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研究成果の概要（和文）：自閉症など、シナプス成熟異常による疾患を克服する技術を開発する目的で、DREADDシステ
ムを用いてシナプス成熟が促進できるかを試みた。DREADDの一つであるhM3Dqをマウスの大脳皮質II/III層の錐体ニュ
ーロンに導入し、CNO投与によりhM3Dqのシグナルを誘導したところ、遺伝子導入ニューロンの棘突起の形態変化から、
シナプスの成熟が促進されたことが確認できた。さらに、hM3Dqのシグナルを誘導することにより、シナプス成熟に関
与していることが知られているNeurexin-1の細胞内領域のセリンのリン酸化が誘導され、これはPKCの活性化によって
引き起こされることを見出した。

研究成果の概要（英文）：To overcome disorders caused by deficit of synapse maturation, such as autism, we 
attempted to promote synapse maturation using DREADD system. For this, we introduced one type of DREADD, 
hM3Dq, into layer II/III pyramidal neurons in cerebral cortex in mouse brains, followed by administration 
of CNO to induce hM3Dq signal. We found that the synapse maturation was promoted in the hM3Dq expressing 
neurons judged from the morphology of dendritic spines. Furthermore, we found that this signal induced 
serine phosphorylation in the cytoplasmic region of Neurexin-1 that was known to be involved in synapse 
maturation, due to the activation of PKC.

研究分野： 神経生理学

キーワード： シナプス　神経実験形態学

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
我々は、疾患モデルマウスを用いた研究に

より、自閉症の原因としてシナプスの成熟異

常が関与している可能性を見出してきた。自

閉症の根本的治療法は今のところ存在しな

いが、人為的にシナプスを成熟させる方法を

確立できれば、自閉症の治療法に繋がる可能

性 が あ る 。 DREADD(Designer Receptors 

Exclusively Activated by Designer Drugs)

は、米国ノースカロライナ大学の Bryan L. 

Roth たちが開発したシステムで、彼らはムス

カリン様アセチルコリン受容体に変異を導

入し、アセチルコリンには反応しないが

clozapine-N-oxide (CNO)に反応して下流シ

グナルを惹起する人工受容体を作りだした。

本研究は、DREADD システムを用いて神経活動

を誘発し、結果としてシナプス成熟を誘導す

るシステムを確立することを試みる。 

 
２．研究の目的 
本研究では、M3 アセチルコリン受容体を改

変した DREADD コンストラクトである hM3Dq

を利用して、CNO によって下流シグナル（ホ

スホリパーゼC－PKCパスウェイ）を誘導し、

シナプス成熟を試みる。このため、このコン

ストラクトを、子宮内エレクトロポレーショ

ン法によりマウスの大脳皮質 II/III 層の錐

体ニューロンに導入し、CNO を腹腔内投与後、

脳切片について c-fos の発現により hM3Dq の

シグナルが誘導されたことをモニターし、

hM3Dq 導入ニューロンの棘突起の形状を解析

することにより、シナプス成熟をモニターす

る。また、シナプス誘導因子として知られる

シナプス接着因子 Neuroligin-1 について、

このノックアウトのシナプス膜表面の NMDA

受容体の密度をモニターすることにより、シ

ナプス成熟と Neuroligin-1 の因果関係につ

いて解析する。また、Neuroligin-1 と結合し

てシナプス前終末の成熟を誘導することが

知られる Neurexin について、細胞内領域の

構造及びhM3Dqのシグナル誘導によって引き

起こされる効果について検討する。これらに

加えて、シナプス成熟との関連が示唆される

その他の細胞接着因子とシナプス成熟との

因果関係についても、研究を行う。 

 
３．研究の方法 
(1) 子宮内エレクトロポレーション法によ

る DREADD コンストラクトのマウスニューロ

ンへの導入：ヒト M3 ムスカリン様アセチル

コリン受容体のアセチルコリンに対する親

和 性 を 除 去 し 、 外 来 薬 剤

clozapine-N-oxidase (CNO)に対してのみ反

応する様な変異を加えたタンパク質(hM3Dq)

の N 末に HA エピトープタグを付加した遺伝

子（ノースカロライナ大学 Bryan L. Roth 博

士より提供）を、CAG プロモーター発現ベク

ター(pCAGGS)に挿入したコンストラクト

(pCAGGS-HA-hM3Dq)を作成し、これを妊娠１

４日目の母親マウスを開腹して胎児の側脳

室に EGFP 発現マーカー遺伝子と共に子宮の

上から注入し、ネッパジーン社のエレクトロ

ポレーターにより電気パルスをかけた後、腹

を縫合して正常に出産するまで妊娠を継続

させた。出産後、遺伝子導入マウスを頭蓋の

外から青色 LED を当てることにより、EGFP シ

グナルを検出し、遺伝子導入マウスを選別し

た。この方法により、遺伝子は大脳皮質

II/III 層の錐体ニューロンに特異的に導入

されることになる。 

 

(2) CNO による DREADD 導入ニューロンの活動

の誘導及びその検出：hM3Dq 遺伝子導入成熟

マウスに 5mg/kg の CNO を腹腔内投与し、

DREADD システムによる遺伝子導入ニューロ

ンの活動を誘導した。90-120 分後に灌流固定

を行い、脳切片に対して c-fos 抗体による免

疫染色を行い、遺伝子導入ニューロンが活動

したことをモニターした。また、EGFP のシグ

ナルの集積をマーカーとして、遺伝子導入ニ

ューロンの棘突起の密度、大きさ、形状を解

析し、シナプスの成熟を評価した。 



 

(3) 凍結割断レプリカ免疫電顕法：2% PFA に

より固定した Neuroligin-1 のノックアウト

及び野生型コントロールマウスの脳の小領

域のブロックを高圧下で急速凍結し、割断装

置（JFDII）で細胞膜脂質二重層に沿って割

断し、割断面に白金・炭素を蒸着させた。こ

れを SDS 溶液中で 80℃でインキュベートし、

細胞質成分を除去した。この標本を NMDA 受

容体の１次抗体、金標識２次抗体で染色し、

透過型電子顕微鏡下でシナプス膜表面の

NMDA 受容体の密度を解析した。 

 

(4) Neurexin-1 の細胞内領域の構造の解析：

His(x6)タグを融合したNeurexin-1の細胞内

領域のタンパク質を大腸菌により発現し、ニ

ッケルカラムにより精製し、このタンパク質

の折りたたみ構造を NMR 及び円偏光二色性

（CD スペクトラ）により解析した。 

 

(5) DREADD による Neurexin-1 のリン酸化の

誘導およびその検出：N末に Flag タグを付加

した Neurexin-1b のコンストラクトと、

pCAGGS-HA-hM3Dq の コ ン ス ト ラ ク ト を

HEK293T 細胞に共導入し、培養液に CNO を添

加することにより Gq/11 型の GPCR 下流シグ

ナル（ホスホリパーゼ C－PKC 系）を活性化

した。この細胞抽出液を Phos-Tag ポリアク

リルアミドゲルに泳動し、抗 Flag タグ抗体

により Neurexin-1 の泳動度の変化を検出す

ることにより、Neurexin のリン酸化をモニタ

ーした。 

 

(6) 電気生理学的手法によるシナプス接着

因子のシナプス成熟能の解析：シナプス接着

因子（Neurexin ファミリー, Neuroligin フ

ァミリー, Calsyntenin ファミリー, LAR-PTP

ファミリーなど）の shRNA 及びレスキューコ

ンストラクトを発現するレンチウィルスを

作成し、海馬の初代培養ニューロンに感染さ

せ、電圧固定パッチクランプ法によりシナプ

スの活動を記録した。テトロドトキシン存在

下で、興奮性及び抑制性の自発的シナプス小

胞の放出をモニターし、電気刺激によりシナ

プス強度、短期可塑性をモニターした。また、

これらのプラスミドコンストラクトを子宮

内エレクトロポレーション法により大脳皮

質 II/III 層の錐体ニューロンに導入し、こ

れら脳の急性切片から電圧固定パッチクラ

ンプ法により、同様のパラメータを解析した。 

 
４．研究成果 

(1) 子宮内エレクトロポレーションを行っ

たマウスの脳切片について、大脳皮質体性感

覚野 II/III 層の錐体ニューロンに高効率で

EGFP シグナルが検出され、また HA 抗体によ

る免疫染色により EGFP シグナル陽性ニュー

ロンのほぼ100%でHAシグナルが検出された。 

 

(2) CNO 投与後の脳切片に置いて、EGFP 陽性

の HA-hM3Dq 導入ニューロンで c-fos の発現

が検出された。また、CNO 非投与の個体と比

較して、CNO 投与後の HA-hM3Dq 導入ニューロ

ンの棘突起の密度の上昇がみられた。また、

棘突起の頭部のサイズが上昇し、高さおよび

頸部の幅が減少したことから、形態学的にシ

ナプスの成熟が促進したことが示唆された。 

 

(3) 凍結割断レプリカ免疫電顕により

Neuroligin-1 のノックアウトマウスのシナ

プス後部表面の NMDA 受容体の分布を解析し

たところ、野生型に比べて密度が低下してい

ることが認められた。 

 

(4) NMR および CD スペクトラム解析により、

Neurexin-1 の細胞内領域は天然変性タンパ

ク質の特徴を有していることを見出した。 

 

(5) Flag-Neurexin-1b と HA-hM3Dq 発現ベク

ターを HEK293T 細胞に共導入して、CNO によ

る hM3Dq シグナル誘導後、細胞抽出液を



Phos-Tag ゲルで泳動し、抗 Flag 抗体で

Neurexin の泳動度を解析したところ、

Neurexin のバンドが上へシフト（泳動距離の

低下）がみられ、Neurexin がリン酸化されて

いることが判明した。hM3DqのシグナルはPKC

を活性化するため、Flag-Neurexin-1b を単独

で導入した HEK293T 細胞に TPAを添加し、PKC

を活性化すると、やはり Neurexin のバンド

シフトがみられた。Neurexin-1b の最後から

３つのセリンをアラニンに置換したコンス

トラクトではこのバンドシフトが見られな

いことから、これらのセリンが PKC のリン酸

化標的であることが判明した。また、野生型

Neurexin-1 は、PI(4,5)P2 と結合することを

見出し、最後から３つのセリンのリン酸化が

この結合を阻害することも見出した。 

 

(6) シナプス後部局在性シナプス接着因子

Calsyntenin-3 が、Neurexin と複合体を形成

し、シナプス成熟を誘導することを、shRNA

およびレスキューコンストラクトを海馬初

代培養系および子宮内エレクトロポレーシ

ョン法による大脳皮質 II/III 層の錐体ニュ

ーロンに導入した系における電気生理学実

験で見出した。また、Neurexin の結合相手で

あるLRRTMがプロテオグリカンの一種である

Glypican-4 と結合すると、シナプス前終末で

Neurexin ではなく PTPs と結合し、別の分子

経路でシナプス成熟を誘導することも同様

の系を用いた実験により突き止めた。 
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