
立命館大学・総合科学技術研究機構・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３４３１５

基盤研究(B)（一般）

2018～2016

シナプス形成の特異性と分子機構の解明

Specificity and molecular mechanism of synapse formation

８０１４４３５１研究者番号：

三品　昌美（MISHINA, Masayoshi）

研究期間：

１６Ｈ０４６７６

年 月 日現在  ２   ６ １５

円    12,800,000

研究成果の概要（和文）：初代培養神経細胞シナプス形成誘導系と蛋白質クロスリンカー法を併用することによ
り、シナプス形成誘導時にPTPδおよびneurexinと相互作用する蛋白質を網羅的に単離することにより、従来知
られていた経路とは異なるnon-canonical経路を見出した。この新規相互作用の構造基盤を明らかにし、経路特
異的変異を導入したマウスの解析により、生理的意義を明らかにした。また、neurexin 1, 2, 3遺伝子を小脳顆
粒細胞特異的に欠損させたtriple KOマウスを解析し、neurexinが小脳顆粒細胞の生存に必須であることを明ら
かにした。

研究成果の概要（英文）：We found a non-canonical pathway of pre- and postsynaptic interactions by 
unbiased screening of synaptic molecules interacting synapse organizers, PTPδ and neurexins, using 
synapse inducing system in primary neuronal cultures and protein cross-linking method. The 
physiological significance of this new interaction between synapse organizers was revealed by 
analyzing mutant mice with mutations specifically disrupting the non-canonical pathway. We also 
found that neurexins are essential for the survival of cerebellar granule neurons by analyzing 
triple knockout mice lacking neurexin 1, 2 and 3.

研究分野： 神経科学

キーワード： 神経科学　シナプス形成　脳神経疾患　脳・神経　遺伝子　蛋白質

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
シナプス形成誘導時にシナプスオーガナイザーと相互作用する分子を特異的かつ網羅的に単離するunbiased 
screeningにより、脳シナプス形成の分子機構の解明を推進した。シナプスオーガナイザーの変異は知的障害、
自閉症、統合失調症などに密接に関連することが知られており、シナプス形成の分子機構解明は、シナプス形成
の破綻が原因になることが知られている精神疾患のバイオマーカーや治療薬の開発に貢献することが期待され
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 高等動物の脳機能は多様な神経細胞が形成する膨大なネットワークに基づいている。高等動
物の脳における精密な神経細胞間シナプス結合の形成と可塑性は脳の発達と高次機能発現に必
要不可欠である。我々は、高等動物の脳における主要な興奮性神経伝達物質受容体であるグルタ
ミン酸受容体の分子実体解明に取り組み、多様性と機能特性を分子レベルで明らかにした
(Nature 1992a,b,c)。さらに、NMDA 受容体 GluRε1 が海馬シナプス長期増強と文脈依存学習の
閾値を決定していることを示した (Nature 1995; J. Neurosci. 1998)。また、小脳プルキニエ
細胞特異的に発現するグルタミン酸受容体 GluRδ2 および GluRδ2 に結合する Delphilin がシ
ナプス長期抑圧と運動学習を制御することを見出した (Cell 1995; J. Neurosci. 2002; PLoS 
ONE 2008)。一方、NMDA 受容体 GluRε2が体性感覚地図形成に関与し (Neuron 1996, 1998; J. 
Neurosci. 2014)、グルタミン酸受容体 GluRδ2 が小脳シナプス形成にも必須であることを明ら
かにした (Cell 1995; J. Neurosci. 2002, 2005)。また、GluRδ2は細胞外領域を介してシナ
プス形成を制御し、細胞内領域を介してシナプス可塑性と運動学習を調節する分子であること
を示した(J. Neurosci. 2007; Cell 2010)。 
 さらに、シナプス後部の GluRδ2が Cbln1 と結合しシナプス前部の neurexin を集合させるこ
とによりシナプス形成を誘導することを見出した(Cell 2010; J. Neurosci. 2012; Front. 
Neural Circuits 2012)。また、知的障害の原因となる Interleukin 1 receptor accessory 
protein-like 1 (IL1RAPL1)がシナプス前部の protein tyrosine phosphatase (PTP)δと結合
することにより大脳皮質神経細胞の興奮性シナプスの形成を制御することを明らかにした（J. 
Neurosci. 2011, 2012; Nature Commun. 2015）。さらに、IL1RAPL1 遺伝子の欠損は興奮性シナ
プス形成の減弱をもたらし、脳の興奮と抑制のバランスが崩れることにより記憶・学習が障害さ
れ知的障害の病因となることを示唆した（Sci. Rep. 2014）。 
 ヒト NMDA 受容体 GluRε1 および GluRε2の遺伝子変異は知的障害およびてんかんを発症する
ことが報告されている（Nature Genet. 2010）。また、IL1RAPL1 は知的障害の原因遺伝子として
単離同定され、後に自閉症とも関連することが示された（Nature Genet. 1999; Clin. Genet. 
2008; Hum. Mol. Genet. 2008）。さらに、GluRδ2とシナプス形成複合体を形成する neurexin
は自閉症、統合失調症および知的障害に関与することが報告されている（Nature 2008）。すなわ
ち、シナプスの形成、成熟および可塑性を制御する分子群の障害は、精神疾患の発症と密接に関
連すると考えられる。したがって、シナプスの形成の制御と分子機構を解明することは、脳の発
達と高次機能を理解し、その破綻から生じる脳神経疾患を克服するために必要不可欠である。 
 
２．研究の目的 
 脳の発達と高次機能には神経細胞間の精緻なシナプス結合の形成が必須である。さらに、シナ
プス形成の破綻は精神疾患の病因になることが広く認識されている。我々は、小脳特異的グルタ
ミン酸受容体 GluRδ2がシナプス前部の neurexin と Cbln1 を介してシナプス形成を制御するこ
とを明らかにした。さらに、知的障害の原因となる IL1RAPL1 が PTPδと結合し大脳皮質のシナ
プス形成を誘導することを見出した。シナプスオーガナイザーの実体が明らかとなってきたが、
これらの相互作用がどのような機構でシナプス前部の active zone やシナプス後部の PSD など
のシナプス構造の形成を引き起こし、機能的なシナプス形成を導くのかは全く不明のままであ
る。さらに、シナプス形成の特異性を決定する機構に関する情報も断片的である。 
 本研究では、我々が明らかにした小脳平行線維−プルキニエ細胞間シナプス特異的オーガナイ
ザーGluRδ2-Cbln1-neurexin および大脳皮質興奮性シナプス特異的オーガナイザーIL1RAPL1-
PTPδを基盤に、初代培養神経細胞シナプス形成誘導系と蛋白質クロスリンカー法を併用するこ
とにより、neurexin および PTPδが active zone 形成を誘導する分子シグナル経路を明らかに
する。現在までの知見から、シナプス前部の neurexin family と PTP family が後シナプスの多
様な接着膜蛋白質と相互作用することがシナプス形成の引き金を引くと考えられる（下図）が、
本研究により neurexin と PTP families の active zone 形成誘導シグナルの異同を明らかにし、
シナプス形成の特異性と共通性を担う機構の解明を目指す。 

 



 
３．研究の方法 
 知的障害や自閉症の原因分子である IL1RAPL1 がシナプス前部の PTPδと結合することにより
大脳皮質神経細胞のシナプス形成を誘導する分子機構を明らかにすることを目的に、シナプス
間接着膜分子であるシナプスオーガナイザーIL1RAPL1-PTPδ と相互作用する蛋白質を、シナプ
ス形成誘導時にクロスリンカーを作用させることにより網羅的に単離する。大脳皮質神経細胞
の初代培養細胞と PTPδ の N 末端領域を結合させた磁気ビーズとを共培養し、シナプス形成を
誘導する。シナプス形成誘導後に、クロスリンカーを作用させることにより PTPδの N末端領域
に結合する蛋白質を共有結合で安定化する。界面活性化剤処理により細胞を可溶化し、磁気によ
り IL1RAPL1-PTPδ と相互作用する蛋白質のみを単離精製する。得られた複合体を還元剤 DTT で
処理することによりクロスリンカーを切断した後、トリプシンなどタンパク質分解酵素で処理
することによりペプチドに限定分解し、高速液体クロマトグラフィー/質量分析計でアミノ酸配
列を決定する。同定されたシナプス蛋白質の cDNA を単離し、発現ベクターを用いて HEK293T 細
胞などに発現させ、PTPδとの結合活性を検定することにより、シナプス形成誘導時にシナプス
オーガナイザーIL1RAPL1-PTPδと相互作用する蛋白質を網羅的に同定する。 
 シナプス形成誘導時にシナプスオーガナイザーIL1RAPL1-PTPδ と相互作用する蛋白質として
単離した分子の PTPδとの結合活性を確認した後、大脳皮質初代培養神経細胞に発現させ、シナ
プス形成誘導に対する影響をアクティブゾーン蛋白質 Basoon やシナプス小胞蛋白質 VGluT1 の
集積を定量することにより検定する。また、これらの蛋白質をコードする mRNA に対する anti-
sense RNA を大脳皮質初代培養神経細胞に導入することによりノックダウンし、IL1RAPL1 から
のシナプス形成誘導への影響を検定する。さらに、レンチウイルスベクターを用いてマウス大脳
皮質神経細胞に導入、発現させ、in vivo シナプス形成を促進するかを Basoon や VGluT1 の集
積を定量することにより検定する。PTPδの下流で働く分子からアクティブゾーン形成につなが
る蛋白質相互作用やシグナル経路を探索することにより、シナプス形成の分子機構を明らかに
する。シナプスオーガナイザーneurexin および PTPδ からの分子カスケードを比較し、アクテ
ィブゾーン形成機構の全体像を明らかにする。さらに、neurexin や PTPδ のノックアウトマウ
スあるいはノックダウンした初代培養神経細胞を用いてシナプス形成誘導能を検討することに
より、両者のシナプス形成系の相互作用を明らかにする。 
 
４．研究成果 
 知的障害や自閉症の原因分子であるシナプスオーガナイザーIL1 receptor accessary 
protein like 1 (IL1RAPL1) と相互作用する蛋白質を網羅的に探索する unbiased screening を
行った。マウス大脳皮質神経細胞の初代培養細胞と IL1RAPL1 の N末端領域を結合させた磁気ビ
ーズとを共培養し、シナプス形成を誘導した。シナプス形成誘導後に、細胞膜透過性および非透
過性のクロスリンカーを作用させることにより IL1RAPL1 の N末端領域に結合するシナプスオー
ガナイザーならびにシナプスオーガナイザーと相互作用する細胞膜および細胞内蛋白質を共有
結合で安定化した。界面活性化剤処理により細胞を可溶化し、磁気により IL1RAPL1 と相互作用
する蛋白質群を単離精製した。得られた複合体を還元剤 DTT で処理することによりクロスリン
カーを切断した後、タンパク質分解酵素で処理することによりペプチドに限定分解し、高速液体
クロマトグラフィー/質量分析計でアミノ酸配列を決定した。同定されたシナプス前部蛋白質の
cDNA を単離し、発現ベクターを用いて HEK293T 細胞に発現させ、シナプスオーガナイザー
IL1RAPL1-PTPδ との結合活性を検定することにより、シナプス形成誘導時にシナプスオーガナ
イザーIL1RAPL1-PTPδ と相互作用する蛋白質群を同定することに成功した。同様に、小脳シナ
プスオーガナイザーGluRδ2-Cbln1-neurexin と相互作用する蛋白質群を同定した。これらの分
子群を解析することにより、従来知られていた active zone 形成を誘導する PTPδ および
neurexin がそれぞれ対応するシナプス後部の膜分子と相互作用する canonical 経路とは異なる
相互作用（non-canonical 経路）の存在を見出した。 
 PTPδの細胞外領域は、3つの Ig ドメイン（Ig1～3）と 4つもしくは 8つの III 型フィブロネ
クチン（fibronectin：FN）ドメイン（FN1～8）が N末端側から順に並んだ形で構成される。PTPδ
にはスプライスバリアントが存在し、Ig2 内および Ig2 と Ig3 の境界の 2 か所に短いエクソン
（ミニエクソン）に対応するペプチド［ミニエクソンペプチド A（mini-exon peptide A：meA）
および，ミニエクソンペプチド B（mini-exon peptide B：meB）］が挿入される。9残基，6 残
基，3残基の meA が挿入されたバリアント（A9, A6, A3）と meA が欠失したバリアント（A−）が
存在し、meB については，挿入されたバリアント（B＋）と欠失したバリアント（B−）の二つのバ
リアントが存在する．これらの組合わせで合計 8種類のバリアントが発現しており、PTPδ バリ
アントの発現が脳の各領域や発達時期により変化することを見いだした。IL1RAPL1 は，A9/B＋
や A6/B＋, A9/B−のバリアントに結合するのに対して，IL-1RAcP は，A9/B＋, A6/B＋, A3/B＋の
バリアントに強く結合する。新たに見出した non-canonical 相互作用の構造基盤を明らかにす
るために、細胞外領域を培養細胞に発現させ、精製した後に結晶化させ、X戦解析により立体構
造を明らかにした。この情報に基づき、相互作用に特異的な変異を導入したマウスを作成し解析
することにより、新規 non-canonical 経路が自閉症様行動に対応することを明らかにした。 
 シナプス接着分子 neurexin family の生理機能を明らかにするために、flox-Nrxn1, flox-
Nrxn2, flox-Nrxn3 マウスと小脳顆粒細胞特異的 Cre マウスと掛け合わせることにより、小脳顆



粒細胞特異的 neurexin triple KO マウスを作成した。変異マウスの解析から、neurexin 分子は
平行線維−プルキニエ細胞シナプスの形成のみならず小脳顆粒細胞の生存にも必須であることを
見出した。さらに、neurexin triple KO マウスにおいては、神経栄養因子の取り込みが障害さ
れていることを明らかにした。 
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