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研究成果の概要（和文）：自閉性障害患者は年々増加傾向にあるといわれている。自閉性障害は、脳発達障害であり、
遺伝及び環境要因が関与し、分子病態の把握は難しい。原因候補遺伝子の多くは、脳で機能しており脳内で蛋白質複合
体形成やシグナル伝達に影響する可能性が強く考えられる。本研究では、自閉性障害の分子病態の解明を目指し、これ
まで見出してきた候補遺伝子のひとつであるCADM1に注目し、複数のCadm1遺伝子改変マウスを用いて、Cadm1蛋白質複
合体の形成及び局在の変化を可視化し、変異の影響を解析した。その結果、Cadm1変異蛋白質は、一部がシナプスに局
在せず、神経細胞の成熟、Cadm1複合体の形成に影響を及ぼしていた。

研究成果の概要（英文）：Autism spectrum disorder is the neurodevelopmental disorder, characterized by 
impaired social interactions, social communication impairments. It seems that a combination of genetic 
and environmental, factors contribute to the pathogenesis of autism.Most candidate genes for conferring 
susceptibility to autism are known to play a role in brain development.
We previously found missense mutations, in the gene-encoding CADM1 in patients. In this study, we aimed 
to make clear the molecular mechanisms of Autism, and focus the Cadm1 gene and do some experiment about 
the protein-complex included Cadm1 using the mice of Cadm1-KO, Cadm1-KI and Cadm1-GFP-Tg.
As the results, we found that the mutated CADM1 affected the synaptogenesis, the neuronal maturation, the 
formation of CADM1-molecular complex.

研究分野：神経分子生物学

キーワード： シナプス接着分子　Cadm1　変異
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１． 研究開始当初の背景 
脳発達障害である自閉性障害は、遺伝的な要
因と環境的な要因とが複雑に絡み合って引
き起こされていると推測されており、その包
括的な分子病態の把握は難しい。アメリカ疾
病予防管理センター (Centers for Disease 
Control and Prevention：CDC）の自閉性障害患
者統計において、患者は年々増加傾向にある
といわれている。現在に至るまで、自閉性障
害との関与が示唆される遺伝子及び蛋白質
が多く報告されているものの、ひとつの遺伝
子に集約されることなく未だ統一的見解が
存在しない。しかしながら、これらの遺伝子
の多くは、脳、神経において機能しているこ
とから、脳内機能と深いつながりがあるもの
と考えられてきた。これまでに我々が自閉性
障害患者において変異を見出してきた遺伝
子である Cadm1、GPCRなども脳で機能して
おり、多数の疾患関与遺伝子及び蛋白質との
複合体形成やシグナル伝達における関与の
可能性が強く考えられる。 

CADM1（別名 SynCam、RA175）と呼ばれ
ている)は、申請者らが当初 RA175 として名
付け発見した蛋白質であり、シナプス形成に
関与する。この蛋白質は、イムノグロブリン
スーパーファミリーに属し、ホモフィリック
な結合をする（Urase K et al.,2001; Fujita E et 
al.,2003；2005）。Cadm1の細胞内領域の C末
端 PDZ 結合モチーフ（EYFI）は、シナプス
前膜や後膜において様々なシナプス受容体、
チャンネルと複合体を形成し機能シナプス
を形成すると考えられているが、その複合体
の構成蛋白及び機能には不明な点が多く残
されている。自閉性障害におけるシナプス接
着蛋白質群と疾患との関係は、CADM1 以外
にも Neuroligin3、Neuroligin4、CNTNAP2 に
変異が見られている（Jamain S et al.,2003; 
Bakkaloglu B et al., 2008）。 
報告者は、これまで Cadm1欠損（ノックア
ウト：KO）マウスを作製し(Fujita E et al.,2006)、
Cadm1 機能を解析してきた (Fujita E et al., 
2006；2007; Takayanagi Y et al.,2010)。自閉性
障害患者とその家族に、CADM1 の 2 つの異
なる点変異 (H246N, Y251S)を見出した
(Zhiling Y et al., 2008）。Cadm1-KOマウスは、
自閉性障害の特徴である不安の増大などの
感情障害を示し、ヒト言語障害変異を導入し
た Foxp2-変異導入(ノックイン：KI)マウス
(Fujita et al.,2008)と同様に生物言語に対応す
るマウス母子間の超音波音声の障害や Social 
Communicationの異常を示した(Fujita E et al., 
PLoS One, 2012; Neurosci.lett. 2012) 。
Cadm1-KO マウスでは、Neuroligin3-KO マウ
スと同じように、自閉性障害の他の特徴を示
さない。Neuroligin3変異導入(KI)マウスでは、
KO マウスの表現系の他に不安の低下等を示
すという報告がされており(Chadman KK. et 
al., 2008)、欠損と変異ではフェノタイプが多
少なりとも異なる可能性を示唆している。 
また、In vitro神経細胞培養系における遺伝子

導入法を用いた細胞生物学、生化学的解析で
は、変異 Cadm1蛋白質はメタロプロテアーゼ
に感受性が高く、その切断断片が小胞体に蓄
積されることにより小胞体ストレスを誘導
することが明らかにしてきた（ Tanabe 
Y.,2008; Zhiling Y, Fujita E et al., 2008; Fujita E 
et al.,2010）。 
こうした結果から、変異 CADM1蛋白自体
の機能障害(loss-of-function)の他に、変異蛋白
による Gain-of-function との協調により自閉
性障害を誘導する可能性を考えた(Momoi T 
et al., 2009; Fujita E et al., 2010)。しかしながら、
In vitro培養系では、過剰発現によるアーティ
ファクトにより、変異蛋白の蓄積を誘導する
可能性も完全に否定できないことから実際
の生体に近づける方法の開発及び解析が必
要と考えられた。 
また、結節性硬化症（Tuberous sclerosis 

complex,TSC）に、全身の様々な組織に良性
の腫瘍や先天性の病変の表現と共にてんか
んや知的障害が見られる場合があり、自閉的
な症状もかなり高頻度で観察されることか
ら、自閉性障害との関連が示唆されている。
原因遺伝子 TSC-1、TSC-2 の小胞体ストレス
関与についての報告もあり（Ozcan U et al., 
Mol Cell. 2008）、Cadm1とのシグナル伝達と
の接点が推測される。 

 
２． 研究の目的 
本研究では、これまでの結果や国内外の報告
に基づき、自閉性障害の分子病態を明らかす
るために、これまで見出してきた候補遺伝子
のひとつである CADM1 を取り上げ、
Cadm1-KO マウスだけではなく、作製した
Cadm1変異導入マウス、Cadm1プロモーター
誘導性蛍光蛋白質 GFP を発現させた遺伝子
改変マウスを用いて、Cadm1C末端の PDZ結
合領域を介する複合体(シナプス受容体、チャ
ンネル)の形成及び輸送を可視化して変異の
影響を解析し（図 1）、Cadm1変異が誘導する
マウス脳内での小胞体ストレス及びシナプ
ス機能蛋白質の複合体形成不全による機能
障害と複合体の膜輸送障害の解析を行った。 
また、小胞体ストレスの関与を明らかにする
ため、小胞体ストレスの調節機能を持つ結節
性硬化症（Tuberous sclerosis complex,TSC）の



原因遺伝子 TSC-1/-2 の欠損マウスと交配し、
変異 CADM1による小胞体ストレスの自閉性
障害への影響を考えた。 
これら解析により、変異蛋白による
Gain-of-function との関係を解析し、CADM1
の機能障害（Loss-of-function）との関係を明
らかにすることを目的とした。 
 
３． 研究の方法 
1) 動物について 

Cadm1 変異導入-KI マウスの生理学的解
析 ： 行 動 解 析 を 目 的 と し て 
Cadm1(Y251S)-KI マウスを 129 系から
C57BL6/J 系に 10 回交配させることでバッ
クグラウンドを移し、行動解析（社会相互
作用テストなど）を行った。 
Cadm1-GFP-Tg マウスの作製：BAC クロー
ンライブラリーの中からCadm1プロモータ
ー領域を含むものを用いて、遺伝子改変マ
ウスを作製した。TSC-1及び TSC-2-KOマウ
スについては順天堂大学小林先生からご供
与いただいた。 

2)Cadm1-GFP-Tg マウスの蛍光発現の解析：
GFP の蛍光を固定などの処理を行うことな
く、そのままを観察できる。脳を立体的ま
たは厚切片にて観察した。 

3)CADM1複合体の生化学的解析： Pull-down
法とイムノブロット法を用いて、CADM1
の C端の PDZ結合領域に結合する蛋白質、
さらにそれらと複合体を形成する蛋白質を
探 索 し た 。 野 生 型 (WT) マ ウ ス と
Cadm1(Y251S)-KI マウスの脳を用い、シナ
プス受容体、チャンネルについて、Cadm1
とCadm1変異の結合に対する影響を観察し
た。なお、Pull-down 法には GST 融合蛋白
質を用いた。解析した CADM1 複合体構成
分子について、WT、Cadm1(Y251S)-KIマウ
スの脳及び神経細胞における局在を免疫染
色にて解析した。 

4)Cadm1(Y251S)-KI、Cadm1-KO マウスの脳
から分離した神経細胞を用いた解析：樹状
突起形成、・シナプスにおける機能蛋白の膜
輸送障害に関わる受容体(GABA受容体、セ
ロトニン受容体 )やシナプトフィシン、
VGAT、vGluT1 など特異抗体を用いた免疫
染色法で調べた。 

5)GFPを用いた神経細胞及び領域の可視化：
全神経細胞が Cadm1陽性でなく、変異の影
響が観察されない神経細胞が解析を妨げる
可能性を取り除くため、Cadm1-GFP-Tg マ
ウス及び Cadm1(Y251S)-GFP-Tg マウスの
GFP標識された CADM1 陽性神経細胞を用
い、CADM1-MUPP1複合体の局在の違いを
解析した。 

6)変異 CADM1 が誘導する膜輸送障害に対す
る小胞体ストレスの影響の解析：結節性硬
化症の原因遺伝子 TSC-1/-2 の欠損マウス
（TSC-KO）と Cadm1(Y251S)-KIの交配を行
い 、 Cadm1(Y251S)-KI マ ウ ス と
Cadm1(Y251S)–KI/TSC-1/-2-KO マウスの小

胞体ストレスと受容体の膜輸送障害を比較
した。 

7)TSC1/-2-KO と Cadm1(Y251S)-KI の交配に
よる超音波障害の変化：Avisoft Bioacoustics
製の ultrasound 測定用機器を用いて
40-100kHzの波長を測定した。 

8)Cadm1-GFP-Tg/TSC-KO マ ウ ス 及 び
Cadm1(Y251S)-GFP-Tg/TSC-KO マウスの脳
および神経細胞を用いた解析：小胞体スト
レスに関与する TSC-KO ヘテロマウスとコ
ントロール(Cadm1-GFP)-Tg マウス、また
(Cadm1 変異-GFP)-Tg を交配し、仔のマウ
ス脳及び神経細胞を取り出し、免疫染色、
イムノブロット法を用いた小胞体ストレス、
蛋白質の膜輸送を検討した。 

 
４． 研究成果 
Cadm1 変異導入-KI マウス 129 系統から
B57BL6系統へのバッククロス 10代目までの
継代に約 2.5 年費やした。Neuroligin3-KO マ
ウスと Neuroligin3変異導入-KIマウスとの比
較と同じように、Cadm1-KOマウスとの比較
では、生存性の変化、顕著な異常、病的状態
は示さなかった。自閉性障害との関わりがあ
る social interactionの障害が表れたものの、大
きな差は存在しなかった。また、Cadm1-KO
マウスに見られた繁殖性の異常は、Cadm1-KI
マウスでは見られなかった。 

Cadm1 プロモーターの下流における蛍光
蛋白質 GFP を発現させたトランスジェニッ
ク（Tg）マウスを作製した。このマウスと
Cadm1-KIマウスとの交配による Cadm1陽性
の神経細胞の可視化では、視床及び海馬領域
における神経細胞の伸長に差が見られ、神経
細胞の成熟に問題があることが示された。
GFP陽性神経細胞における CADM1変異蛋白、
シナプス受容体（GABA 受容体）、シナプス
マーカーである synaptophysin や Vesicular 
glutamate、Vesicular GABA Transporterなどの
変動を観察したところ、変異 Cadm1蛋白の一
部はシナプスに局在せず、小胞体―ゴルジ体
周辺の細胞体領域に存在し、GABA 受容体、
Vesicular GABA Transporterの増加や Vesicular 
glutamate に つ い て は 変 化 が な く 、
synaptophysin はやや減少していた。これは、
培養細胞セルラインを用いた結果とほぼ一
致しており、Cadm1-KI マウスの神経細胞に
おいてシナプス障害が起きていることが示
唆された。変異 CADM1 以外に、Neuroligin3
の変異 R451C は細胞体内に停留し、細胞膜、
シナプスに輸送されない（Comolett D et 
al.,2004; Momoi T et al.,2009; Fujita E et 
al.,2010)ことが報告されており、機能障害に
は機能喪失だけではなく、機能獲得による可
能性がさらに強く示唆された。 

CADM1 は、シナプス前膜において CASK
と結合することが知られており、Pull-down
解析により、シナプス後膜における Cadm1
複合体の構成分子には、multi-PDZ 蛋白であ



る MUPP1 が含まれることが明らかとなった
(Fujita E. et al.,2013)。また、MUPP1（220kDa）
全長のCADM1が強く結合するMUPP1の 1-5
番目の PDZ(MUPP1PDZ(1-5)) (Fujita E et al., 
2013) と 後 半 部 分 後 半 の 領 域
Mupp1(PDZ6-13)の PDZ 領域をリガンドとし
て、複合体を形成するシナプス受容体につい
て解析したところ、複合体構成分子の存在を
数種類見出した。CADM1はMUPP1、GABBR2
や 5HTCR を含む様々なシナプス受容体と複
合体を形成する可能性が示唆された（Fujita E. 
et al., 2013）（図 2）。しかしながら、これらの
複合体構成分子の一部について免疫染色可
能な抗体が存在しなかったことから、今後も
ひきつづき研究を行い、CADM1 変異が複合
体に及ぼす影響について調べていく。 

自閉性モデルマウスとして作成された
Cadm1変異導入マウスを用いたCADM1変異
における Cadm1-MUPP1複合体の影響につい
ての解析では、培養細胞系への遺伝子導入に
よる過剰発現と異なり、CADM1 変異が及ぼ
す複合体形成の影響については、in vitroにお
いて野生型に比較し、変異型の結合が弱い傾
向が表れた。 
自閉性障害への小胞体ストレスの影響に
ついての検討をするために、Cadm1-KI マウ
スと TSC-1/-2を欠失したKOマウスとの交配
を行い、近年自閉性障害の指標とされている
マウス間の超音波音声を測定したところ、野
生型に比較してTSC-1/-2欠損により超音波音
声数の増加、Cadm1-KI が加わった場合、わ
ずかに増加傾向にあった。このことは小胞体
ストレスの関与を示す可能性がある。しかし
ながら、各種遺伝型の発達過程の仔マウス生
後 10-15 日間の解析では、Tsc-1/-2 マウスと
Cadm1/Tsc-1/-2 マウスに小胞体ストレスマー
カーである GPR78、CHOP等の顕著な変化は
見られなかった。 
本研究では、シナプス機能障害と自閉性障
害の病態との関連についての研究を遂行し
た。本期間内での生じた課題について、今後

さらなる検討を行う。 
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