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研究成果の概要（和文）：脳における神経細胞間接続であるシナプスは、神経活動に応じた高い

可塑性を持つことが知られている。その可塑性の分子基盤としてシナプス接着分子が知られて

いるが、その代謝については不明であった。本研究において、自閉症に関連が知られているシ

ナプス接着分子Neuroligin 1が神経活動に応じて連続した 2つのプロテアーゼによって切断を

受け、シナプス形成を負に制御していることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：In brain, each single neuron is connected to other neurons via 
synapses. Synapses can change their strength in response to neuronal activity, and 
synaptic adhesion molecules are implicated in the synapse plasticity. However, the 
metabolism of the synaptic adhesion molecules remains unknown. In the research, we 
found that neuroligin 1, which is associated with autism spectrum disorder, is sequentially 
processed by two proteases. This processing is modulated by synaptic activity and 
negatively regulates synapse formation in vivo. 
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１．研究開始当初の背景 
高齢化社会を迎え、アルツハイマー病

（AD）は大きな社会問題となっている。そ
の発症機序においては、Amyloid precursor 
protein（APP）から及びセクレターゼによ
る 2 段階の切断により生じるアミロイドタ
ンパク（A）の蓄積が深く関与するとする「ア
ミロイド仮説」が広く受け入れられている
（図 1）。近年、急速に進んだ臨床イメージン
グ研究の解析から、ヒトにおいて、A蓄積や
fMRI によって検出される Default mode 
network の異常が、AD 発症リスクと有意に
相関することが示されつつある。そこで A
蓄積によるシナプス異常が神経回路の変容

を生じさせ、さらなる A蓄積を招く悪循環
経路の存在が想定されている（Palop et al., 
Nat Neurosci 2010）。しかし Aがどのよう
な病的分子機構を経てシナプス異常を惹起
するのかについては、未だ明らかではない。
近年になり、シナプス接続の構造的基盤を支
える分子機構として、シナプス接着分子の重
要性が示されつつある（Williams et al., 
Neuron 2010）。これら接着分子の異常が、
統合失調症や自閉症などの原因遺伝子もし
くは遺伝的リスクとなることが明らかとな
り、病的状態における神経接着因子の役割が
注目を浴びている。 
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２．研究の目的 
我々はこれらシナプス接着分子が神経活

動に依存してプロセシングを受け、シナプス
結合性を変化させることを見出していた
（Tomita et al., Mol Neurodegener 2006）。
すなわち、Aのような神経毒性因子によって
惹起される異常な神経活動がシナプス接着
分子の代謝に影響を与えることが示唆され
た。本研究においては Aがシナプス毒性を
発揮するメカニズムとして、シナプス接着分
子に注目し、Aにその発現量や代謝様式に異
常を生じる可能性について検討する。 
 
３．研究の方法 

A毒性がシナプス接着分子のプロセシン
グに異常を惹起し、神経回路の変容を導くと
いう仮説を検証する目的で、特に検討が先行
している Neuroligin、ephrin B の病的状況
下における挙動を分子レベルで解析しなが
ら、他の接着分子のプロセシング異常につい
ても検証し、その影響がシナプス機能に与え
る影響について検討を進めた。 
主に初代培養神経細胞やスライス培養系

を用い、これら Neuroligin や ephrin B のプ
ロセシングについて各種ニューロトランス
ミッター刺激を行い特異性の検討を行った。
また膜結合型メタロプロテアーゼ（ADAM や
MT-MMP）に対する網羅的 siRNA ライブラ
リーや、各種ノックアウトマウス由来細胞を
用いて、各分子のプロセシングに関連する責
任酵素の同定を行った。そして神経細胞に対
してこれら切断によって生じた分子を特異
的に発現、解析を行い、各種シナプス接着分
子のプロセシングがシナプスに及ぼす影響
について検討した。 
 
４．研究成果 
シナプス接着分子のうち、Neuroligin 1 が

細胞外領域でシェディングを受け C 末端断
片がセクレターゼによって分解されること
を見出していた。不死化線維芽細胞を用いた
解析からそのシェディング責任酵素が
ADAM10 であることが示唆されていたが、
神経細胞における切断は不明であった。そこ
でマウス神経芽細胞種である Neuro2a 細胞
を用いて RNAi を行ったところ、ADAM10
のノックダウンによって Neuroligin 1 のシ
ェディングが抑制された。さらに ADAM10 
flox ノックアウトマウスより初代培養神経細
胞を得ることができたため、リコンビナント
アデノウイルスを用いてCreリコンビナーゼ
の導入を行い検討したところ、やはり
Neuroligin 1のシェディングが特異的に抑制
された。一方 Neuroligin 2 の切断には大きな
変化が見られなかった。さらに CamKII-Cre
を用いて生後神経細胞特異的に ADAM10 を
ノックアウトしたコンディショナルノック

アウトマウスの脳を用いて検討したところ、
Neuroligin 1のプロセシングが特異的に低下
していることが明らかとなった。これらの結
果から Neuroligin 1 のシェディングは
ADAM10 によって行われていることが明ら
かとなった。 
次にこの切断の制御機構を検討するため

に各種神経伝達物質によるシェディングの
変化を検討したところ、NMDA 受容体を介
したグルタミン酸刺激により神経細胞表面
膜上の Neuroligin 1 が切断を受けることが
明らかとなった。この切断が神経細胞シナプ
スで行われているかどうかを検討するため、
化学的 LTP 誘導刺激を行ったところ、やはり
Neuroligin 1のシェディングが亢進している
こと、またラット脳のシナプトニューロソー
ム 画 分 を イ ン キ ュ ベ ー ト し た と こ と
Neuroligin 1 の切断が生じたことなどから、
グルタミン酸を介してシナプスにおいて
Neuroligin 1 のシェディングが ADAM10 に
よって行われていることが明らかとなった。
また Neuroligin 1 のシェディングはリガン
ドである Neurexin 処理によって増加した。
興味深いことに、興奮性シナプスに局在する
EphA4 のシェディングを亢進させる ephrin 
BはNeuroligin 1のシェディングに影響を与
えなかった。in vivo における検討を行うため、
ピロカルピンによるてんかんモデルを用い
て人工的に神経活動を亢進させてその脳に
おける Neuroligin 1 のプロセシングを検討
したところ、やはりシェディングが亢進して
いた。これらの結果から、Neuroligin 1 の切
断はグルタミン酸を介した神経活動に応じ
て制御されていると考えられた。またアルツ
ハ イ マ ー 病 モ デ ル マ ウ ス に お い て
Neuroligin のプロセシングが変化している
可能性が示唆され、アルツハイマー病態とシ
ナプス接着分子の切断に病的連関が示唆さ
れた。 
次にこの切断に関する生理的意義を検討

するために、全長 Neuroligin の他、シェデ
ィング後、もしくはセクレターゼによる切断
を受けた後の切断産物を模倣したΔE、ICD
をコードする遺伝子をマウス海馬顆粒細胞
に導入し解析したところ、全長 Neuroligin
によってスパイン形成が促進し、シェディン
グはその形成能を抑制的に制御しているこ
と、ΔE にはスパイン形成能がまだ保たれて
いるが、ICD にはスパイン形成能が失われて
いることが明らかとなった。一方各種変異体
を作成し、シェディングを受けてにくい変異
体の作成に成功した。その変異 Neuroligin 1
を初代培養神経細胞に過剰発現させたとこ
ろ、野生型 Neuroligin 1 よりもスパイン形成
能が高いことが明らかとなった。すなわち
Neuroligin のプロセシングは、ADAM10、
セクレターゼによる二段階切断を受けて初



 

 

めてスパイン形成能を失うと考えられた。 
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