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研究成果の概要（和文）：本研究では、脳神経回路形成と機能制御の分子基盤について以下の研究成果を得た。
（1）シナプスオーガナイザーNrxnに結合し、NrxnとそのリガンドNlgnとの結合を阻害する分泌タンパクを同定
した。この分子を過剰発現した神経細胞では、Nrxnによるシナプス形成が著しく阻害されていた。また、この分
子を欠損させたマウスでは記憶学習能力の向上が観察され、この阻害分子の生理学的重要性が示唆された。
（２）Nrxnが小脳において神経栄養因子の分泌を調節することで小脳顆粒細胞の生存に重要な役割を果たしてい
ることを明らかにした。（３）リゾリン脂質の１つが神経回路形成の制御分子として作用しうることを見出し
た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we obtained the following research results on the molecular 
basis of brain neural circuits' formation and functional regulation. (1) We identified a secreted 
protein that binds to the synaptic organizer Nrxn and inhibits the binding of Nrxn to its ligand 
Nlgn. In neurons overexpressing this molecule, Nrxn-induced synaptogenesis was severely inhibited. 
In addition, mice lacking this molecule showed enhanced learning and memory, suggesting the 
physiological importance of this inhibitory molecule. (2) Nrxn plays an important role in cerebellar
 granule cell survival by regulating neurotrophic factor secretion in the cerebellum. (3) We found 
that one of the lysophospholipids can act as a regulatory molecule of neural circuit formation.

研究分野： 分子神経生物学

キーワード： 脳神経回路形成　シナプス間接着分子　シナプス　形成と再編　阻害分子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脳機能を支える神経回路網は発達期におけるシナプスの形成と再編を経て構築される。　発達期におけるこれら
の調節機構の破綻は自閉症などの神経発達障害の発症と深く関わることが知られている。シナプス形成はシナプ
スオーガナイザーと呼ばれる特殊な細胞接着分子によって担われている。シナプス形成を担うシナプスオーガナ
イザーの脳形成過程における新たな機能についての知見とシナプスオーガナイザー自身の機能を修飾する分子を
同定しその働きの一旦を明らかにした本研究は、脳神経回路形成のメカニズムの解明や自閉症などの神経発達障
害に関わる今後の研究に役立つ知見になると期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

脳機能を支える脳神経回路網は発達期におけるシナプスの形成と消失を経て構築される。成
体の脳においてもシナプスは形成と消失を繰り返し、それらは高次脳機能発現に重要な役割を
果たしている。申請者らは、2010 年にシナプス形成を誘導し、それを維持する細胞接着分子
Neurexin (Nrxn)-Cbln1-GluD2 複合体を発見し、小脳においてシナプス形成因子の分子実態を明
らかにした。この様なシナプス形成を担う一部の特殊な細胞接着分子はシナプスオーガナイザ
ーと呼ばれ、現在までに、哺乳類の脳には少なくとも十数種のシナプスオーガナイザーが存在す
ることが分かっている。シナプス構造はシナプスオーガナイザーと呼ばれる細胞接着分子同士
の物理的会合が引き金となり誘導される。しかしながら、シナプスオーガナイザー分子同士の物
理的会合がなぜシナプス形成を誘導することになるのか、またいったん構築されたシナプスが
どのように消失するのか、メカニズムには不明な点が多い。発達期におけるシナプス形成、機能
低下をはじめとする脳神経回路形成の異常は自閉症などの神経発達障害の発症と深く関わると
考えられている。したがって、脳神経回路形成の機能制御の分子基盤の解明は、脳の神経回路構
築と作動についての基本原理を解明する上で重要な研究テーマであるばかりでなく、神経回路
形成異常に起因する精神疾患の病態や治療法の開発にとっても重要な研究課題である。 
 
２．研究の目的 

近年、シナプスオーガナイザーの機能欠損によって生じるシナプス形成や機能異常、神経回
路網形成異常が自閉症などの神経発達障害の発症と深く関連することが示唆されるに至り、そ
の重要性が認識され国内外でシナプスオーガナイザーによる神経回路網形成と機能制御の分子
メカニズム解明に向けた研究が活発に行われている。本研究では、シナプスオーガナイザーに働
きかけてシナプス形成と再編を制御しうる分子に着目し、その働きを明らかにし、シナプス形成
とその再編の分子基盤を解明することを目的とする。本研究では、シナプス前部の中心的なシナ
プスオーガナイザーであり、自閉症、統合失調症などの神経発達障害の原因遺伝子であることか
ら、世界中でもっとも良く研究されているシナプスオーガナイザーの一つである neurexin（Nrxn）
を中心に、上述の問題解決に取り組んだ。シナプス形成と再編をはじめとする脳神経回路形成の
機能制御についての基礎的知見は、シナプス形成や機能の破綻に起因する神経発達障害の病態
の解明や治療戦略の進展に寄与すると期待される。 
 
３．研究の方法 
（１）Nrxn の細胞外領域を固定化したビーズを培養大脳皮質神経細胞に添加し、ビーズ上に人
工的にシナプス様構造物を誘導させ、構成分子を網羅的にスクリーニングすることにより単離
された Nrxn1 に結合する分泌タンパク質（仮称 Inrx1）の生化学的解析を行う。哺乳類細胞を用
いてヒスチジンタグを付加した Inrx1-His の発現・精製を行い、Nrxn1 に対する結合部位を同定
するとともに、Inrx1 が Nrxn1-Nlgn1 複合体形成に与える影響についても解析する。 
 
（２）培養神経細胞を用いて Inrx1 の分子局在、分子機能の解析を行う。人工的シナプス誘導ア
ッセイを用いて、Inrx1 がシナプス前部、シナプス後部のどちらに発現しているかを解析すると
ともに、Inrx1 を過剰発現がシナプス形成に及ぼす影響の解析を行う。 
 
（３）ゲノム編集技術 CRISPR/Cas9 システムを用いて Inrx1 欠損マウスを作成し、Inrx1 の分子
機能と生理的役割をマウス個体レベルで解析する。シナプスタンパク質に対する抗体を用いて
免疫組織学的解析を行うとともに、行動実験をおこなうことで Inrx1 欠損によってもたらされ
る脳機能の変化について解析する。 
 
（４）Nrxn の小脳神経回路形成における役割の全貌を明らかにするために、小脳顆粒細胞特異
的 Nrxn1,2,3 トリプルノックアウトマウス (Nrxns TKO マウス)の解析を行う。Nrxns TKO マウ
ス胎児から培養小脳顆粒細胞を作成し、Nrxn の分子機能の解析を行う。また、Nrxn1 の細胞内領
域の欠損変異体を発現させて解析することで、Nrxn1 の細胞内ドメインの働きを明らかにする。 
 
（５）神経回路形成を制御する新たな分子のスクリーニングを行う。培養神経細胞にさまざまな
種類のリン脂質を添加し、神経突起伸長の促進作用を指標に解析を行う。さらに、神経突起伸長
の促進作用を示したリン脂質については、どのようなシグナルを介して作用しているかを阻害
剤などを使って解析する。 
 
４．研究成果 
（１）機能解析ならびに生化学的解析に用いる組換え Inrx1-Hi の発現・精製法について条件検
討を行い、細胞培養の培地中にヘパリンを添加することで効率的に精製 Inrx1-His を得ること
が出来た。組換えタンパク質として得られた Inrx1-His を用い、Nrxn1βに変異を導入し、生化



学的に結合を解析した結果、Inrx1 は Nrxn1 の硫酸化糖鎖と結合していることが明らかになっ
た。さらに、硫酸化糖鎖修飾されない Nrxn1 を発現させた場合においても Inrx1 と Nrxn1βとの
結合は残存していることから、Nrxn1 の硫酸化糖鎖とタンパク質領域の両方に Inrx1 が結合する
ことが明らかとなった。さらに、Inrx1 は Nrxn2β、Nrxn3βならびに Nrxn1αとも結合すること
が分かった。また、Inrx1 と Nrxn1βとの結合はカルシウム非依存的であること、Nrxn1βのスプ
ライスサイトの有無は結合に影響を与えないことも明らかとなった。生化学的解析、培養細胞で
の結合実験から、Inrx1 が Nrxn1β-Nlgn1 複合体形成を阻害することが明らかとなった。これら
の結果は、分泌タンパク質 Inrx1 が Nrxn-Nlgn 複合体の阻害因子として働いていることを示唆
するものであった。 
 
（２）Nlgn1 結合ビーズでシナプス前終末を、Nrxn1β結合ビーズを用いてシナプス後部をそれ
ぞれ誘導させ、そこに Inrx1 が集積しているかを解析した。抗 Inrx1 抗体を用いた免疫染色を行
った結果、Nrxn1β結合ビーズで誘導したシナプス後部には Inrx1 シグナルの集積が観察された
が、Nlgn1結合ビーズで誘導したシナプス前終末にはInrx1シグナルは検出されなかった。次に、
シンドビスウイルをもちいて Inrx1 を神経細胞に過剰発現させ、Inrx1 が Nrxn1β-Nlgn1 を介し
たシナプス形成にどのように影響を与えるのかを解析した。その結果、Inrx1 過剰発現により
Nrxn1βのシナプス形成能が著しく抑制されることが明らかとなった。これらの結果は、Inrx1 は
シナプス後部から分泌し、Nrxn1β-Nlgn1 の結合を阻害することで Nrxn1βによるシナプス形成
を阻害する機能を有している分子であることを示唆していた。 
 
（３）Inrx1 欠損マウスの組織ホモジネートにおいて、Inrx1 タンパク質の消失が抗 Inrx1 抗体
を用いたウエスタンブロットによって確認され、Inrx1 欠損マウス系統の樹立が確認された。
Inrx1 欠損マウスは正常に発育し、交配も可能であった。Inrx1 欠損マウスの脳スライスを作成
し、組織学的解析を行ったが、目立った異常は観察されなかった。Inrx1 欠損マウスの学習能力
を評価するために恐怖条件づけテストを行った。Inrx1 欠損マウスは野生型コントロールマウス
に比べて文脈条件付け恐怖記憶テスト、音条件付け恐怖記憶テストのいずれの課題においても
高い Freezing 率を示しており、記憶学習能力が増強されていることが示唆された。 
 
（４）Nrxns TKO マウスは発達に伴って小脳顆粒細胞が細胞死を起こすことで小脳が萎縮し、
Nrxn が小脳顆粒細胞の生存に必要不可欠な分子であることが分かった。細胞生存における Nrxn
要求性は培養小脳顆粒細胞でも再現され、Nrxn を欠損させた培養小脳顆粒細胞では、活動電位
によって誘発される軸索へのカルシウム流入が低下し、脳由来神経栄養因子 BDNF の分泌が減少
していた。また、細胞死は BDNF を添加することで改善された。培養小脳顆粒細胞同士は殆どシ
ナプスを作らないが、軸索上にコブ状の膨らみが存在し、多数のシナプス小胞を含むシナプス前
終末様の構造を有していることが知られている。Nrxn を欠損させると、このシナプス前終末様
の構造が正しく作られないことが明らかになった。このことは、Nrxn がシナプスとは無関係に
小脳顆粒細胞の生存に不可欠な軸索からの神経栄養因子の放出機構の組織化に重要な役割を担
うことを示唆していた。また、この Nrxn の働きには Nrxn の細胞内領域が必要不可欠であること
も明らかとなった。これら一連の解析により、小脳の神経回路形成の制御機構に新たな仕組みを
発見することができた。 
 
（５）培養大脳皮質神経細胞に lysophosphatidylcholine、lysophosphatidylethanolamine、
phosphatidylinositol 、 sphingomyelin 、 phosphatidylserine 、 phosphatidylcholine 、
phosphatidylethanolamine、cardiolipin、phosphatidic acid、cerebrosides をそれぞれ添加
し、神経突起伸長に与える影響を解析した。その結果、lysophosphatidylethanolamine（LPE）
を添加すると、神経突起伸長が著しく促進することが明らかとなった。また、G タンパク質阻害
剤を用いた実験から、炭素鎖の異なる LPE 分子種は異なる G タンパク質共役型受容体に作用し
ていることが示唆された。さらに、LPE はグルタミン酸毒性にたいする神経細胞保護作用を有し
ていることも明らかとなった。これらの結果は、リゾリン脂質 LPE による脳神経回路形成と機能
制御機構の存在を示唆するものであった。 
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