

って、表現型の回復が確認された。 

さらにサプレッサー遺伝子の既知の機能

欠損変異について、syd-1(lf)との二重変異

体の表現型を解析した結果、nq23 変異と同様

のプレシナプス異常回復が認められ、

syd-1(lf)を抑制することが確認された。ま

た、シナプス小胞タンパク質シナプトブレビ

ン SNB-1 の局在に加えて、シナプス小胞結合

細胞質タンパク質 RAB-3およびプレシナプス

局在性の細胞質タンパク質 GITの局在につい

ても GFP 標識マーカーを用いて検討した。そ

の結果、いずれのプレシナプスマーカーにつ

いても syd-1(lf)における局在異常が、サプ

レッサー変異によって回復することが明ら

かとなった。 

次にサプレッサーによる syd-1(lf)産卵行

動異常の抑制効果が、HSN 神経細胞における

プレシナプス機能回復を反映したものかを

確認するため、HSN 神経細胞分化に必須の転

写因子 EGL-5 の機能欠損 egl-5(lf)に対する

サプレッサーの効果を検証した。二重変異体

の解析の結果、egl-5(lf)における産卵運動

異常に対して、サプレッサー変異は抑制効果

を示さなかった。 

以上の解析から、膜タンパク質をコードす

るサプレッサー遺伝子の機能欠損によって、

HSN 神経細胞における SYD-1 機能不全に起因

するプレシナプス形成異常が抑制されるこ

とが明らかとなった。 

その一方で、syd-1(lf)で生じる GABA 作動

性 D型運動神経細胞のシナプス異所的形成と

それに伴う後退運動の異常の表現型に対し

ては、サプレッサー変異による回復作用は見

られなかった。サプレッサー遺伝子の機能が、

セロトニン作動性 HSN神経細胞におけるシナ

プス形成の情報伝達経路に特徴的であるこ

とが示唆された。 

②プレシナプス形成制御因子との遺伝学的

相互作用解析 

HSN 神経細胞においては、SYD-1 の下流で

SYD-2 がプレシナプス形成制御に機能してお

り、syd-2(lf)では、syd-1(lf)と同様のプレ

シナプス形成の異常とそれによる産卵運動

異常の表現型が認められる。そこで、サプレ

ッサー変異が、syd-2 (lf)の表現型も抑制し

うるかについて検討を行った。その結果、サ

プレッサー変異は syd-1(lf)に対する抑制効

果よりは弱いものの、syd-2(lf)の産卵運動

異常を抑制した。またプレシナプス形成に関

しても、シナプス小胞マーカーの局在の部分

的な回復を生じた。この結果は、サプレッサ

ー変異が部分的ではあるが syd-2(lf)を抑制

することを示しており、syd-2 機能欠損によ

るプレシナプス形成異常を回復させる変異

として初めての知見となる。 

次に、HSN のプレシナプス形成において、



SYD-1・SYD-2 と協調的に働くアダプター分子

である ELKS-1 との関係を検証した。elks-1

機能欠損変異体(elks-1(lf))は単独では

syd-1(lf)や syd-2(lf)のような異常は示さ

ない。しかし、syd-2 遺伝子の機能獲得変異

体 syd-2(ju487gf)が、syd-1(lf)による異常

を回復させ、さらに elks-1(lf)共存下でその

回復が損なわれることが知られている(Dai 

et al. Nat.Neurosci.2006)。そこで、サプ

レッサー変異 sup(lf)による syd-1(lf)表現

型の回復効果に対して、elks-1(lf)の作用を

検証した。その結果 syd-2(ju487gf)とは異な

り 、 elks-1(lf) 変 異 を 含 む 三 重 変 異 体

sup(lf);syd-1(lf);elks-1(lf)においては

産卵運動異常、プレシナプス異常の回復阻害

は限定的であった。このことから、サプレッ

サーは SYD-1・SYD-2・ELKS-1 の機能不全自

体を直接的に回復するものではないことが

示唆された。 

本研究より、「プレシナプス形成が SYD-1・

SYD-2 による正の調節機構下で厳密に遂行さ

れうるには、一方で自発的なプレシナプス構

成分子の集積が細胞接着タンパク質依存的

な機構によって抑制されることが重要であ

る」、という可能性が考えられ、プレシナプ

ス形成の分子機構における新たなモデルと

して今後の検証を進めていく。 

 

(2)プレシナプス形成における SYD-1 および

SYD-2 の作用分子機序の解析 

①プレシナプス形成における SYD-1 GAP ドメ

インおよび SYD-2 SAM ドメインの役割 

プレシナプス形成における SYD-1・SYD-2

の作用機序に関して、機能ドメインの新規欠

損変異体を用いた表現型解析を行った。 

SYD-1 GAP 欠損変異体に関して表現型の詳

細な解析を行った結果、まず D型運動神経に

おけるプレシナプス異所的形成とそれに起

因する後退運動異常が、syd-1 機能不全変異

体と同様に生じることが明らかとなった。一

方で HSN 神経細胞においては、多くの個体に

おいてプレシナプスマーカーのシナプス予

定部位への正常な局在が認められ、顕著な産

卵運動異常も観察されなかった。すなわち

syd-1 機能不全変異体とは異なり、GAP 欠損

変異体においては HSNのプレシナプス形成が

正常である可能性が高い。このことは、細胞

種によってプレシナプス形成制御における

SYD-1 の GAP ドメインの必要性が異なること

を示唆しており、プレシナプス形成分子機構

の細胞特異性を理解する上で重要な知見で

ある。 

syd-2 の SAM ドメイン欠損変異体について

は、syd-2 機能不全変異体で観察されたよう

な前進後退運動異常と産卵運動異常が認め

られ、さらには D型運動神経におけるプレシ

ナプス形成異常および HSN神経細胞における

プレシナプス形成不全も同様に観察された。

このことは SAMドメインのみの欠損によって

もプレシナプス形成における SYD-2の機能が

顕著に損なわれることを示している。HSN 神

経細胞のプレシナプス形成には、syd-2 の N

末端領域の働きが必須であることが過剰発

現実験の結果から示されていたが、本解析に

よって、C 末端の SAM ドメインも正常な機能

に必要であることが明らかとなった。 

②SYD-1・SYD-2 機能における神経細胞内輸送

系の関与の検討 

まず HSN 神経細胞における SYD-1 および

SYD-2 の輸送・局在に重要な神経細胞内輸送

モーターについて検討したところ、既存の報

告のとおり、キネシン-1(unc-116)が必須の

役割を果たしており、キネシン-３(unc-104)

の関与は小さいことが明らかとなった。また

MAP キナーゼ経路分子 DLK-1、および上流の

シナプス形成制御分子 RPM-1 の機能欠損変異

体において、HSN 神経細胞プレシナプスへの

SYD-1・SYD-2 の輸送・局在をそれぞれ検証し

た結果、いずれも正常であることが明らかと

なった。さらに、HSN 神経細胞のプレシナプ

ス形成に対する、syd-1 または syd-2 と dlk-1

または rpm-1 との関係について、詳細な二重

変異体の解析を行ったが、顕著な遺伝学的相

互作用は見られなかった。 

以上の結果から、HSN 神経細胞のプレシナ

プス形成制御においては、SYD-2 や DLK の分

子機能の一つとして示唆されている神経細

胞内輸送制御の役割は必須ではなく、これま

で代表者らが示してきたような SYD-1・

SYD-2・ELKS-1 のプレシナプス部位における

タンパク質間相互作用が重要な役割を果た

すと考えられる。 
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