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研究成果の概要（和文）：ショウジョウバエ中枢コリン作動性シナプスに局在する分泌性シナプス間隙タンパク
質Hikaru genki (Hig)は、アセチルコリン受容体の局在制御を行う。Higのシナプスへの局在化はユニークで、
細胞外へ分泌後に脳内を拡散してコリン作動性シナプスに特異的にトラップされる。本研究では、①Higのシナ
プス局在を制御する新規分泌性シナプス間隙タンパク質Haspを同定した。②Haspと相互作用する因子の網羅的探
索を行った。また、③HigとHaspがシナプス間隙の異なるコンパートメントに存在することを示した。以上によ
り、シナプス間隙のマトリックス構造を構成する因子や構造・構築機構の一部が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Hikaru genki (Hig), a Drosophila secretory protein, specifically localizes 
to cholinergic synaptic clefts in the CNS and regulates the distribution of acetylcholine receptor 
(AchR). Hig diffuses extracellularly and is specifically captured at the synaptic clefts of 
cholinergic synapses. To reveal the mechanisms of synaptic localization of Hig, we identified novel 
synaptic cleft protein Hasp that is required for trapping of Hig at the synapses. Hasp is also 
secreted, diffused in the brain, and trapped by cholinergic synapses. Then we searched for 
Hasp-interacting proteins by LC-MS/MS analysis. High-resolution microscopy reveals that Hasp and Hig
 divide synaptic clefts into distinct compartments. These data provide insight into how Hasp and Hig
 construct the synaptic cleft matrix and regulate the differentiation of cholinergic synapses.

研究分野： 神経科学
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１．研究開始当初の背景 
 
シナプスでの正常な神経伝達が行われるた
めには、シナプス後部における神経伝達物質
受容体が正常に集積している必要がある。細
胞内足場タンパク質がこれに関与する一方
で、近年、細胞外シナプス間隙タンパク質に
よる受容体等の膜タンパク質の局在制御に
関する報告がなされている。シナプス前部や
後部に局在する因子に対して、シナプス間隙
タンパク質は比較的不明な部分が多く残さ
れていたが、このようにシナプス間隙タンパ
ク質の役割等について、光が当てられつつあ
る状況にあった。 
 
研究代表者は、ショウジョウバエ中枢神経系
において、分泌性シナプス間隙タンパク質
Hikaru genki (Hig)がコリン作動性シナプス
に特異的に局在し、アセチルコリン受容体（D
α6と Dα7）の集積を制御していることを示
してきた。一方で、Hig タンパク質を含む、
分泌性シナプス間隙タンパク質がどのよう
にシナプスに局在化するかについては多く
が不明であった。研究代表者らの研究におい
て、Hig のシナプス局在化メカニズムについ
て以下に記載するこれまでに知られていな
かった現象が見られ、「分泌性シナプス間隙
タンパク質のシナプス局在化機構」の解明と
いう本研究テーマの着想に至った。 
 

 
Hig はコリン作動性シナプスで機能するため、
Hig の発現はコリン作動性ニューロンで必要
であると考えられた。これを確認するために、
hig 突然変異体が示す著しい活動性の低下や
寿命の短縮などの表現型に対して、野生型
hig 遺伝子を特定の神経細胞で発現させて表
現型の回復を見る救済実験を行った。すると
意外なことに、検討した多くの発現ドライバ
ー系統で救済が見られ、グリア細胞での hig
遺伝子の発現によっても表現型の救済が見
られた。このため、Hig は分泌性タンパク質

であり、どの細胞で発現させても細胞外へ分
泌後、脳内を拡散し必要とされるコリン作動
性シナプスに局在化できるのだろうと考え
た。この考えは、抗 Hig 抗体を用いた免疫組
織染色によっても確かめられた。以上のデー
タから、「細胞外で拡散する Hig をコリン作
動性シナプスにトラップする機構」の存在が
示唆された（図１）。 
 
 
２．研究の目的 
 
以上の研究背景から、コリン作動性シナプス
において、細胞外で拡散する Hig をトラップ
する因子が存在する可能性が考えられた。そ
こで本研究は、Hig のシナプス局在に必要な
因子群の同定と、それらの役割を明らかにす
ることを目的とした。具体的には以下に挙げ
る内容についての解析を行った。 
 
Hig はアセチルコリン受容体（Dα6と Dα7）
の集積を制御することを報告していたが、D
α6とDα7の二重変異体においてHigのシナ
プス局在レベルが減少することをすでに見
出していた。このため、Hig のシナプス局在
化にはアセチルコリン受容体が関与すると
考えられた。Dα6 と Dα7 は、脊椎動物のア
セチルコリン受容体α7 サブユニットと相同
性の高いグループに属する。ショウジョウバ
エのα7様受容体は他に Dα5が存在し、これ
らの受容体サブユニットによるHigのシナプ
ス局在化への関与を調べることを目的の一
つとした（図１）。 
 
一方で、アセチルコリン受容体以外にも、Hig
のシナプス局在を制御する因子の存在が示
唆されていた。研究代表者らのグループでは、
Hig のシナプス局在が完全に消失する突然変
異体を一種類すでに同定していた（後にこの
遺伝子を haspと命名）。Hasp は分泌性タンパ
ク質であり、シナプス間隙に局在すると考え
られた。この Hasp と Hig によるシナプス間
隙のマトリックス構造の形成と、アセチルコ
リン受容体の集積における役割について、遺
伝学的解析や、超解像顕微鏡を用いた単一シ
ナプスの観察等により明らかにしていくこ
とを、本研究のメインテーマとした。 
 
また、Hasp に関する研究から、Hasp のシナ
プス局在を制御する因子がさらに存在する
と考えられた。そこで、Hasp と相互作用する
因子の網羅的探索を行い、そこから Hasp の
シナプス局在化因子の同定を目指した。以上
により、ショウジョウバエ・コリン作動性シ
ナプスのシナプス間隙に局在する分子群を
明らかにし、それらのシナプス局在化機構の
解明を通して、分泌性シナプス間隙タンパク
質を介したシナプス発生機構の解明を目指
した。 
 

 

図１: 細胞外に拡散するHigがコリン作動
性シナプス間隙に特異的に局在化するメ
カニズムの解明を目的とした 



３．研究の方法 
 
(1) ショウジョウバエ突然変異体の作出 
シナプス間隙タンパク質Higのシナプス局在
化に、アセチルコリン受容体 Dα5 の関与が
示唆されたため、Dα5の機能喪失型突然変異
体の作出を行った。方法は、近年盛んに行わ
れるようになった CRISPR/Cas9 法を用い、ゲ
ノムへの Insertion/Deletion 挿入によるフ
レームシフト突然変異体の作出を行った。 
 
(2) 免疫電顕を用いた Hasp の局在解析 
新規に得られた Hig のシナプス局在化因子・
Hasp は、シグナル配列を持つ分泌性タンパク
質であり、遺伝学的解析などからもシナプス
間隙タンパク質であると考えられた。これを
示すために、抗 Hasp 抗体を用いた免疫電顕
を行った。ショウジョウバエ脳の凍結切片サ
ンプル上で抗体染色、Nanogold 標識、HQ 
sliver 反応を行い、EPON 樹脂に包埋後、超
薄切片を作製して電顕観察を行った。電顕は
国立遺伝学研究所所有のものを用い、鈴木え
み子先生との共同研究にて行った。 
 
(3) SIM を用いた単一シナプスの観察 
シナプス前・後部膜の間は約 20nm 程度の狭
い領域であり、通常の光学顕微鏡では分解能
の限界により複数のシナプス局在分子を鮮
明に表現することは難しい。そこで、超解像
顕 微 鏡 の 一 つ で あ る Structured 
Illumination Microscopy (SIM)を用いて、
単一シナプスに局在するシナプス前部・シナ
プス間隙・シナプス後部タンパク質の観察を
行った。SIMやSTORMなどの超解像顕微鏡は、
サンプルのカバーグラス面近傍のみ観察可
能のため、脳のホールマウント染色によるサ
ンプルでは脳の内側に多く存在するシナプ
ス領域の観察することは難しい。そこで凍結
切片を作製し、APS コート処理を施したカバ
ーグラスに切片を貼付け、カバーグラス上で
抗体染色を行い、SIM による観察を行った。
SIM は医薬基盤研究所所有のものを用い、角
田慎一先生との共同研究にて行った。 
 
(4) LC-MS/MS による Hasp 相互作用因子の探
索 
新たに同定したシナプス間隙タンパク質
Hasp が、どのような因子によってシナプスに
局在化しているかを明らかにするために、抗
Hasp 抗体を用いた免疫沈降と、Hasp-HA を強
制発現させたサンプルで HA 抗体による免疫
沈降をそれぞれ行った。得られたサンプルを
用いて、LC-MS/MS によるショットガン・プロ
テオミクスを行い、Hasp と相互作用する候補
因子の探索を行った。LC-MS/MS 解析は、包括
型脳科学研究推進支援ネットワーク（略称 
包括脳ネットワーク）による支援を得て行っ
た。 
 
 

４．研究成果 
 
(1) 脳内を拡散するHigのシナプス局在化に、
α7様アセチルコリン受容体（Dα5, Dα6, D
α7）と新規シナプス間隙タンパク質 Hasp が
必要であることを明らかにした 
ショウジョウバエ中枢コリン作動性シナプ
スのシナプス間隙に局在する Hig は、細胞外
へ分泌後、脳内を拡散してコリン作動性シナ
プスに特異的にトラップされる。シナプスに
おける Hig は、アセチルコリン受容体（Dα
6, Dα7）のシナプスへの局在化に必要であ
ることを先行論文で示している。一方で、本
研究においては、アセチルコリン受容体（D
α5, Dα6, Dα7）の変異体において Hig の
シナプス局在が減少することを示した。この
ことから、アセチルコリン受容体もまた Hig
のシナプス局在に関与し、Hig と受容体両者
はシナプス局在において相互依存の関係に
あることがわかった（図２）。 
 
一方で、遺伝学的解析から Hig のシナプス局
在が消失する突然変異体を分離し、これをコ
ードする遺伝子を hasp (Hig-anchoring 
scaffold protein)と命名した。抗 Hasp 抗体
染色により、Hasp はコリン作動性シナプスに
局在することがわかり、免疫電顕により Hasp
はシナプス間隙に局在することがわかった。
hasp突然変異体脳では、Hig のシナプス局在
が消失するが、細胞体での Hig の発現に影響
は見られず、Hasp はシナプスにおいて Hig を
捉える役割があると考えられた。実際、Hasp
は発生過程において、Hig と同時期もしくは
先にシナプスに局在していた(図２)。 
 

 

図２: シナプス間隙タンパク質 Hig は、ア
セチルコリン受容体（nAchRs）の集積に関
与する一方で、nAchRs もまた Hig のシナプ
ス局在に必要である。Hig のシナプス局在
には分泌性シナプス間隙タンパク質 Hasp
が必要である。発生初期に Hasp がシナプ
スに局在化し始めるが、このとき Hasp を
シナプスに留めるための因子（X）の存在
が示唆されている。 

 



 
hasp突然変異体脳では、Hig のシナプス局在
が消失しており、hig 変異体で見られるアセ
チルコリン受容体（Dα6, Dα7）のシナプス
局在レベルの低下が同様に見られた。上述の
ように、アセチルコリン受容体（Dα5, Dα
6, Dα7）の変異体において Hig のシナプス
局在レベルは減少するが、一方で、同変異体
において Hasp のシナプス局在レベルには影
響が見られなかった。このことから、受容体
を直接制御しているのは Hig であり、Hasp は
Hig のシナプス局在化を調節することで、間
接的に受容体レベルの調節を行っていると
考えられた（図２）。 
 
Hasp はコリン作動性シナプスでアセチルコ
リン受容体の局在レベルの調節に関与して
いるが、どのニューロンで Hasp が必要とさ
れるかについて、GAL4-UAS 発現系を用いた
hasp 変異体の救済実験を行った。hasp 変異
体は著しい寿命の短縮を示すが、発現レベル
が高いドライバー系統を用いて Hasp を発現
させると、たとえグリア細胞で発現させたと
しても hasp変異体の寿命の短縮を救済した。
この結果は、すでに報告している Hig のシナ
プス局在化メカニズムと同様で、分泌性タン
パク質である Hasp は、細胞外へ分泌後、脳
内を拡散してコリン作動性シナプスにトラ
ップされると考えられた。この時、hig 変異
体において Hasp のシナプス局在異常は見ら
れないため、Hig 以外の別因子が Hasp をシナ
プスに安定化させていると考えられた（図
２）。 
 
(2) ２つのシナプス間隙タンパク質 Hig と
Hasp が、同一のシナプス間隙において異なる
領域に存在することを示した 
上述の実験により、Hig と Hasp はシナプス間
隙において協調してアセチルコリン受容体
の集積に関与することがわかった。そのため、
二つのシナプス間隙タンパク質は、同一のシ
ナプス上で局在が一致すると考えられた。と
ころが、単一シナプスレベルの観察では両者
のシナプス局在は完全には一致せず、Hig と
Hasp の二重染色による共焦点顕微鏡での観
察では、両シグナルに微妙なズレが見られた。
これをクリアに表現するために、超解像顕微
鏡の一つである SIM を用いた観察を行った。
SIM 顕微鏡の分解能では、Hig と Hasp の局在
が完全に分離しているかどうかまではわか
らなかったが、少なくとも両者は完全には一
致せず、Hig と Hasp はシナプス間隙の異なる
領域を主に占有していることを示すことが
出来た（図３）。このことから、シナプス間
隙には複数のコンパートメント構造が存在
することが明らかになった（図４）。以上の
研究成果(1)と(2)については、The journal 
of neuroscience 誌に掲載された。 
 
 

 
(3) Haspのシナプス局在を制御する新規因子
（の候補）を同定した 
 
Hasp は Hig と同様に細胞外へ分泌後、脳内を
拡散してコリン作動性シナプスにトラップ
される。このとき Hasp のシナプス局在化に
関与する因子を探索するために、抗 Hasp 抗

   
図４: 成熟期のショウジョウバエ・コリン
作動性シナプスのモデル。超解像顕微鏡を
用いた観察から、Hig と Hasp は同一シナ
プスのシナプス間隙において、異なる領域
を主に占有していた。このため、シナプス
間隙には複数のコンパートメント構造が
存在すると考えられた。 

 

   
図３: 超解像顕微鏡（SIM）による単一シ
ナプスの観察。Hasp(緑)、Hig(紫)、Brp(青)
の三重染色を行い、Mushroom body calyx
のシナプス構造体（Microglomerulus）を
撮影した。アクティブゾーンを標識する
Brp(青)の部分がシナプスであり、ここで
は複数のシナプスが見られる。Brp 近傍に
Hig と Hasp のシグナルが見られるが、これ
ら二つのシナプス間隙タンパク質の局在
は完全には一致していない。 



体を用いた免疫沈降と、Hasp-HA を強制発現
させたサンプルで HA 抗体による免疫沈降を
それぞれ行い、LC-MS/MS によるショットガ
ン・プロテオミクスを行った。これにより、
Hasp と相互作用する候補因子が複数得られ
た。このうちの一つの遺伝子について、機能
喪失型突然変異体を作出したところ、変異体
脳において Hasp のシナプス局在レベルが低
下していた。このとき、Hasp のシナプス局在
は完全に消失することはなかったため、さら
なる Hasp 局在化因子が必要であると考えら
れた。このように、シナプス間隙は複数の分
子が協調して細胞外マトリックス構造を構
成し、シナプス発生や機能調節に関与してい
ると考えられる。 
 
(4) 今後の展望 
本研究により、分泌性シナプス間隙タンパク
質のシナプス局在化機構の一部が解明され
た。しかしながら、新たに得られた Hasp の
シナプス局在化機構については、そこに関わ
る分子等、新たな不明点が生じた。今後の研
究において、Hasp の局在制御を行う因子群の
同定とそれらの役割が明らかにされること
で、分泌性シナプス間隙タンパク質を介した
シナプス発生機構の全容が見えてくると期
待される。また、単一シナプスの観察が可能
となり、シナプス間隙タンパク質の局在の詳
細がわかるようになった。シナプス間隙には
特定のタンパク質が局在している領域・コン
パートメントが存在していたが、その領域に
どのような機能的役割が存在するのかを明
らかにしていくことが今後の課題である。 
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