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研究成果の概要（和文）：海馬苔状線維シナプスの形成と機能発現におけるアファディンの機能を解析した。アファデ
ィンは、シナプスのプンクタアドヘレンシアジャンクションを構成するネクチンやカドヘリンなどの分子や、シナプス
前部を構成するバスーンやVGLUT1などの分子の集積に必要であり、興奮性シナプスのシナプス前性と後性の機能を制御
していることを明らかにした。さらに、発生期の脳においては、アファディンは中脳水道の形態形成と、幹細胞から新
しく生成された神経細胞の遊走や大脳新皮質の層形成に必要であることを明らかにした。一方、嗅球の僧帽細胞の樹状
突起がネクチン－１を介した新しい接着装置によって接着していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We investigated the roles of afadin in synapse formation and synaptic functions 
in the hippocampus. At mossy fiber-CA3 pyramidal cell synapses, afadin was required for the accumulation 
of the PAJ components, nectin-1, nectin-3 and N-cadherin, and for the accumulation of the presynaptic 
components, VGLUT1 and bassoon. In addition, afadin regulated pre- and post-synaptic functions in 
cultured hippocampal excitatory neurons. We also investigated the roles of afadin in the developing 
brain. In the midbrain, afadin was required for morphogenesis of the cerebral aqueduct, and in the 
neocortex, afadin was required for the formation of the six-layered laminated architecture by regulating 
neural migration. Furthermore, we investigated the roles of nectin-1 in the olfactory bulb and showed 
that nectin-1 constituted a novel adhesion apparatus that tethered mitral cell dendrites in a dendritic 
meshwork structure of the developing mouse olfactory bulb.

研究分野： 分子神経生物学
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１．研究開始当初の背景 
神経シナプスは神経細胞間の特殊な細胞間
接着であり、その特異性と可塑性の制御には
細胞間接着分子が重要な役割を果している。
研究代表者が見出したアファディンとネク
チンは、上皮細胞や線維芽細胞の細胞間の接
着装置であるアドへレンスジャンクション
に局在する接着分子として機能している
（Takai et al., Annu Rev Cell Dev Biol., 
2008）。ネクチンは、免疫グロブリンスーパ
ーファミリーに属する接着分子で、４つのメ
ンバーからなるサブファミリーを構成する。
アファディンは F−アクチンに結合する細胞
内裏打ちタンパク質で、ネクチンをアクチン
細胞骨格系に連結して細胞間接着を形成す
る。さらに、アファディンは、細胞の運動時
には、ネクチンと結合しないで、PDGF や
VEGF などの走化性因子の作用によって運
動先端で活性化される Rap と結合し、方向性
を持った細胞運動を制御している。一方、海
馬 CA3 野の錐体細胞と苔状線維終末とのシ
ナプス（以下、苔状線維シナプス）には上皮
細胞の細胞間接着装置と類似の構造である
プンクタアドヘレンシアジャンクション 
（PAJ）とよばれる構造が発達している。こ
の PAJ はアクティブゾーンとシナプス後肥
厚部（PSD）を含むシナプス結合の直近に存
在する。PAJ の前・後シナプス膜の形態は対
称的で、PAJ にはネクチン−アファディン系
とカドヘリン−カテニン系が局在する。苔状
線維シナプスでは、カドヘリンは PAJ の前・
後シナプスに対称性に局在してトランスに
結合しているが、ネクチン−１とネクチン−３
はそれぞれ前シナプス膜と後シナプス膜に
非対称に局在してトランスに結合している。
一方、アファディンはそれらの両方に対称的
に局在する（Mizoguchi et al., 2002）。ネク
チン−1 またはネクチン−3 欠損マウスでは、
シナプス一つあたりの PAJ の数が減少し、正
常なシナプスが形成されない。また、生後２
週頃よりアファディンの発現が海馬におい
て欠損するアファディンコンディショナル
ノックアウトマウスの解析により、シナプス
結合の維持にはアファディンは必須ではな
いが、シナプスの再構成に関与することが示
唆されている（Majima et al., 2009）。一方、
アファディンは統合失調症の患者脳でその
発現が低下していると報告されている。ネク
チンにおいては、ネクチン−1 遺伝子変異が、
精神発達遅滞を伴うマルガリータ島の遺伝
性外胚葉異形成症候群／Zlotogora-Ogur 症
候群の原因であることが報告され、ネクチン
−4 遺伝子についても遺伝子の変異が遺伝性
外胚葉異形成症候群の原因となることが最
近報告されている。さらに、ネクチン−２遺
伝子座の一塩基多型（SNP）が晩発性認知症
に関連することが報告されている。このよう
に、研究代表者が見出したネクチンとアファ
ディンによる細胞間接着機構は、生体内で神
経シナプスの形成や可塑性を制御している

ことが明らかになりつつある。さらに研究代
表者は、アファディンの発現が欠損した培養
海馬神経細胞のシナプスにおいては、ネクチ
ン−１、ネクチン−３、N-カドヘリンなどの接
着分子や、シナプシン１、PSD95 などの前・
後シナプスを構成する分子の濃縮が低下し、
正常なシナプスが形成されないことを見出
している（未発表）。したがって、アファデ
ィンはシナプス形成の中核をなす重要な制
御因子と考えられ、その機能と制御機構を解
析することにより、シナプス形成の分子機構
が明らかにされると考えられる。本研究分野
は、精神・神経疾患の病因の研究とも密接に
関連し、国際的にも競争が激化しており緊急
に推進すべき研究と位置づけられる。以上の
学術的背景に加え、研究代表者は、世界に先
駆けてネクチンとアファディンを見出し、研
究に必要となる遺伝子、抗体などの試料、さ
らには、アファディン flox マウス、ネクチン
−１、ネクチン−２、ネクチン−３ノックアウ
トマウス系統を使える環境にいる。このよう
に、本申請研究課題に対する準備は整ってお
り、その目的を達成することができると考え
ている。 
 
２．研究の目的 
上述の背景のもと、本研究ではシナプス形成
と機能発現におけるアファディンとネクチ
ンの機能と作用機構を、シナプスに局在する
種々の分子との関連に着目して解明する。研
究成果は精神・神経疾患の病因の解明と治療
法の開発に寄与すると期待される。 
 
３．研究の方法 
⑴ アファディン欠損マウス、アファディン
欠損培養海馬神経細胞をもちいて、アファデ
ィンのシナプス形成における機能を組織学
的、電子顕微鏡学的、細胞生物学的、電気生
理学的手法を用いて明らかにする。 
⑵ アファディンによるシナプス形成の機構
を明らかにするため、アファディンに結合す
る分子の同定を行う。 
⑶ ネクチン欠損マウスとアファディン欠損
マウスを用い、これらの分子の神経回路形成
における機能を解析する。 
 
４．研究成果 
⑴  アファディン欠損マウス（ Afadin 
f/f;nestin-Cre）の海馬の苔状線維シナプスに
おいて、カドヘリン、ネクチン−１とネクチ
ン−３、β−カテニン、N-カドヘリンといった
PAJ に存在する分子の集積がほぼ完全に消
失していた。同様の解析によって、バスーン
や VGLUT1 といったシナプス前膜の構成分子
の集積も明らかに低下していた。さらに、ア
ファディン欠損培養神経細胞では、グルタミ
ン酸の放出確率とシナプス小胞のリサイク
リングが著しく低下していた（Toyoshima et 
al., 2014）。以上の結果は、アファディンはシ
ナプスにおいて、細胞接着因子、アクティブ



ゾーンとシナプス小胞を構成する分子を集
積させることにより前シナプスの形成を促
進する分子であることを示唆している。 
 
⑵ アファディンを欠損したマウスの海馬苔
状線維シナプスの走査電子顕微鏡画像の三
次元再構築法による解析では、PAJ はほぼ消
失し、前シナプスのアクティブゾーンと後シ
ナプスのPSDも断片化して小型化していた。
また、放出可能プールのシナプス小胞の数も
減少していた。一方、アファディンを欠損し
たマウスの培養海馬切片における苔状線維
単位シナプス伝達の電気生理学的解析では、
興奮性シナプスのシナプス前性とシナプス
後性の機能が障害されていた。これらの結果
から、アファディンが苔状線維シナプス構造
の形成と機能を制御していることが明らか
になった（論文準備中）。 
 
⑶ アファディンによるシナプス形成の分子
機構を明らかにするために、脳の膜分画にお
けるアファディンの結合分子のプロテオミ
クス解析を行ない、特異的結合分子を同定し
た。現在、一部の分子について詳細な機能解
析を開始している。 
 
⑷ 上記⑴⑵の研究の過程で、アファディン
が中脳水道の形成に必要であることを明ら
かにした（Yamamoto et al., 2013）。また、
大脳皮質特異的なアファディン欠損マウス
（Afadin f/f;Emx1-Cre）を作成し、アファデ
ィンが新生神経細胞の遊走と大脳新皮質の
層形成に重要な機能を果していることを明
らかにした（Yamamoto et al., 2015）。 
 
⑸ 嗅球の僧帽細胞の樹状突起間および顆粒
細胞との樹状突起間にネクチン−１が対称的
に局在し、新しい接着装「ネクチン−１スポ
ット」を形成していることを明らかにした
（Inoue et al., 2015）。 
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