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研究成果の概要： 

免疫グロブリンファミリーに属す RA175(SynCAM1)は、C 末端の PDZ 結合領域を介して細
胞接着・機能的シナプスの形成に関与している。申請者は RA175 の C 末端 EYFI に結合する
タンパクを探索し、複合体を形成する蛋白をプルダウン・免疫沈降・免疫染色法および作成し
た RA175 ノックアウトマウスを用いて解析した。その結果、RA175 は Par-3 と直接結合する
こと、特異的な神経回路網作製のために過剰な RA175 はデンドライト上で切断されている可
能性を示唆した。 
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１．研究開始当初の背景 

RA175 は免疫グロブリンファミリーに属
する神経系と上皮組織に特異的に局在する
ホモフィリックな細胞接着分子であり、神経
細胞の軸索伸長、軸索経路探索、繊維束の形
成に関与している(Urase et al. 2001, Fujita 
et al. 2003, 2005)。また Sudhof により、
RA175 は SynCAM(さらに最近になって
Cadm1 に名前が統一された)として機能シナ
プス形成に関与する接着蛋白としても報告
されている(Biedarer et al. 2002)が、未だ不
明な点が多い。申請者らは、RA175(SynCAM)

の 機 能 に つ い て さ ら に 解 析 す べ く 、
RA175(SynCAM)ノックアウトマウスを作成
した。予想に反して、RA175(SynCAM)欠損
マウスは雄ホモマウスのみが不妊症状を示
したものの、その他には神経組織、上皮組織
を含め顕著な症状は観察されなかった。申請
者は、シナプス形成機構は、上皮組織におけ
る cell junction形成は基本的な機構が保存さ
れ て い る も の と 考 え て お り 、
RA175(SynCAM)ノックアウトマウスの精巣
異常についての解析結果は神経組織および
シ ナ プ ス 伝 達 機 構 に お け る
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RA175(SynCAM)の機能の解明に大いに役立
つもの確信し、RA175(SynCAM)ノックアウ
トマウスの精巣異常についての解析を試み
た。その結果、cell junction 形成不全により
精子細胞への分化が異常であること（Fujita 
et al, 2005 ）、 精 子 細 胞 分 化 に は
RA175(SynCAM)C 末端の PDZ 結合領域へ
のPAR-3の結合と接着分子(Jam-C)との相互
作用が重要であることが明らかとなった
(Fujita et al. 2007)。 

 
２．研究の目的 
本研究では、後シナプス肥厚上の PDZ 領

域を持つ分子に焦点をあて、シナプスで
RA175(SynCAM)と足場を形成する蛋白を探
索し、それに結合するシナプス接着分子や受
容体からなる複合体を解析し、これら分子の
シナプス情報伝達における機能を明らかに
することを目的とする。 
 
３．研究の方法 

two ハ イ ブ リ ッ ト 法 に て 得 ら れ た
RA175(SynCAM)の C 末端 PDZ 結合領域に
結合する未知または既知の蛋白について、プ
ルダウン・免疫沈降・免疫染色法により
RA175(SynCAM)と複合体を形成すること、
さらに免疫染色法などを用いてそれらの局
在を明らかにする。 
(1)two ハイブリット法 
Yeast Two hybrid 法による RA175 の細胞質
C 末端領域に結合するタンパク質の検索を試
みた。目的タンパク質(bait タンパク質、
pGBKT7vectorRA175 または Neuroligin、
グルタミン酸受容体などの細胞質領域に結
合する蛋白)、標的タンパク質(prey タンパク
質、pGADT7vector ライブラリーまたは
SynGAP, PSD95 などシナプスに局在が知ら
れている PDZ 領域を有する候補遺伝子)とし
た。なお、レポーター酵母株 AH109 を用い
た 。 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル に は 、
pGBK-P53、ネガティブコントロールには、
pGBK-Lim(クローンテック)を用いた。 
酵 母 株 に AH109 、 bait DNA 溶 液
(pGBK-RA175C)、prey DNA 溶液にキャリ
ア DNA を用いて、トランスフォーメーショ
ンした。酵母体を SD(Difco yeast Nitrogen 
Base w/o amino acid、アミノ酸ミックス(‐
Leu,Trp)、2%グルコース、1% Agar)プレー
トに 30℃で 3 日間培養した。その後、さまざ
まな選択培地にて再培養した。 
(2)Pull-down assay 法  
脳を、1% TritonX-100 を含む PBS 10ml
に対し プロテアーゼ阻害剤を含む 
で抽出し、遠心分離後、上清を得た。この抽
出液に GST 融合リコンビナントタンパク質
が結合したセファロースゲルを加え、4℃で
一晩、ローテーターにて混合した。洗浄後、

20mM グルタチオンにて溶出した後、
SDS-PAGE を行い、サンプルを分離した。そ
の後、ウエスタンブロッティング法により以
下の抗体を用いて解析した。 
(3)ウエスタン（イムノ）ブロット法 
細胞は、1% TritonX-100/PBS 溶液で懸濁し、
その遠心上清画分を 12％SDS-アクリルアミ
ドゲルで泳動し、ニトロセルロースフィルタ
ーにブロッティングした。一次抗体、さらに
二次抗体としてアルカリホスファターゼ結
合ヤギ抗ラビットおよびマウスイムノグロ
ブリンを用い、発色液で反応させた。 
(4)細胞染色法 
COS 細胞を 2 % パラホルムアルデヒドを含
む PBS にて固定後、タグ抗体を用いた免疫
染色法を行い、PBS で洗浄した後、ブロッキ
ングし、一次抗体を用い 4℃で一昼夜反応さ
せ、さらに二次抗体として FITC 標識抗イム
ノグロブリン抗体を加え反応後、グリセロー
ルで封入し、共焦点レーザー顕微鏡を用いて
観察した。 
(5)組織染色法 
RA175 ノックアウトマウスおよび野生型マ
ウスを 4 % パラホルムアルデヒドを含む
PBS を用いた還流固定法にて固定した。脳組
織を取り出し、30%sucrose/PBS で 2~3 日置
換し、包埋剤に凍結包埋した。凍結包埋した
胚マウス組織をクリオスタットにより 10μ
m の切片を作製した。切片を MAS コーティ
ングされたスライドグラスに貼り付け、2 時
間風乾した。抗体を用いた免疫染色法を行っ
た。 
(6)生理学的解析  
RA175 ノックアウトマウスを 129SV 系統か
ら C57BL/6J 系統に 10 代継代し、このマウ
スを用いて、行動解析および生理学的解析を
行った。 
 
４．研究成果 

RA175(SynCAM)の C 末端の PDZ 結合配
列 EYFI に結合する蛋白をマウス胎児ライブ
ラリーから two ハイブリッド法にて探索し、
未知および既知あわせて約十種類の候補遺
伝子を得て、プルダウン法、免疫沈降法、免
疫染色法によりシナプス後膜にて複合体形
成する蛋白を解析、同定した。 
その中から、(1)RA175/SynCAM1 は Par-3

と直接結合することを明らかにし、作製した
RA175/SynCAM1 ノックアウトマウスを用
いて「RA175/SynCAM1 ノックアウトマウス
の精巣における Par-3 の異常」について報告
した（Fujita et al., Am J Pathol., 2007）(図
1)。 
(2) RA175/SynCAM にはこれまで知られて
いるエクソン 7 とエクソン 9 の間が異なるア
イソフォームが少なくとも 4 つの存在し、特
異的な神経回路網作製のために、過剰な



 

 

RA175/SynCAM はデンドライト上で切断
されることが明らかにした。またこの切断は
tumor necrosis factor-alpha-プロテアーゼ
阻害剤により影響をうけることから、tumor 
necrosis factor-alpha-converting enzyme 
(TACE)/ADAM17-様プロテアーゼが作用し
ている可能性が示唆された (Zhilling and 
Fujita et al., Neurosci Lett.,2008)  
(3) RA175 ノックアウトマウスの行動解析お
よび生理学的解析について RA175 ノックア
ウトマウスを 129SV 系統から C57BL/6J 系
統に 10 代継代し、解析を進めている(投稿準
備中)。 
(4)自治医大医学部小児科との共同研究にお
い て 、 自 閉 症 患 者 集 団 に つ い て
RA175/SynCAM1 の変異を調べたところ、二
種類の変異を見出した。これらの変異が疾病
に関与していると示唆された(Tanabe et al., 
Biochem Biophys Res Commun., 2008）。 

図 1．RA175 と Par-3 の結合 
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