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研究成果の概要（和文）：本研究では申請者が新たに細胞接着活性を持つ分子として見出した電位依存性カリウムチャ
ネル、KCNXのシナプス形成における役割を明らかにすることを目的として、GFP－KCNXノックインマウスを作成し、抗G
FP抗体による免疫染色を行い、外来性のKCNXの局在を検討したところ、海馬CA3領域透明層に発現することを確認した
。また、KCNXの機能を解明するために、KCNX結合蛋白質を探索し、微小管関連タンパク質CLIP115とエンドサイトーシ
ス関連タンパク質Dynaminを同定した。これらのことから、KCNXはイオンチャネルとして機能するのみならず細胞骨格
や小胞輸送にも関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, I have tried to elucidate the role of KCNX, which was identified 
as a new cell adhesion molecule, in synapse formation. To reveal the localization of KCNX in brain, I 
prepared GFP-KCNX knock-in mouse and stained the brain sections with anti-GFP antibody. Immunoreactivity 
for GFP were localized as dots in stratum lucidum of the CA3 area, where mossy fiber terminals form 
synapses with pyramidal cells. Next, to reveal function of KCNX, I performed immunoprecipitation of 
anti-KCNX antibody from mouse brain membrane extracts. CLIP115, one of plus-end tracking proteins and 
Dynamin, a GTPase responsible for endocytosis were co-immunoprecipitaed with KCNX. These result suggest 
that KCNX is involved in regulating microtubules and endocytosis in neuron.

研究分野： 神経細胞生物学

キーワード： イオンチャネル　シナプス
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１．研究開始当初の背景 
神経細胞同士のシナプス形成過程において

軸索と樹状突起の最初の接触時にどのような
細胞間シグナル交信が行われるかは不明であ
る。また、シナプス形成の決定には、神経活
動非依存性シグナルと神経活動依存的シグナ
ルが協調的に働くとことが予想されているが、
その作用点も未同定である。そこで、申請者
は、この最初の接触からシナプス形成決定に
働く細胞接着分子を、細胞接着活性を指標と
して、シナプス形成期の海馬で発現している
cDNAの発現ライブラリーから探索した。そ
の結果、電位依存性K＋チャネル、KCNXを見
出している。KCNXはホモフィリックな細胞
間接着活性を示し、しかもこの接着活性は
cAMPシグナル依存性の増強を示す。これらの
性質から、KCNXは、cAMPなどの化学シグナ
ルと細胞膜電位変化という物理シグナルを統合
する重要な分子である可能性が高いと考えられ
る。 
 
２．研究の目的 
神経活動に依存したシナプス形成の分子メ
カニズムを解明することを最終目標として、
申請者が新たに細胞接着活性を持つ分子と
して見出した電位依存性カリウムチャネル、
KCNX のシナプス形成における役割を明ら
かにする。 
 
３．研究の方法 
電位依存性カリウムイオンチャネル KCNX
遺伝子が、いつ、どこで、どのようにしてチ
ャネル活性と細胞接着能を活性化させるの
か、その結果、どのような生理機能を発揮す
るのかを神経活動電位とシナプス形成の関
係に着目して、明らかにしていく。 
①KCNX 抗体を作成し、KCNX の局在を培
養細胞や神経組織で明らかにしていく。特異
的抗体が作成できなかった場合、GFP－
KCNX ノックインマウスを作成し、抗 GFP
抗体による免疫染色により明らかにする。 
②KCNX の細胞接着活性を詳細に検討する
ため、弱い細胞間相互作用を検出できる新た
なアッセイをすでに構築している。この新た
な細胞間相互作用アッセイを用いて、KCNX
がいつどのように細胞接着活性を発揮する
かを検討する。 
③KCNX のシナプス形成における作用機構
を解明するために、KCNX 細胞内領域に結合
する蛋白質を、免疫沈降法などを用いてマウ
ス大脳抽出物から探索する。 
 
４．研究成果 
①KCNX の局在解析 
まず、KCNX の詳細な発現時期や局在部位を
組織や培養神経細胞を用いて、免疫電顕によ
り解析するために、様々な抗体を作成し検討
したが、免疫に染色に使用できる特異的な抗
体が作成できず、内在性 KCNX の局在を明

らかにすることはできなかった。そのため、
GFP-KCNX ノックインマウスを作成し、抗
GFP 抗体による免疫染色を行い、外来性
KCNX の局在を検討したところ、海馬シナプ
ス領域（CA3 透明層：歯状回顆粒細胞苔状線
維が CA3 錐体細胞にシナプスを形成する領
域）に局在することを確認した（図１）。現
在、電顕レベルでの局在や初代培養神経細胞
での局在など更なる解析を進めているとこ
ろである。 

 
②KCNX の細胞接着活性 
KCNX を恒常的に発現する線維芽細胞を作
成し、KCNX に依存した弱い細胞接着活性を
検出できるアッセイを構築し、KCNX による細
胞接着活性が細胞外領域に依存し、ホモフィ
リックな活性であることを確認した（図２）。
現在、細胞膜電位や細胞内外シグナルにより
細胞接着活性が変化するのかどうか、初代培
養神経細胞との共培養により artificial シ
ナプスが形成されるのかどうかを検討して
いる。 
 
③KCNX 結合タンパク質の探索 
KCNX のシナプス形成における作用機構を
解明するために、内在性 KCNX をイムノブ
ロットで認識できる抗体を作成し、その抗体
を用いた免疫沈降法と In-gel digestion 法に
よる質量分析により、マウス大脳抽出液から
KCNX と結合するタンパク質を探索した。そ
の結果、微小管関連タンパク質 CLIP115 と
エンドサイトーシス関連タンパク質
Dynamin を同定した（図３）。これらのこと
から、KCNX はイオンチャネルとして機能す
るのみならず細胞骨格や小胞輸送にも関与
することが示唆された。現在、詳細な結合領
域を同定しているところである。 
 
 

 

 

図１．GFP-KCNX ノックインマウス 
海馬 CA3 領域における GFP-KCNX の局在 
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図２ KCNX の細胞接着活性 
A.新規細胞接着アッセイの概略 
B.KCNX の構造 
C.細胞接着アッセイの結果 

図３ 免疫沈降法による

KCNX 結合タンパク質の

同定 
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