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研究成果の概要（和文）：膜貫通型分子をコードするシナプス接着分子Lrfn/SALMは、足場タンパク質PSD-95と
会合してNMDA受容体およびAMPA受容体のポストシナプスへの集積および細胞表面発現を制御することを見出し
た。Lrfn2ノックアウトマウスを用いた解析から、Lrfn2が海馬のシナプス構造や可塑性さらに海馬依存的な記
憶・学習に関与することを明らかにした。興味深いことに、ノックアウトマウスは社会的ひきこもりやプレパル
ス抑制に異常がみられた。アジア人を対象とした全ゲノム関連解析（GWAS）から、自閉症患者でLRFN2一塩基変
異型LRFN2_R274Hが、統合失調症患者でLRFN2_E462Dを発見した。

研究成果の概要（英文）：Lrfn2/SALM1 is a PSD-95-interacting synapse adhesion molecule, and human 
LRFN2 is associated with learning disabilities. We demonstrated that Lrfn2 knockout mice exhibit 
autism-like behavioural abnormalities, including social withdrawal, decreased vocal communications, 
increased stereotyped activities and prepulse inhibition deficits, together with enhanced learning 
and memory. In the hippocampus, the levels of synaptic PSD-95 and GluA1 were decreased. And the 
synapses were structurally and functionally immature with spindle shaped spines, smaller 
postsynaptic densities, reduced AMPA/NMDA ratio, and enhanced LTP. In vitro experiments revealed 
that synaptic surface expression of AMPAR depends on the direct interaction between Lrfn2 and 
PSD-95.  We also detected functionally defective LRFN2 missense mutations in autism and 
schizophrenia patients. Together, our research indicate that Lrfn2 serves as a core synaptic 
components of excitatory neurons, associating with psychiatric disorders,

研究分野： 脳神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
神経細胞と神経細胞との繋ぎ目であるシナプスは、記憶・学習、認知、感情、実行機能といった高次脳機能の要
所であり、シナプス形成や維持機構を分子レベルで理解することは、高次脳機能を反映する『こころ』の解明に
つながると考えられる。近年シナプス異常と脳発達障害との関連性にも注目されており、更なる高次脳機能にお
ける分子機序解明が求められている。本研究で明らかとなったLrfn2の興奮性シナプスの分子メカニズムは、シ
ナプス接着分子の脳機能における生理的役割を明らかにしただけでなく、『シナプス異常と発達障害』とを結び
つける知見の一つとなり脳発達障害発症のメカニズム解明および新規治療法につながる成果となった。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 脳神経組織の発生・分化および神経回路形成において、Leucine-rich repeats（LRR）構造を
持つ分子は重要な機能を有するものが多い。Lrfn/SALM（Leucine-rich repeat containing/ 
Synapse adhesion-like molecule）は Lrfn/SALM 1－5 のファミリーメンバーで構成され、遺伝
子発現の特徴および分子のドメイン構成から脳神経組織特異的膜貫通型 LRR スーパーファミリ
ーの一つと考えられる。 また Lrfn/SALM ファミリーは、シナプス接着に関わるポストシナプス
オーガナイザーに分類され、本研究の対象となる Lrfn2 は細胞内 C 末端の PDZ-binding 配列が
足場タンパク質 PSD-95 と直接結合して興奮性シナプスの後肥厚サイズを規定し、NMDA/AMPA 受
容体の発現制御に関わることが in vitro 研究で示唆
されていた（右図）。しかしながら、Lrfn/SALMの in 
vivo における役割は不明であった。 
 ファミリーメンバーそれぞれの機能的特性を予測
するために、各々に対する特異抗体を作製して経時
的な脳内発現プロファイルを調べた。Lrfn1, 3, 4, 
5 は生前から発現が確認され、Lrfn1, 3, 5 は生後か
ら成体までの発達期に発現ピークがみられた。Lrfn2
のみが生前での発現が極めて低く、成体にむけて成
長とともに発現上昇がみられ、特に海馬でその傾向
が顕著であった。 
 記憶・学習、認知、思考、感情、実行機能といった
高次な脳のはたらきは、神経細胞同士のつながりで構築された緻密な神経回路網によって生み
出される。神経細胞と神経細胞との繋ぎ目であるシナプスは高次脳機能の要所であり、シナプス
形成や維持機構を分子レベルで理解することは、高次脳機能を反映する『こころ』そのものの解
明につながると考えられる。近年、シナプス形成や機能の異常は、脳機能障害だけでなく精神発
達障害・精神神経疾患との関連性にも注目されており、更なる高次脳機能における分子機序解明
が求められており、作製した Lrfn2ノックアウトマウスに生じた分子、細胞、脳、個体レベルの
変化を網羅的に解析することは、シナプス接着分子の生理的役割の解明につながる。 
 
２．研究の目的 

 ポストシナプスオーガナイザーは、スパイン形成とグルタミン酸受容体の局在を精密にコン
トロールする興奮性シナプス伝達経路の根幹を担っている。ポストシナプスオーガナイザーの
欠失や変異はシナプス伝達系に直接的な影響を及ぼすため、シナプス可塑性や記憶・学習の異常
を引き起こすだけでなく、最近では脳発達障害などの精神神経疾患発症の主要因の１つに考え
られている。 
 本研究は、ポストシナプスオーガナイザーLrfn/SALM の分子メカニズム解明と生理的役割を明
らかにして、記憶学習や発達障害発症の Lrfn/SALMを介する新しいメカニズムを見出す。 
 

３．研究の方法 

(1) Lrfn2ノックアウトマウスの行動学的解析 
Lrfn2ノックアウトマウスに対して一連の行動テストバッテリーを行った。 
 

(2) Lrfn2ノックアウトマウスの海馬 CA1 シナプス解析 
Lrfn2欠損による異常が観察されると予想された海馬について、シナプス形態解析（ゴル
ジ染色および電子顕微鏡解析）、シナプスマーカーの変化（免疫組織学的解析およびウエ
スタンブロッティング）、電気生理学的解析（佐賀大・安田浩樹先生による研究協力）を
行った。 
 

(3) LRFN2の SNP(single nucleotide polymorphisms)の機能異常解析 
ヒト LRFN2 ゲノム上の一塩基変異多型 LRFN2R274Hが自閉症患者で、LRFN2E462Dが統合失調症
患者で有意であることが示唆されたことから（理研・吉川武男先生による研究協力）、そ
れぞれの変異型発現ベクターを構築して PSD-95 との結合変化と膜移行を調べた。 

 
４．研究成果 
(1) Lrfn2ノックアウトマウスの行動学的解析 

Lrfn2の脳高次機能における生理的役割を解明するために Lrfn2ノックアウトマウスを用
いた行動解析を行ない、Lrfn2の記憶・学習行動に果たす役割や Lrfn2 遺伝子欠損によっ
て引き起こされた行動異常について検討した。その結果、海馬依存的な記憶学習課題であ
る空間に対する恐怖条件付けテスト（fear conditioning contextual test）においてす
くみ反応の亢進がみられ、モリス水迷路テストでの空間記憶の上昇が認められた。興味深
いことに、社会性行動テストにおいて『引きこもり行動』が観察された。また、音刺激驚
愕反応のプレパルス阻害の障害や輪回し行動の執拗な過活動、および超音波発声回数の減
少が認められた。以上の結果から、自閉症スペクトラムや統合失調症で見られる行動と極
めて近似した表現型であることがわかった。 
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(2) Lrfn2ノックアウトマウスの海馬 CA1 シナプス解析 

Lrfn2ノックアウトマウスの海馬 CA1神経細胞のスパインはスパインヘッドが小さくひょ
ろ長い形態が多いことがゴルジ染色で観察され、電子顕微鏡による微細構造の形態解析か
ら PSDの幅が有意に小さいことがわかった。加
えて、免疫組織学的解析から PSD-95 の斑点状
染色の斑点数および蛍光強度がノックアウト
マウスで低下していた。また TritonX-100不
溶分画の GluA1 が減少していることがわかっ
た。さらに、ノックアウトマウスの海馬 CA1野
シナプス伝達の長期増強（LTP）が有意に亢進し
ていること、AMPAR/NMDAR の低下およびサイレ
ントシナプス数の増加が電気生理学的解析で
示された。このことから、Lrfn2はシナプスの
成熟化や可塑性に重要であることがわかった。 

 
(3) LRFN2の疾患由来 SNP 機能異常解析 

LRFN2R274H（自閉症）または LRFN2E462D（統合失調症）と PSD-95を HEK293T細胞に共発現し、
PD-95 の免疫沈降による LRFN2R274H または LRFN2E462D の結合量を調べた。その結果、正常
LRFN2の結合量と比較して約 30％低下を示した。また、同様の HEK293T 細胞共発現時の免
疫細胞染色の結果、SNP 変異型との共発現では正常 LRFN2 の共発現でみられた PSD-95 の
膜への集積が顕著に低下して細胞質に拡散していた。以上の結果から、LRFN2 の SNP変異
部位は PSD-95と直接結合領域にはないものの、LRFN2と PSD-95を介する興奮性シナプス
の機能異常が障害発症の要因になっているものと示唆された。 
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