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研究成果の概要（和文）：脳におけるシナプス形成・維持はシナプス間の細胞接着分子によって担われている。
小脳平行線維ープルキンエ細胞間シナプスにおいては、ポストシナプスのGluRδ2が分泌蛋白Cbln1を介してプレ
シナプスのNrxnと結合することでシナプス形成が調節されている。小脳神経回路網形成におけるNrxnsの役割を
解明するために、小脳顆粒細胞特異的にNrxn1,2,3を欠損させた遺伝子改変マウスを作成した。小脳顆粒細胞特
異的Nrxns欠損マウスは小脳顆粒細胞数と小脳シナプス数が減少し、重篤な運動失調を示すことが観察された。
これらの結果は、Nrxnが小脳回路網形成に重要な役割を担うことを示唆している。

研究成果の概要（英文）：Synapses are formed and maintained by trans-synaptic interaction between 
pre- and postsynaptic cell adhesion molecules. In the cerebellum, the trans-synaptic interaction of 
postsynaptic glutamate receptor GluRδ2 and presynaptic neurexins (Nrxns) through cerebellin 
precursor protein 1 (Cbln1) mediates parallel fiber (PF)-Purkinje cell (PC) synapse formation. In 
mammals, Nrxns are encoded by three genes (Nrxn1, Nrxn2, and Nrxn3). In this study, we generated 
cerebellar granule cell (GC)-specific Nrxn1, Nrxn2, and Nrxn3 triple KO mice. The cerebellar 
GCs-specific Nrxns triple KO mice showed severe ataxia and reduced cerebellar size. Histological 
analysis revealed that the number of cerebellar GCs was dramatically decreased in the cerebellar 
GCs-specific Nrxns triple KO mice. Electron microscopic analysis showed that PF-PC synapses were 
disappeared in the GCs-specific Nrxns triple KO mice. These results suggest that Nrxns are essential
 for cerebellar circuit formation.

研究分野： 分子神経生物学、神経化学
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１．研究開始当初の背景 
（１）高等動物の脳には 1,000 億もの神経
細胞が存在し、神経細胞同志が「シナプス」
とよばれる構造で連結し、複雑かつ精巧な
神経回路網を形成することで脳の情報伝達
や記憶・学習をはじめとする高次の脳機能
を可能にしている。脳の高次機能を支える
秩序だった神経回路網は、神経細胞が標的
領域に軸索を伸ばし、そこで標的となる神
経細胞の樹状突起とのみ特異的にシナプス
を形成することで構築されていく。発達期
におけるシナプス結合の形成と再編は脳の
神経回路網形成の最も重要な段階の一つで
あり、この発達期におけるシナプス形成不
全、機能低下をはじめとする神経回路網形
成異常が、自閉症、精神遅滞、統合失調症
等の神経発達障害と深く関係していると考
えられている。したがって、脳の神経回路
網形成の分子基盤の解明は神経発達障害の
病態の理解のみならず、高次の精神・神経
活動を司る脳の神経回路構築の原理を解明
する上で極めて重要な課題である。 
 
（２）小脳は少数の神経細胞で構成される、
均一で比較的単純な構造をしており、神経
回路も比較的単純であることから、脳の神
経回路網形成の分子基盤を解明する上での

モデル部位とし極めて有効な脳部位である。 
小脳平行線維-プルキンエ細胞間シナプス
では、シナプス後部の小脳プルキンエ細胞
特異的グルタミン酸受容体 GluRδ2 が分泌
タンパク質 Cbln1 を介してシナプス前部の
Neurexin (NRXN)と結合することでシナプ
ス形成と成熟を誘導する（図１）。三者複合
体によるシナプス結合の制御は従来の細胞
接着分子による制御機構に対して、全く新
し い 概 念 を 提 唱 す る も の で あ る 。
GluRδ2-Cbln1-NRXN 三者複合体を足がか
りに、受容体の機能を担う下流シグナルを
明らかにし、小脳神経回路網形成における
複合体構成分子の個々の役割を明らかにす
ることで、秩序だった神経回路網形成を支
える特異的シナプス形成機構の共通原理を
導きだせるのではないかと考えるに至った。 
 
２．研究の目的 
（１）GluRδ2欠損マウスにおいては小脳平
行線維—プルキンエ細胞間シナプスの数が
約半数に減少することから、このシナプス
においては GluRδ2–Cbln1–NRXN 三者複合
体が主要なシナプス形成因子であると考え
られる。しかしながら、依然として半数の

シナプスが残存しており、これら残存して
いるシナプスがどのような因子により形成
されているかは、不明である。NRXN には
Cbln1-GluRδ2 以外に他のシナプス後部の
細胞接着分子 NLGN、LRRTM と結合する
ことが報告されており、残存するシナプス
が NRXN を介した細胞接着により形成さ
れているか、または全く別の受容体複合体
によって担われているかを、小脳顆粒細胞
特異的 NRXN1,2,3 トリプルノックアウト
マウスを作成し、解析することで明らかに
する。 
 
（３）シナプス前部の NRXN がシナプス形
成に果たす役割をプルキンエ細胞に投射す
る異なった２種類の性質の異なる興奮性入
力でそれぞれ解析し比較することで、小脳
神経回路網の構築に NRXN が果たす役割
を明らかにする。 
 
（２）GluRδ2-Cbln1-NRXN 三者複合体の下
流でシナプス形成を制御するシグナルは依
然不明である。NRXN の細胞質内領域には
酵素活性を示す領域は存在しないことから、
リガンドの結合により他量体化した
NRXN によってシナプス前終末の分化誘
導を引き起こすタンパク質複合体が形成さ
れることが想定される。NRXN の細胞質内
領域の役割を明らかにするとともに、受容
体の下流シグナルを同定し、その機能を in 
vitro 及び in vivo で詳細に解析することで、
シナプス形成の分子メカニズムの解明を目
指す。 
 
３．研究の方法 
（１）NRXN1,2,3 を完全欠損させたマウス
を作製するために Nrxn1,2,3 の細胞膜貫通
領域をコードする領域を loxP 配列で挟み、
Cre 組換え酵素依存的にこれらの領域を欠
損させるマウス (fNrxns)を作製する。作成
した fNrxns マウスを、小脳顆粒細部特異
的Creリコンビナーゼ発現マウスおよび下
オリーブ核神経細胞選択的Creリコンビナ
ーゼ発現マウスと交配することで、小脳顆
顆粒細胞または下オリーブ核神経細胞にお
いて NRXN1,2,3 を完全欠損させる。NRXN
が小脳神経回路網形成に果たす役割を免疫
染色による光顕レベルでの解析に加え、電
子顕微鏡を用いて解析する。 
 
（２）GluRδ2-Cbln1-Neurexin 複合体の機能
を支える下流の細胞内シグナル分子をプロ
テオミクス解析の手法を用いて同定する。
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。タンパク質
複合体を磁気ビーズを用いて精製し、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。シナプス形成を支える受容体の下
流シグナルを in vitro および in vivo で解析
し、小脳平行線維—プルキンエ細胞間シナプ
スの形成機構の全貌を明らかにする。 
 
４．研究成果 
（１）NRXN は３つの遺伝子（Nrxn1,2, 3）
が存在し、単一の遺伝子から異なるプロモ
ーターを用いて転写産物が作られることで
αとβという２つのアイソフォームが存在
することから NRXN1,2,3 を完全欠損させ
たマウスを作製するために Nrxn1,2, 3 の細
胞膜貫通領域をコードする領域を loxP 配
列で挟み、Cre 組換え酵素依存的にこれら
の領域を欠損させるマウス  (Nrxn1flox/flox; 
Nrxn2flox/flox ; Nrxn3flox/flox) を作製した。
Nrxn1flox/flox; Nrxn2flox/flox ; Nrxn3flox/floxマウス
を小脳顆粒細胞特異的 Cre リコンビナーゼ
発現マウスおよび下オリーブ核神経細胞選
択的Creリコンビナーゼ発現マウスと交配
し、これらの脳部位において NRXN1,2,3 を
欠損しているマウスの系統の樹立を試みた。 
下オリーブ核神経細胞においては遺伝子欠
損の効率が著しく低くその後の解析を中止
した。一方、小脳顆粒細胞においては
Nrxn1,2, 3 遺伝子が高効率で欠損でき、小脳
顆粒細胞特異的 Nrxn1,2, 3 遺伝子マウスの
作成に成功した。 
 
（２）小脳顆粒細胞特異的 Nrxn1,2, 3 遺伝
子マウスは重篤な運動失調を示す。ロータ
ーロッドテストにおいても有意な運動協調
低下が認められた。小脳顆粒細胞特異的
Nrxn1,2, 3 遺伝子マウスは野生型マウスに
比べて小脳のサイズが極端に小さくなって
おり、NeuN 抗体、DAPI 染色による解析か
ら、8 週齢のマウスにおいては小脳顆粒細
胞がほぼ消失していることが明らかとなっ
た。電子顕微鏡を用いた解析から 8 週齢マ
ウスの小脳においては平行線維—プルキン
エ細胞間シナプスが減少していた。3 週齢
のマウスにおいても小脳顆粒細胞数の減少
が観察されたが、8 週齢のマウスに比べ顆
粒細胞の減少数は軽微であった。TUNEL
法を用いて幼弱期のマウスを解析した結果、
野生型マウスに比べ TUNEL 陽性顆粒細胞
が著しく増加していることが明らかになっ
た。これらの結果は、シナプス間細胞接着
分子 NRXN の新たな機能を示唆するもの
であった。 
 
（ ３ ）プロ テ オミク ス 解析に よ り 、
GluRδ2-Cbln1-Neurexin 複合体を解析した。
その結果、既に報告されている NRXN 結合分
子 CASK に加え、複数の細胞内タンパク質
を同定することに成功した。同定した候補
分子は pull down 法を用いて結合を解析し
た。当初の予想に反して、NRXN が小脳顆
粒細胞の生存に必要不可欠であることが明
らかとなり、今後はシナプス形成における

NRXNの役割を細胞生存と切り離して解析
していくことが必要となった。 
 
（４）シナプス機能分子を脳神経細胞で迅速
に解析する新たな方法論を開発した。
CRISPR/Cas9 システムと子宮内電気穿孔法
による神経前駆細胞への遺伝子導入技術を
組み合わせることことで、脳神経細胞での
相同組換えによるゲノム編集法が可能であ
ることを見出した。この手法を用いて脳神
経細胞において内在性タンパク質を蛍光タ
ンパク質等で標識する方法を確立させた。 
この技術を用いることで脳神経回路網構築
と機能発現に関わる多くの遺伝子を容易か
つ迅速に解析することが可能となり、今後
のシナプス機能分子の解析を飛躍的に早め
ることが期待される。 
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