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研究成果の概要（和文）： 

シナプスと呼ばれる神経細胞間接着構造は、神経系が担う高度な情報処理機能の基本素子である

。シナプス形成の分子機構の解明は脳科学の重要課題であり、記憶や学習などの脳高次機能や老

化・疾患に伴う神経系異常を理解する基盤となる。本研究は、無脊椎動物である線虫を実験モデ

ルとして、シナプス前構造の形成に重要な制御分子であるSYD-2の機能にはコイルドコイル構造

を介した多量体の形成が重要であることを示した。さらにSYD-2と協調的にプレシナプス形成を

担う因子の遺伝学的探索によって、プレシナプス形成に関わる修飾変異体群を同定した。 

 

研究成果の概要（英文）： 
Neuronal synapses are critical cell adhesion structures, which are specialized for 
intercellular signal transduction between neurons. To understand the molecular 
mechanisms of synaptic formation is one of the important challenges in neuroscience field 
and provides better understanding of higher brain function such as learning and memory 
and neurodegenerative diseases. An adapter protein SYD-2 is a key molecule for presynaptic 
assembly in nematode C.elegans. In this study, we showed that oligomerization is a 
critical step for the activation of SYD-2, and identified multiple modifier mutants, which 
may work together with SYD-2 for presynaptic assembly. 
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１．研究開始当初の背景 
脳は神経細胞が形作る高度な情報処理回

路網であり、その基盤はシナプスと呼ばれる
細胞間接着構造を介した一方向性の情報伝
達である。プレシナプス部位（送信側）から

シナプス小胞に含まれた神経伝達物質が放
出され、ポストシナプス部位（受信側）に存
在するレセプターによって受容される。プレ
シナプスの “アクティブゾーン”と呼ばれ
る中心部位には、様々なアダプタータンパク
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質と細胞骨格系分子とが網目状に密集し、伝
達物質放出の場所やタイミングを制御して
いる。プレシナプス形成過程では、まずそれ
らのアダプタータンパク質群がシナプス予
定部位に局在・集積し、その基盤の上にシナ
プス小胞と伝達物質放出機構を持つ成熟シ
ナプス構造が形成される、という概念が提唱
されている。 
そのアダプタータンパク質群の集積に中

心的役割を果たすのが、線虫 C.elegans にお
いてシナプス形成異常変異体から同定され
た SYD-2 である。SYD-2 はアダプター分子
Liprin-alpha ファミリーの一員で、N末端側
にはファミリー特有のコイルドコイル構造
に富む領域、C 末端側には３つの SAM ドメイ
ン、といった複数のタンパク質間相互作用ド
メインを持つ分子量 13 万のタンパク質であ
る。syd-2 機能欠失変異体では、プレシナプ
ス構造が全く形成されない、あるいは形態・
機能ともに異常なプレシナプスが不規則的
に生じる、などの表現系が神経細胞種に応じ
て観察される。これまでの SYD-2 機能獲得変
異体を利用した遺伝学的相互作用解析によ
って、神経細胞内の初期位置情報に基づいて
SYD-2 が PDZ/C2/RhoGAP ドメインタンパク質
SYD-1 を介してプレシナプス予定部位に局在
すること、そこで活性化した SYD-2 がアダプ
ター分子 ELKS-1 などの下流分子を集積させ
て成熟プレシナプス構造の基盤となるアク
ティブゾーンの原型を誘導することなど、
SYD-2 が関わるプレシナプス形成初期過程の
分子経路の一部が明らかになっていた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、SYD-2 が関わるプレシナプス形

成初期過程の分子機構に関して、SYD-2 の活
性化の分子機構と下流標的分子および関連
分子の解明という二つの重要課題に取り組
んだ。 
（１)プレシナプス形成における SYD-2 活性
化の分子機構の解明： 
プレシナプス形成過程において、SYD-2 分

子状態の何らかの変化（“活性化”）によって、
その下流のカスケード的な分子群の集積が
誘導されることが示唆されているが、その活
性化の実体は不明であった。哺乳類の SYD-2
ホモログである Liprin-alpha はオリゴマー
形成能を持つことが報告されており、代表者
らの予備的な解析とから、SYD-2 活性化にオ
リゴマー形成が関与する可能性が示唆され
た。そこで、本研究ではその仮説を検証し、
SYD-2 活性化の分子機構を明らかにすること
を第一の目的とした。 
(２）プレシナプス形成における SYD-2 の下
流標的分子の同定： 
SYD-2 はアダプタータンパク質であり、下

流分子と複合体を形成して機能すると考え

られる。現在までの遺伝学的相互作用の解析
から、SYD-2 の結合分子の一つである ELKS-1
が下流標的因子として機能することが示唆
されている。しかし、elks-1 の機能欠失変異
体それ自身は syd-2 変異体のような顕著なシ
ナプス形成異常の表現系は示さないことか
ら、SYD-2 の下流では未知の分子が冗長的に
機能していることが予想されていた。そこで
本研究は、プレシナプス形成における SYD-2
下流標的因子および関連因子を探索し同定
することを第二の目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１) ①SYD-2 タンパク質のオリゴマー特性
の生化学的解析： 
線虫 SYD-2 のオリゴマー形成能と、それに

関与する領域を検討するため、線虫 SYD-2 各
ドメインのリコンビナントタンパク質を調
製し、生化学的なタンパク質間相互作用解析
(プルダウン結合解析、化学的架橋法、ネイ
ティブポリアクリルアミド電気泳動法)によ
る解析を行った。オリゴマーの性状に関して、
同定した領域の形成するオリゴマーの正常
について、精製タンパク質の MALS 
(multi-angle laser light scattering)を用
いた複合体分子量解析によって検討した。さ
らにヒト Liprin-alpha の相同な領域がオリ
ゴマー形成能を有するかについて、精製タン
パク質を用いた生化学的解析によって同様
に検討した。さらにオリゴマー形成領域を欠
損した Liprin-alpha タンパク質を神経系・
非神経系培養細胞に発現することによって、
オリゴマー形成領域の必要性とその役割を
解析した。 
②SYD-2 タンパク質のドメイン特性とシナプ
ス誘導活性との相関： 
線虫 C.elegans 実験モデル動物として、プ

レシナプス形成における SYD-2のオリゴマー
形成の必要性を、トランスジェニック法を用
いて検討した。すなわち、プレシナプス形成
不全を示す syd-2 機能欠失変異体において、
オリゴマー形成領域を欠損した SYD-2改変タ
ンパク質を神経細胞特異的に発現させ、プレ
シナプス形成異常からの回復能を評価した。
HSN とよばれる産卵行動を制御する神経細胞
に着目し、産卵行動の異常とプレシナプスマ
ーカーの局在異常を表現型の指標とした。生
体内においてプレシナプス構造の形態を可
視化するためのマーカーとして、シナプス小
胞結合分子シナプトブレビンの GFP融合タン
パク質を利用した。一方、SYD-2 のオリゴマ
ー形成が SYD-2の活性化に十分であるか否か
を検証するため、プレシナプス形成不全を示
す syd-2 機能欠失変異体および syd-1 機能欠
失変異体において、SYD-2 オリゴマー形成領
域を既知のオリゴマー形成モチーフ(GCN ペ
プチド)と置換したキメラ SYD-2 タンパク質



を発現させ、同様にプレシナプス誘導活性を
評価した。 
(２) プレシナプス形成における SYD-2 の下
流標的分子および関連分子の遺伝学的探索： 
 SYD-2 の下流分子は、SYD-2 によってプレ
シナプス予定部位に集積されてシナプス形
成に関与すると考えられる。そのような
SYD-2 によって正に制御される下流分子に関
して、その機能欠失変異体が SYD-2 機能過剰
を抑制するサプレッサーとして同定される
ことが期待された。代表者らが樹立した、
SYD-2 の機能獲得変異と SYD-1 の過剰発現を
共に有する変異トランスジェニック系統に
おいては、シナプス形成経路が過剰に活性化
されて行動異常を呈する。そこでその系統に
おいて EMSを変異原として突然変異を誘発し、
行動異常が改善された個体、すなわち
SYD-2・SYD-1 経路の過剰な活性化が抑制され
た変異体の探索を行った。一方、SYD-2 下流
因子の機能亢進あるいは下流抑制因子の機
能欠損変異は、SYD-2 の機能獲得変異と同様
の効果を示すと期待された。そこで、SYD-１
の過剰発現トランスジェニック系統におい
てEMS変異誘導を行い、SYD-2機能獲得・SYD-1
過剰発現系統と同様の行動異常を示すエン
ハンサーの探索を行った。さらにこれらのス
クリーニングの過程において、syd-2 や syd-1
の機能欠損変異体と類似のシナプス形成異
常を示す変異体を単離した。これらの遺伝学
的スクリーニングで得られた変異体につい
て、プレシナプス形成に関する表現型を、主
に産卵行動の異常、HSN 神経細胞におけるプ
レシナプスマーカーの局在、および SYD-1、
SYD-2 タンパク質の局在の生体内観察によっ
て、評価した。責任遺伝子座のマッピングを、
既知の蛍光遺伝子挿入マーカーおよびハワ
イアン系統（CB4856）を用いた SNP マッピン
グ法によって行った。 
 
４．研究成果 
(１）①SYD-2/Liprin-alpha の LH1 ドメイン
のダイマー形成： 
線虫 SYD-2の各領域の精製タンパク質につ

いてプルダウンアッセイによるホモ相互作
用の検討を行った結果、N 末端領域に存在す
る LH1 ドメイン（約 100 アミノ酸残基からな
る進化的に保存されたコイルドコイル領域）
がホモ結合活性を有することが明らかとな
った。架橋剤を用いた解析と MALS による解
析によってそのオリゴマーの性状を検討し
た結果、LH1 ドメインが濃度依存的にダイマ
ーを形成することが明らかになった。さらに
ヒ ト に お け る SYD-2 相 同 分 子 で あ る
Liprin-alpha について精製タンパク質を用
いた解析を行った結果、ヒト LH1 同士のホモ
結合が in vitro において観察されたことか
ら、LH1 ドメインのダイマー形成能が進化的

に保存されていることが示唆された。 
ヒト Liprin-alpha の N 末端断片を COS 細

胞に一過的に発現しネイティブ電気泳動法
によって複合体の形成を解析した結果、
Liprin-alpha が多様な高分子複合体を形成
して存在することが明らかとなった。一方、
LH1 ドメインを欠失した Liprin-alpha では、
その高分子複合体の形成は見られなかった。
さらに神経系培養細胞である CAD 細胞におい
ては、ヒト Liprin-alpha が神経突起の膜付
近に点状に局在するのに対し、LH1 ドメイン
を欠失した Liprin-alpha は細胞質に広く分
布した。 
以上の結果から、SYD-2/Liprin-alpha の

LH1 ドメインは、正常な細胞内局在と複合体
の形成に重要であることが明らかとなった。 
②SYD-2/Liprin-alpha の LH1 ドメインの生
理機能： 
プレシナプス形成異常を示す syd-2機能欠

失変異体において、SYD-2 タンパク質を神経
細胞特異的に発現するトランスジェニック
動物ではプレシナプス形成の回復が観察さ
れた。一方、LH1 ドメインを欠失した SYD-2
タンパク質を同様に発現した動物において
は、産卵行動異常およびプレシナプスマーカ
ーの局在異常の両指標ともに syd-2機能欠失
変異体からの回復を示さなかった。次に蛍光
タンパク質を用いて SYD-2の神経細胞内局在
を解析した結果、SYD-2 がプレシナプス部位
へと局在したのに対し、LH1 欠失 SYD-2 では
その局在が損なわれていた。以上の結果から、
LH1 ドメインがプレシナプス部位への局在と
プレシナプス形成における機能に必須であ
ることが明らかとなった。 
代表者らは、SYD-2 の機能獲得変異体では

LH1 ドメインにおける１アミノ酸の置換によ
って恒常的にプレシナプス形成の誘導能が
オンになっており、また LH1 ドメインのみを
神経細胞に過剰発現することでも同様の誘
導がおこることを、これまでに見出しており、
プレシナプス形成誘導能とオリゴマー形成
との相関が強く示唆される。 
さらに線虫 SYD-2 における LH1 ドメインの

オリゴマー形成能の意義に関して、既知多量
体形成ドメインとのキメラ分子を発現する
トランスジェニック動物を作製し解析した
結果、syd-1 機能欠損変異体における活性の
回復が観察されたことから、ダイマー形成が
LH1 ドメインの機能の一つとして重要である
ことが示された。 
(２）線虫 C.elegans における SYD-2 経路の
修飾変異体の同定： 
産卵行動異常の表現型、および HSN 神経細

胞におけるプレシナプス形成異常の表現型
を指標とし、SYD-2 機能獲得・SYD-1 過剰発
現系統における５万ハプロイドゲノムスケ
ールのスクリーニングを行った結果、表現型



の抑制が観察されるサプレッサー変異 nq16、
nq19 を単離した。また、syd-1 過剰発現トラ
ンスジェニック系統における４万ハプロイ
ドゲノムスケールのスクリーニングを実施
し、異常表現型の獲得が観察されるエンハン
サー変異 nq13 を単離した。これらはプレシ
ナプス形成において SYD-1・SYD-2 の下流で
正または負にはたらく分子の変異体である
可能性が高い。マッピングの結果、nq13 の責
任遺伝子が３番染色体に存在することが明
らかになった。 
さらに新規プレシナプス形成機能遺伝子

の候補として、これらのスクリーニングの過
程において syd-1, -2 機能欠損変異体と類似
したプレシナプス形成異常を呈する変異 nq9
－12 を同定した。これらの変異体は産卵行動
の異常を示し、HSN 神経細胞においてプレシ
ナプスマーカーの局在異常を示した。さらに、
HSN 神経細胞における SYD-1、SYD-2 両タンパ
ク質のプレシナプス部位への正常な集積が
損なわれている可能性が示された。バックク
ロスの後、CB4856 系統の SNP を利用したマッ
ピングを実施し、これらの変異が共に５番染
色体の右鎖に位置することが明らかになっ
た。 
  
進 化 的 に 高 度 に 保 存 さ れ た

SYD-2/Liprin-alpha タンパク質は、プレシナ
プス形成・シナプス機能制御において重要な
役割を持ち、その活性制御の解明は多くの研
究者の注目を集めている課題である。これま
で哺乳類において Liprin-alpha がオリゴマ
ーを形成することは報告されていたが、特に
LH1 とよばれるコイルドコイル領域を介した
ダイマー形成がプレシナプス形成に重要で
であることを示し、SYD-2/Liprin-alpha のオ
リゴマー形成の生理的意義を見出したのは
本研究が初めてである。哺乳類 Liprin-alpha
は、アルツハイマー病原因分子 APP の結合分
子である X11-like の複合体とも相互作用し
て機能することが示されており、本研究の知
見は神経変性疾患の発症分子機構を理解す
るうえでも有用であると考えられる。 
プレシナプス形成における SYD-2 上流の分

子機構に関しては、これまで複数のグループ
による研究報告がなされている。一方、SYD-2
下流の分子標的に関してはタンパク質間相
互作用の側面から候補となる分子群が指摘
されているものの、一部を除き機能的な実証
はなされていなかった。本研究は、遺伝学的
相互作用の側面から SYD-2 下流機能因子・関
連因子を探索した結果、プレシナプス形成に
おいて生理的に意味を持つ候補変異体の単
離に成功している。今後の分子実体の解明と
解析によって、プレシナプス形成分子機構の
全貌の解明に貢献することが期待される。 
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