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研究成果の概要（和文）：脳機能の基本となる神経回路網は、その基本単位であるシナプスでの円滑な情報伝達に支え
られている。本研究では前シナプス構成蛋白質（CAST/ELKSファミリー）を欠損させ、シナプス及び関連する脳機能を
解析した。(1) ELKSのみの欠損では顕著な異常が認められず、ファミリー蛋白質間による相補作用が推測された(2) CA
ST/ELKS欠損では脳領域毎に異なる表現型が見出され、CAST/ELKSはシナプスや神経回路によって多様な作用機序を有す
ることが分かってきた。

研究成果の概要（英文）：To understand neural network, it is indispensable to understand the process of 
synaptic transmission. In this project, I focused on the presynaptic terminal protein called CAST/ELKS, 
and analyzed brain function of deletion mutants through their synaptic neurotransmission. (1) The 
deletion mutant of ELKS had little phenotype, probably because its function was complementary supported 
by CAST. (2) The CAST/ELKS deletion mutants showed various phenotypes depending on the each deficient 
region of the brain. The results of this project suggested that CAST/ELKS have various mechanisms 
relating to their located synapse and neural network.

研究分野：神経科学
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１．研究開始当初の背景 

外的要因に誘起される様々な情報は脳に入

力すると、複雑に張り巡らされた神経回路を

経ることで統合され、その結果は行動として

再び外界へと出力される。この神経回路はシ

ナプスと呼ばれる構造を介してつながってお

り、神経系の正常な作用はその基本単位であ

るシナプスでの円滑な情報伝達に支えられて

いる。シナプスは伝達物質を放出させるシナ

プス前部と、情報を受け取る側のシナプス後

部から構成され、前部と後部は接着分子と呼

ばれる蛋白質によって 20-30 nmの距離で近接

している。また、シナプス後部で情報を受け

取る受容体は、シナプス後肥厚部(PSD)を形成

する蛋白質群によって移動や滞留が制御され、

シナプス後部の蛋白質群は接着分子と相互作

用することでシナプスが維持されていること

もわかってきた。しかしながら、シナプス前

部において伝達物質が放出される場である開

口放出部(Active zone, AZ)は、局在する蛋白質

群が同定されているが、放出の場を制御する

機構はほとんどわかっていない。そこで本研

究ではシナプス前部の AZ 形成・維持に関与

する分子基盤の解明を目指した。 

 

２．研究の目的 

開口放出部には AZ構成蛋白質（Cytomatrix 

at the AZ, CAZ）と呼ばれる蛋白質群が局在し

ている(Fig. 1)。そのうち Munc-13 はシナプス

小胞の膜融合に関与し、Rim1 は開口放出の調

節を行っていることが分かってきたが、これ

らの蛋白質はシナプスや AZ の構造に顕著な

影響を及ぼさなかった。一方、CAST はその

欠損マウス等の解析から、開口放出の調節だ

けでなく、放出の場というシナプスの機能に

とって重要な構造の形成・維持への関与が示

唆されている(Kittel et al., 2006, Science, Wagh 

et al., 2006, Neuron, tom Dieck et al., 2012, J. 

Neuroscience)。しかしながら、そのファミリ

ー蛋白質である ELKS は欠損マウスが胎生致

死になったため十分な解析が行われていなか

った。そこで、本研究では ELKS の条件付き

遺伝子欠損マウス及び CAST/ELKS 両遺伝子

欠損マウスを作製し、ELKS や CAST の前シ

ナプス構造の分子基盤としての機能に焦点を

当て解析を行う。 

 

３．研究の方法 

本研究では、CAST 及び ELKS の欠損マウ

スを用い、CAZ蛋白質の生化学的な性質から、

神経回路やシナプスの形態学的解析、さらに

出力として表現される行動までを一貫して解

析する。ELKS 欠損マウスは Cre-loxP システ

ムを利用した条件付き欠損マウス(ELKS 
fl/fl

)を

用い、さらに CAST 欠損（CAST 
-/-）の背景を

持つ CAST 
-/-

; ELKS 
fl/flマウスによって両遺伝

子欠損マウスを作製した。 

(1) 初代培養細胞系を用いたシナプス形

成・維持における CAST/ELKS の機能解析 

ELKS 
fl/flマウスや CAST 

-/-
; ELKS 

fl/flマウス

の大脳皮質から神経細胞の初代培養を作製

し、ウィルスを用いて時期特異的に Cre を発

現させ ELKS を欠損させる。生化学や形態学

的な解析から、神経回路網の構築、特にシナ

プス前部の AZ の構造基盤としての役割を中

Fig. 1 前シナプス終末で開口放出部(AZ)に

局在する AZ構成蛋白質(CAZ) 

Hida, Ohtsuka, 2010, J Biochem より引用 



心に解析する。 

(2) 脳機能と関連したシナプスの構造基盤と

しての CAST/ELKS の機能解析 

CAST/ELKS 蛋白質の分子生物学的解析か

ら、出力として表現される行動までを一貫し

て解析するため、脳の領域特異的に Cre を発

現するマウスと掛け合わせた ELKS、

CAST/ELKS 欠損マウスを作製する。欠損マウ

スは行動学的な解析を行うと同時に、脳サン

プルを採取し、関連蛋白質の発現、脳の構造、

シナプスの形態や生理学的解析を行うことで、

CAST/ELKS の機能を明らかにしていく。 

 

４．研究成果 

(1) 初代培養細胞を用いた CAST/ELKS の機

能解析 

生後 24 時間以内の ELKS 
fl/fl又は CAST 

-/-
; 

ELKS 
fl/flマウスの大脳から初代培養神経細胞

を作製し、Creによって ELKSや CAST /ELKS

を欠損させた神経回路網を構築しその解析

を行った。培養 4 日目の神経細胞に Cre のウ

ィルスを感染させたところ、10日後にはほぼ

完全に ELKS が消失し、ELKS
fl/flマウスに組み

込まれた loxPシステムにCreが有効に働くこ

とを確認した(Fig. 2)。Cre の発現に使用する

ウィルスの種類や、発現させる時期などの検

討を重ね、培養初期に ELKS を欠損させても

神経回路やシナプスの形成に顕著な影響を

与えないことが分かった。また、CAST/ELKS

の両ファミリー蛋白質を欠損させてもシナ

プス関連蛋白質の局在や神経回路網の構築

等に大きく影響しないことが示唆された。 

 

(2) 脳機能と関連したシナプスの構造基盤と

しての CAST/ELKS の機能解析 

①前脳特異的 CAST/ELKS 欠損マウス 

 前脳特異的な ELKS 欠損マウスでは顕著

な異常はみられなかったが、CAST/ELKS

欠損マウスは生後 1日で死亡した。生後数

時間以内の CAST/ELKS 欠損マウスは同腹

の他のマウスと識別できず呼吸や体温維持

などに問題はないと推察された。しかし、

母マウスの授乳後、通常仔マウスの胃がミ

ル ク で 満 た さ れ る の が 見 え る が

CAST/ELKS 欠損仔マウスでは内容物がほ

とんど確認されなかった。このことから、吸

乳障害による栄養摂取不良が原因で死亡す

ると推定されたが、その根幹となる神経回路

網の特定には至っていない。 

 

②小脳分子層特異的 CAST/ELKS 欠損マウス 

 脳の免疫組織染色の結果、ELKS は小脳の

分子層で優位に発現していた。そこで、小脳

で Cre を発現するマウスと交配させ、ELKS

のみ又は CAST/ELKS 欠損マウスを作製し、

形態や運動への影響を解析した。シナプスマ

ーカー等を用いた免疫組織染色の観察から、

小脳の層構造や神経回路網は正常に構築さ

れていることが分かった。一方、回転棒試験

による行動解析の結果、CAST/ELKS 欠損マ

ウスは運動学習に遅れが生じていた。今後、

シナプスの形態学的な解析と並行してシナ

プス伝達機構を生理学的に解析し、神経伝達

や可塑性における CAST/ELKS 機能の解析を

進めて行く。 

 

③網膜特異的 CAST/ELKS 欠損マウス 

 網膜の光受容細胞に Creを発現するマウス

と交配させた網膜特異的 ELKS欠損マウスで

は異常は認められなかったが、CAST/ELKS

欠損マウスでは、成長曲線が有意に低下して

いた。また目が見えていないと推測される挙

Fig. 2 ELKS
fl/fl
マウス

から作製した初代培養

神経細胞にウィルスに

よって Cre を発現さ

せ、ELKS が消失する

ことを確認した。 

ELKS

tubulin

Cre



動を示したため、反射性眼球運動をモニター

したところ、その動きが著しく低下し視力が

十分に得られていないことが分かってきた。 

 さらに、CAST / ELKS のシナプスの形成・

維持や AZ を支える構造基盤としての役割を

解析するため、詳細な形態学的解析を行った。

その結果、光受容細胞のシナプスは通常外網

状層に限局して局在するのに対し、CAST や

CAST/ELKS 欠損マウスでは光受容細胞が存

在する外顆粒層にまで異所性に局在するこ

とが分かった。 

今後、電子顕微鏡を用いた微細形態や分子

生物学的手法による詳細な解析を進めるこ

とで、このような異所性シナプスと視機能の

関係や CAST/ELKS の欠損によって異所性シ

ナプスが形成されるメカニズムの解明を目

指す。 
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