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研究成果の概要（和文）：ゼブラフィッシュ嗅神経細胞軸索終末の分化を指標として、プレシナ

プス分化の調節に関わる細胞接着分子・受容体分子と細胞内シグナル分子をスクリーンしたと

ころ、Interleukin 1 receptor accessory protein like 1 がその細胞内ドメインを介してシ

ナプス形成に伴うシナプス小胞の集積と膜形態の変化を調節することを明らかにした。さらに、

シナプス小胞の集積と膜形態の変化はそれぞれ IP3 を介した小胞体からのカルシウムリリース

によるシグナルと電位依存型カルシウムチャンネルを介した細胞外からのカルシウム流入によ

るシグナルによって調節されることを明らかとした。 

 

研究成果の概要（英文）：Functional screening of transmembrane proteins for their role in 

presynaptic differentiation of zebrafish olfactory sensory neurons identified IL1RAPL1. 

We demonstrated that zebrafish orthologue of mammalian IL1RAPL1, Il1rapl 1b, played an 

important role in axon terminal differentiation by regulating synaptic vesicle 

accumulation and morphological remodeling. We also showed that IP3-mediated 

Ca2+/calmodulin signaling stimulates synaptic vesicle accumulation and subsequent 

neuronal activity-dependent Ca2+/calmodulin signaling induces the morphological 

remodeling of axon terminals of zebrafish olfactory sensory neurons. 
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１． 研究開始当初の背景 

 

神経細胞間のシナプスの形成と再編は脳の

発達に伴い神経回路が作られる際、記憶学習

の際に起こる極めて重要なイベントである

のにもかかわらず、その分子機構はいまだ不

明の部分が多かった。特に、培養神経細胞を

用いた研究からシナプス形成に重要と考え

られていた遺伝子を欠失したノックアウト

マウスではシナプスが正常にできるなど、実

際に個体内でシナプス形成を誘導する細胞

接着分子や受容体分子は数種しか明らかに

されていなかった。本研究代表者らは、生体

内で実際に機能するシナプス形成の調節分

子をスクリーンする為に、ゼブラフィッシュ

胚を用いて種々のシナプス分子の機能抑制

や機能亢進がシナプス形成に与える影響を

個体内でイメージングする方法を確立して

いた。 

 

２． 研究の目的 

 

神経細胞の軸索終末に局在する種々の細胞

接着分子及び受容体分子の中からゼブラフ

ィッシュ嗅神経細胞特異的遺伝子操作系を

用いて in vivoにおいて実際にシナプス前終

末への分化を調節する分子をスクリーンし、

その調節機構を明らかにすることを本課題

の目標とした。 

 

３． 研究の方法 

 

シナプス前終末に存在する細胞接着分子、受

容体分子などの膜貫通分子をデータベース

検索する。これらのタンパク質のゼブラフィ

ッシュオソログ遺伝子をクローニングする。

ゼブラフィッシュ胚にシナプスマーカータ

ンパク質と種々の細胞接着分子・受容体分子

の恒常活性化型、恒常不活性型タンパク質を

同時に発現させるためのベクターを作製す

る。これらのベクターをゼブラフィッシュ胚

に微量注入することによって嗅神経細胞特

異的に遺伝子発現させ、それらの遺伝子操作

がシナプス形成に与える影響を共焦点顕微

鏡等を用いた in vivoイメージングにより明

らかにする。また、種々の阻害薬の投与によ

るシナプス形成への影響や、モルフォリーノ

アンチセンスオリゴを用いた翻訳抑制によ

るシナプス小胞の局在や、軸索終末の膜形態

の変化に対する影響を観察し、プレシナプス

分化を調節する膜タンパク質とその下流の

シグナルを明らかにする。 

 

４． 研究成果 

 

Interleukin 1 receptor accessory protein 

like 1 (IL1RAPL1)はインターロイキン１受

容体ファミリーに属する膜貫通分子であり、

細胞外に３つのイムノグロブリンドメイン、

細胞内に１つの TIRドメイン及び他の分子と

の顕著な相同生を持たない C末端ドメインよ

り構成される。IL1RAPL1 は X 染色体連鎖型の

家族性精神遅滞の原因遺伝子として報告さ

れた分子である。ゼブラフィッシュの

IL1RAPL1 相同遺伝子は２つ存在し、そのうち

の１つ(IL1RAPL1b)は嗅神経細胞に発現する

ことを in situ hybridization により明らか

に し た 。 蛍 光 タ ン パ ク 質 を 融 合 し た

IL1RAPL1b はシナプス形成時期の軸索終末に

局在することから、プレシナプス分化の調節

に関わることが示唆された。私たちは先に開

発したゼブラフィッシュ嗅神経細胞特異的

遺伝子操作系を用いてシナプス形成におけ

る IL1RAPL1b の役割について解析を行った。

ゼブラフィッシュ嗅神経細胞ではシナプス

形成に伴って、VAMP2-EGFPで可視化したシナ

プス小胞が軸索終末に急速に集積し、一方、

GAP43-EGFP で可視化した軸索終末は複雑な

形から単純な形に形態変化することが分か

っている。モルフォリーノアンチセンスオリ

ゴヌクレオチドを用いて IL1RAPL1bの翻訳を

抑制するとシナプス小胞の集積及び、軸索終

末の形態変化が阻害された。さらに、TIR ド

メインからのシグナル伝達を阻害する点変

異を導入した IL1RAPL1b(IL1RAPL1-P455H)を

発現させると軸索終末の形態変化は阻害さ

れたが、シナプス小胞の集積は阻害されなか

った。野生型 IL1RAPL1b の発現はシナプス小

胞 の 集 積 を 顕 著 に 増 加 さ せ た が 、

IL1RAPL1-P455H 変異を導入してもシナプス

小胞の集積の促進効果は影響されなかった。

一方ドメイン構造のよく似た Interleukin 1 

receptor accessory protein (IL1RAcP)と C

末端ドメインをスワップした変異体は

IL1RAPL1b によるシナプス小胞の集積を増加

させる効果を消失した。ところが、TIR ドメ

インをスワップした変異体は依然としてシ

ナプス小胞の集積を促進した。これらのこと



から、IL1RAPL1 は TIRドメインを介して軸索

終末の形態変化を、一方 C末端ドメインを介

してシナプス小胞の集積を調節することが

示唆された(Yoshida and Mishina, 2008)(下

図)。 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

研究代表者らは 2005 年にカルシウム依存型

タンパク質脱リン酸化酵素（カルシニューリ

ン）による転写因子 NFAT の活性化と cAMP依

存性タンパク質リン酸化酵素（PKA）とその

下流の転写因子 CREB がそれぞれ軸索終末の

形態変化とシナプス小胞の集積を調節する

ことを見出していた。これらの分子の上流に

位置して、カルシニューリン及び PKAを活性

化する分子が重要と考え、カルシニューリン

及び PKAを活性化しうる候補シグナルとして

カルシウム・カルモジュリンシグナルに着目

した。嗅神経細胞においてカルモジュリン阻

害ペプチドを発現させると、軸索終末の形態

変化とシナプス小胞の集積の双方が阻害さ

れた。同様にシナプス形成期のゼブラフィッ

シュ胚をカルモジュリン阻害薬で処理する

と軸索終末の形態変化とシナプス小胞の集

積の双方が阻害された。さらに、イノシトー

ル３リン酸を加水分解するイノシトール３

リン酸脱リン酸化酵素を発現させるとシナ

プス小胞の集積は抑えられたが、軸索終末の

形態変化は阻害されなかった。一方、内向整

流性カリウムチャンネルを発現させると軸

索終末の形態変化が抑制されることを見出

した。同様にホスホリパーゼ C阻害薬の投与

はシナプス小胞の集積を阻害し、電位依存性

のカルシウムチャネルの阻害薬の投与は軸

索終末の形態変化を阻害した。さらに、イノ

シトール３リン酸脱リン酸化酵素の発現に

よるシナプス小胞集積の抑制効果は恒常活

性化型 PKAによって回復し、また恒常不活性

型 PKAによって付加的な抑制効果を受けない

ことからイノシトール３リン酸シグナルが

PKA シグナルの上流にあることが示唆された。

以上のことから電位依存性カルシウムチャ

ンネルを介した神経活動依存的なカルシウ

ムシグナルがカルシニューリンの上流に、一

方、イノシトール３リン酸によって小胞体内

から放出されるカルシウムによるシグナル

が PKAの上流として、シナプス形成に伴う軸

索終末の膜形態の変化と、シナプス小胞の集

積を調節することを見出した (Yoshida et 

al., 2009)（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらの研究成果は神経回路形成の調節機
構の解明のための重要な知見となると考え
られる。 
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