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研究成果の概要（和文）：モノアミン神経伝達物質であるドーパミンやセロトニンが関連するシナプス形成・維持機構
を解明する目的で、シナプスオーガナイザー分子の一つとして知られるEphA4のシナプス形成能と、さらにその代謝機
構について検討を行った。その結果、ドーパミン刺激を受けた部位でEphA4がD2受容体経路の活性化を介して膜結合型
メタロプロテアーゼであるADAM10によって代謝されることでドーパミン作動性シナプスが新たに形成される可能性が示
唆された。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the molecular mechanisms how monoaminergic synapses are generated 
and maintained, we have analyzed the synaptogenic activity and metabolism of EphA4 receptor, which is 
known as a synaptic organizer membrane protein. We found that EphA4 is shed by membrane-bound 
metalloprotease ADAM10 that is activated by dopamine D2 receptor. Proteolytic fragment of EphA4 is 
capable to generate synapses. Thus, we hypothesized that ADAM10-mediated shedding of EphA4 by dopamine D2 
receptor activation would lead to generate new dopaminergic synapses.

研究分野：病態生化学
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１．研究開始当初の背景 
記憶や認識などを処理する脳は神経細胞
を最小の機能単位として、神経細胞シナプス
を介してつながる綿密なネットワークを形
成して中枢神経系を構築している。シナプス
構造の形成には軸索の終末部のシナプス前
末端と樹状突起側のシナプス後末端の両者
に存在する分子が相互作用する必要がある。
2000 年に Neuroligin がシナプスを誘導する
「シナプスオーガナイザー」として同定され、
注目されるようになった（Scheiffele et al., Cell 
2000）。Neuroliginはプレシナプスに局在する
Neurexinをリガンドとする、ポストシナプス
に局在する接着分子である。興味深いことに
Neuroligin 1 はグルタミン酸作動性ポストシ
ナプスを形成する樹状突起上のスパインに
局在するという特異性を有し、Neuroligin 2
や4はGABA作動性シナプスの形成に必要で
ある（Sudhof, Nature 2008; Siddiqui and Craig, 
Curr Opin Neurobiol 2011）。 

 
一方、モノアミン神経伝達物質であるドー
パミンやセロトニンが関連するネットワー
クは神経精神疾患において重要な創薬介入
点であるが、そのシナプス形成・維持機構に
ついては殆ど明らかになっていない。興味深
いことに、シナプスオーガナイザー分子の一
つとして知られる EphA4 は線条体において
ドーパミンシナプスに存在し、線条体発生過
程に必要であることが示されている（Passante 
et al., Development 2009）。 

 
申請者はこれまでに NMDA 受容体を介し
た刺激が膜結合型プロテアーゼ ADAM10 の
活性を制御し、最終的にシナプスオーガナイ
ザーである Neuroligin 1 の細胞表面の量を規
定していることを見出し、シナプス形成機構
と膜タンパク質代謝機構の間に機能連関が
存在することを明らかにした（Suzuki et al., 
Neuron 2012）。一方 EphA4も同様の切断を受
けることが報告されているが（Inoue et al., J 
Cell Biol 2009）、ドーパミンシナプス形成機構
や可塑性との関係については不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究においては EphA4および他の EphA
受容体ファミリー分子がモノアミン神経伝
達物質シナプスの形成および維持に関わる
分子機構を解明することを目的として研究
を行った。 
 
３．研究の方法 
主にラット由来初代培養神経細胞や培養
細胞系を用い、各種ドーパミン受容体アゴニ
スト、アンタゴニスト刺激を行い、EphA4の
プロセシングに影響を与える下流シグナル
経路の特異性について検討した。また各種プ
ロテアーゼ欠損細胞を用いて EphA4 代謝に
関わる分子の解明を行った。 
 

４．研究成果 
初代培養神経細胞において内因性 EphA4
は Preおよび Postシナプスの両方に局在して
いることが免疫細胞染色により明らかとな
った。また細胞表面上に存在する EphA4がメ
タロプロテアーゼによって切断を受け、細胞
外に N末端領域を大きく含む sEphA4が分泌
され、膜上に残された C末端断片（C-terminal 
fragment; CTF）が引き続きγセクレターゼに
よって切断を受けて分解されることが、薬理
学的な解析から確認された。 

 
sEphA4 産生酵素は様々なメタロプロテア
ーゼを阻害するGM6001やTAPI2によって阻
害を受けること、また脳由来膜画分のインキ
ュベーションによっても産生が認められた
ことなどから、膜結合型マトリクスメタロプ
ロテアーゼや ADAM プロテアーゼによって
切断が行われていると推測された。 

 
そこで各種プロテアーゼ欠損マウス由来
不死化線維芽細胞を用いて検討したところ、
ADAM10 ノックアウトマウス由来線維芽細
胞において有意に sEphA4 産生量の低下が認
められた。そこで Adam10flox/floxマウス由来初
代培養神経細胞に組み換えアデノウイルス
を用いて Creリコンビナーゼを発現させ検討
を行ったところ、やはり sEphA4 産生量が有
意に低下したことから、EphA4の細胞外切断
酵素は ADAM10 が主要なプロテアーゼであ
ると考えられた。 

 
Eph受容体ファミリーの１つである EphB2
はリガンドである ephrinB との結合依存的に
メタロプロテアーゼによって切断を受ける。
一方、EphA4については定かではない。そこ
で初代培養神経細胞に対してオリゴマー化
したリコンビナント ephrinB-Fcを添加し検討



を行ったが、EphA4切断に大きな影響は認め
られなかった。また EphA4の細胞質内領域は
リガンドとの結合依存性にリン酸化を受け
ることが示されているため、EphA4の kinase
活性を消失した変異体や、EphA4の細胞質内
リン酸化部位に点変異を導入し、これらの変
異体の代謝について検討を行った。しかしい
ずれの変異体についても sEphA4 産生量に大
きな変化は観察されなかった、これらの結果
から、EphA4シグナリングそのものは EphA4
代謝に大きな影響を与えないと考えられた。 

 
次に EphA4 の代謝とドーパミンシグナル
の関係について検討を行った。ラット由来初
代培養神経細胞に対してドーパミン（DA）刺
激を行った結果、sEphA4 産生量が有意に上
昇した。同様の結果は ADAM プロテアーゼ
の活性化を促す PMA 処理によっても得られ
た。一方、ドーパミン D1 受容体アゴニスト
である SKF38393 ではそのような変化が認め
られなかったのに対して、ドーパミン D2 受
容体アゴニストquinpiroleでは sEphA4産生量
の増加が観察された。 

 
以上の結果から、EphA4はドーパミン、特
に D2 受容体を介したシグナル経路の下流に
おいて ADAM10 が活性化され、細胞外領域
が sEphA4 として分泌されることが考えられ
た。sEphA4産生は細胞表面膜上の EphA4存
在量の低下につながることから、EphA4が介
在するシナプス結合が弱まる可能性が考え
られた。今後、ドーパミン D2 受容体を介し
たシグナルによって制御されるシナプス形
成機構もしくは可塑性との関連をさらに詳
細に検討することで、EphA4代謝が関与する
シナプス恒常性維持機構が明らかになるこ
とが期待された。 

 
また申請者がこれまでに明らかにしたグ

ルタミン酸刺激と Neuroligin 1 切断との機能
的連関を考慮すると、それぞれの神経細胞シ
ナプスにおける特異的な神経活動および神
経伝達物質依存性のシグナルによって惹起
されるシナプス接着分子の代謝が、活動依存
性のシナプス形態および機能の変化を惹起
し、可塑的な維持機構として働いていること
が推測された。 
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