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研究成果の概要（和文）：自閉症関連細胞接着因子Neurexinについて、リガンドであるNeuroliginとの結合の特
異性を操作した遺伝子改変マウスを解析することで、Neurexin-Neuroliginの結合を介した自閉症の分子メカニ
ズムの解明を試みた。Neuroliginとの結合が阻害されるNeurexin-3 ss4+型マウスでは、シナプス後膜表面での
AMPA受容体の局在が低下していることを見出した。これは自閉症モデルマウスであるNeuroligin-3 R704Cマウス
の表現型と一致することから、NeurexinがNeuroliginとの結合を介した自閉症関連の分子メカニズムであること
が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Neurexins are pre-synaptic cell adhesion molecules that bind post-synaptic 
Neuroligins to induce synapse formation and maturation.  Both Neurexins and Neuroligins are 
implicated in autism.  We hypothesized that the synaptic defects caused by disruption of 
Neurexins-Neuroligins interaction may be involved in the molecular pathophysiology of autism.  To 
test this hypothesis, we generated mutant mice of Neurexins that have deficit of Neurexin-Neuroligin
 binding and analyzed the effect on synapse functions.  Neurexin-3 ss4+ knockin mice of which 
Neurexin-3 lacks binding affinity to Neuroligins decreased the AMPA receptor-mediated synaptic 
transmission in the hippocampal neurons due to the hyper-internalization of AMPA receptor from the 
post-synapitc membrane.  This phenotype is consistent with that in Neuroligin-3 R704C autism model 
mice, suggesting that this may be the mechanism caused by impaired Neurexin-Neuroligin interaction 
associated with autism pathophysiology.

研究分野： 神経生理学
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１．研究開始当初の背景 

Neurexin は、Neruexin-1, -2, -3 の 3 つの

遺伝子からなる細胞接着因子で、それぞれの

遺伝子は、2 つの独立したプロモーターによ

り、alpha および beta という２つのアイソフ

ォームを産生する。これら Neurexin のタン

パク質は、シナプス前終末に局在し、シナプ

ス 後 終 末 に 局 在 す る 別 の 接 着 因 子

Neuroligin と結合することにより、シナプス

の形成および成熟に寄与していることが知

ら れ て い る 。 近 年 、 Neurexin お よ び

Neuroligin の遺伝子異常が、自閉症をはじめ

とする精神疾患の原因と関係することが知

られるようになってきた。我々は、これまで

の研究において、自閉症患者から見つかった

Neuroligin の遺伝子変異を導入したマウス

がシナプス機能の異常をきたすと同時に自

閉 症 症状を 再 現する こ とを見 出 し た

（Tabuchi et al., Science 2007）。我々は

現在、Neurexin も Neuroligin 同様、マウス

モデルにおいて自閉症を再現するのかどう

かを確かめる目的で、遺伝学的に自閉症との

関連が指摘されている Neurexin-3 のノック

アウトマウスを作成し解析を行っている。

Neurexin の第４選択的スプライス部位（ss4）

の挿入の有無は、Neuroligin や LRRTM といっ

たシナプス後終末リガンドとの結合特異性

を制御することが知られている。ss4 の挿入

のあるもの（ss4+）は、Neuroligin や LRRTM

との結合親和性が低く、挿入の無いもの

(ss4-)は、これらと結合できる。我々は、

Neruexin-3の第4選択的スプライス部位のス

プライスアクセプター配列に変異を加え、こ

のエクソンが常に Neurexin-3 に挿入された

マウスと、さらにこのエクソンの両端を loxP

で挟んで Cre で除去し、常にこのエクソンが

挿入されないマウスを作製している。このマ

ウスの ss4+型と ss4-型のシナプス機能を比

較して解析することで、Neurexin-3 が

Neuroligin や LRRTM など、ss4 の挿入の有無

によって結合が制御されるシナプス後終末

リガンドとの結合を介した自閉症の分子経

路の解明につながると期待できる。 

 

２．研究の目的 

① 本研究では、Neurexin-3 ss4+およびss4-

マウスを用いて、Neurexin と Neuroligin や

LRRTM などの結合がシナプス機能に及ぼす影

響を解析し、この結合を介した自閉症発症の

共通の分子経路を解明することを目的とす

る。具体的には、下記の項目について研究を

行う。 

#1: Neurexin-3 ss4(+)および ss4(-)マウス

の急性海馬スライスによるパッチクランプ

解析 Neurexin-3 ss4(+)および ss4(-)マウ

スの急性海馬スライスを作成し、パッチクラ

ンプ法により Neuroligin などとの結合能の

有無が、AMPA 受容体機能に影響を与える効果

を明らかにする。 

#2: Neurexin-3 ss4(+)および ss4(-)マウス

の AMPA 受容体の動態の解析 我々は、これ

までに Neuroligin R704C 自閉症モデルマウ

スにおいて、AMPA 受容体の主要サブユニット

であるGluR1の膜表面への移行が障害されて

いることを見出している。本研究で、

Neurexin-3 ss4(+), ss4(-)マウスから分散

神経培養を作成し、GluR1 の膜表面・細胞質

内移行を免疫組織学的、生化学的に解析して、

R704C モデルで見られる GluR1 の異常が、

Neurexin との結合を介しているか否かを明

らかにする。 

 

上記は当初の目的であるが、これらの研究が

予 想 以 上 に 順 調 に 進 ん だこ と か ら 、

Neurexin-3 ss4+およびss4-マウスに加えて、

か ね て よ り 並 行 し て 作 成 し て い た ②

beta-Neurexin-1, 2, 3 トリプルノックアウ

トマウス、③Neurexin-3 のコンディショナル

ノックアウトマウス、④alpha および

beta-Neurexin-1, 2, 3 トリプルノックアウ



トマウスについても解析を行い、研究目的に

含めて、より発展した成果を目指すことにし

た。 

 

３．研究の方法 

① Neurexin-3 ss4 ノックイン／ノックア

ウトマウスの作成： Neurexin-3 の第４選択

的スプライスエクソンのスプライスアクセ

プター配列に変異を加え、典型的なスプライ

スアクセプター配列にして、このスプライス

エクソン（ss4）が常に neurexin-3 の mRNA

に挿入されるようにし、同時にこのエクソン

の前後に loxP 配列を挿入し、Cre 組換え酵素

依存的にこのエクソンが除去されるように

したマウスを作成した。 

② beta-Neurexin トリプルノックアウト

マウスの作成： Neurexin-1, -2, -3 につい

て、beta 特異的エクソンの両端に loxP を挿

入したマウスを作成した。 

③ Neurexin-3 alpha/beta コンディショナ

ルノックアウトマウスの作成： Neurexin-3

の alpha と beta の共通の第一エクソンの両

端に loxP を挿入したマウスを作成した。 

④ alpha/beta-Neurexin-1, 2, 3 トリプル

ノックアウトマウスの作成： Neurexin-1, -2, 

-3 の最終エクソンは、それぞれ alpha および

beta-Neurexin 共通で、膜貫通領域からスト

ップコドンをコードする領域と、3’UTR を含

んでいる。このエクソンの直前のイントロン

と、3’UTR に loxP を挿入したマウスを作成

した。 

 

これらの flox マウスの大脳皮質及び海馬か

ら初代培養ニューロンを作成し、レンチウィ

ルスによって Cre 組換え酵素を導入し、ノッ

クアウトニューロンを作成した。また、この

状態でレンチウィルスにより、各種 Neurexin

のアイソフォームを導入し、レスキューニュ

ーロンを作成した。パッチクランプ法により、

これらのニューロンから興奮性および抑制

性シナプス後微小電流（mEPSCおよび mIPSC）、

電気刺激によるシナプス応答（eEPSC および

eIPSC）を記録し、シナプス機能を評価した。

また、膜透過性および非透過性状態での AMPA

受容体の蛍光免疫染色により、AMPA 受容体の

膜移行性を評価した。更に、これらのマウス

から急性脳切片を作成し、パッチクランプ法

によりシナプス微小電流や電気刺激による

応答を記録し、シナプス機能を評価した。 

 

４．研究成果 

① Neurexin-3 ss4 ノックイン／ノックア

ウトマウスの解析：シナプス前終末に局在す

る自閉症関連シナプス接着因子 Neurexin-3

について、この分子のシナプス間複合体の形

成に重要であることが知られている第４選

択的スプライス部位（ss4)の挿入の有無を操

作した遺伝子改変マウスを用いて、このシナ

プス間複合体形成がシナプス機能に及ぼす

役割について解析を行った。ss4 の挿入は、

Neurexin-3 と、シナプス後部に局在する

Neuroligin や LRRTM との結合を阻害するが、

ss4の挿入のあるNeurexin-3のみを発現する

マウスの海馬のシナプスでは、電気生理学的

に AMPA 受容体機能の低下が認められ、抗体

染色により AMPA 受容体の主要なサブユニッ

トであるGluR1のシナプス表面への移行の低

下が認められた。また、Neuroligin や LRRTM

との結合能を有する、ss4 の挿入がない

Neurexin-3 のみを発現するマウスではこの

現象がみられなかったことから、シナプス前

終末に局在する Neurexin-3 が、シナプス間

複合体を介して経シナプス的にシナプス後

部の AMPA 受容体機能を制御していることが

示唆された(Aoto et al Cell 2013)。さらに、

自閉症患者から見つかったアミノ酸変異を

ノックインした Neuroligin-3 R704C モデル

マウスでも同様の異常がみられたことから、

この複合体が自閉症の分子病理パスウェイ

と関係していることも示唆された。 



 

② beta-Neurexin トリプルノックアウト

マウスの解析： beta-Neurexin のトリプルノ

ックアウトマウスは、マウスの生存への影響

はさほどないが、野生型に比較して小さく、

繁殖性が低下するため、作成時に挿入した

loxP を利用して、大脳皮質神経培養にレンチ

ウィルスでCre組み換え酵素を導入すること

により、トリプルノックアウトのニューロン

を作成した。beta-Neurexin トリプルノック

アウトのニューロンは、シナプスの数に異常

は見られなかったが、パッチクランプによる

電気生理学的解析により、興奮性シナプス微

小電流（mEPSC)の頻度の低下が見られた。抑

制性シナプス微小電流（mIPSC）については

変化が見られなかった。電気刺激による応答

に関して、トリプルノックアウトでは AMPA

受容体性と NMDA 受容体性の応答に低下が見

られたが、GABA 受容体性の応答の低下は見ら

れなかった。内在性カンナビノイド受容体

（CB1R)の遮断薬を培養液に投与すると、ト

リプルノックアウトのmEPSCの頻度の上昇が

見られた。これは野生型コントロールでは見

られない現象であり、beta-Neurexin が存在

することにより内在性カンナビノイド受容

体を介したシグナルが抑えられていること

を示唆するものである。また、内在性カンナ

ビノイド受容体のアゴニストである 2-AG を

投与すると、トリプルノックアウトでも

mEPSC の 頻 度 が 低 下 し た こ と か ら 、

beta-Neurexin は、2-AG の産生を阻害するこ

とにより内在性カンナビノイドシグナルを

抑えていることが示唆された（Anderson et 

al. Cell 2015）。 

 

③ Neurexin-3 alpha/beta コンディショナ

ルノックアウトマウスの解析：Neurexin-3 遺

伝子全体（alpha および beta）をノックアウ

トしたマウスは、殆どのものが生後すぐに致

死となるため、作成時に挿入した loxP を利

用して、Neurexin-3 の flox マウスの海馬か

ら神経培養を作成し、レンチウィルスにより

Cre組み換え酵素を導入してNeurexin-3のノ

ックアウトニューロンを作成し、パッチクラ

ンプ法を用いた電気生理学的解析を行った。

Neurexin-3 ノックアウトニューロンの微小

電流の頻度は野生型と比較して変化がなか

ったが、興奮性微小電流（mEPSC）の振幅が

Neurexin-3 ノックアウトにおいて低下が見

られた。電気刺激による応答を解析したとこ

ろ、Neurexin-3 ノックアウトニューロンでは

AMPA 受容体性応答の低下が見られたが、NMDA

受容体性応答や GABA 受容体性応答に変化は

見られなかった。Neurexin-3 ノックアウトニ

ューロンに第４選択的スプライスエクソン

を 含 む Neurexin-3 （ ss4+) と 含 ま な い

Neurexin-3（ss4-）をレンチウィルスにより

導入したところ、Neurexin-3 ss4-のみでAMPA

受容体性応答の低下がレスキューされた。細

胞内領域を除去した Neurexin-3 ss4-でも

AMPA 受容体性応答がレスキューされたこと

から、シナプス前終末に局在する Neurexin-3

が、シナプス後部に局在するリガンドとの結

合を介して AMPA 受容体機能を制御している

ことが示唆された（ Aoto et al., Nat 

Neurosci 2015）。 

 

④ alpha/beta-Neurexin-1, 2, 3 トリプル

ノックアウトマウスの解析：小脳顆粒細胞特

異 的 に Cre を 発 現 す る マ ウ ス と

alpha/beta-Neurexin-1, -2, -3 のトリプル

flox マウスを掛け合わせると、マウスの成熟

に伴って顆粒細胞が細胞死を起こし、小脳の

萎縮がみられた。顆粒細胞死は、Neurexin ト

リプル flox マウスの顆粒細胞の培養系にレ

ンチウィルスで Cre を導入しても認められ、

これは Neurexin-1 の過剰発現によりレスキ

ューされた。また、この細胞死は BDNF の投

与により改善された。BDNF の放出に関わる大

型有芯小胞に蛍光ラベルして大型有芯小胞



の放出をモニターしたところ、Neurexin のト

リプルノックアウトではこれが低下してい

たことから、Neurexin のトリプルノックアウ

トでは BDNF の放出が低下することにより神

経細胞死を引き起こしていることが示唆さ

れた。 
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