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研究成果の概要（和文）：中・長期に持続する記憶・学習は、シナプス後部におけるAMPA受容体の輸送によって担われ
、より長期に持続する記憶はシナプスの形態変化が伴う。本研究では小脳神経回路をモデルとし、糖鎖科学と神経科学
的アプローチを融合することによって、機能的・形態的シナプス可塑性を制御する分子機構の解明を目指した。まず、
シナプス可塑性のモデルである長期抑圧や長期増強時には、AMPA受容体はライソゾーム様細胞内プールから出入りし、
ライソゾームに存在する糖鎖分解酵素が大きな働きをすることが分かった。またプルキンエ細胞への子宮内電気穿孔法
と時期特異的遺伝子操作法を確立し、樹状突起とシナプス形態形成過程の分子機構を解明した。

研究成果の概要（英文）：It is believed that long-term memory is initially stored as changes in the number 
of AMPA receptors at the postsynaptic sites and eventually converted into morphological changes at 
synapses for longer-term memory. However, molecular mechanisms underlying these processes have not been 
fully understood yet. Dendrites are surrounded by extracellular matrix (ECM) proteins, which are enriched 
with various sugar chains. Thus, AMPA receptor trafficking and morphological changes must be accompanied 
with changes of the surrounding ECM. In this study, we aimed to clarify how functional and morphological 
synaptic plasticity is regulated by the ECM in the cerebellum. We found that changes in neuronal activity 
induced AMPA receptor trafficking to/from lysosome-like organelle, which contained various kinds of 
glycosydase. Using a temporally-controlled gene knockout method, we also clarified how a single 
transcription factor regulated morphogenesis of spines and dendrites of Purkinje cells in vivo.

研究分野：神経生物学
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１．研究開始当初の背景 
神経回路は成熟後においても神経活動の

変化によって機能的にも形態的にも変化す
る。このようなシナプス可塑性こそが記憶・
学習を支える本体であると考えられている。
短・中期のシナプス可塑性の分子実体は、シ
ナプス後膜上の AMPA 型グルタミン酸受容
体（AMPA 受容体）の数の変化であると考え
られている。一方、より長期に持続する記憶
にはシナプス形態変化が伴う。これらの現象
を担う分子機構の解明は神経科学の最重要
課題の一つであるが、不明な点が多く残され
ている。その原因の一つは、シナプスに豊富
に存在し神経機能を調節している糖鎖修飾
機構が十分に分かっていない点にある。 

運動に関与する記憶の形成は、神経活動亢
進後に小脳顆粒細胞―プルキンエ細胞間の
シナプス伝達効率が機能的に低下する長期
抑圧 LTD）が担い、忘却はその逆過程である
長期増強（LTP）が関与していると考えられ
ている。小脳 LTD や LTP の分子実体は、プ
ルキンエ細胞シナプス後膜上の AMPA 受容
体の数の増減であるとそれぞれ考えられて
いる（Matsuda et al., EMBO J, ‘00; Kakegawa et 
al., PNAS, ‘05）。AMPA 受容体が細胞内にエン
ドサイトーシスされる部位や、細胞内からエ
キソサイトーシスされる部位はシナプス後
部ではなくその周辺部分（ペリシナプス）に
あり、AMPA 受容体はペリシナプスとシナプ
ス後部の間を拡散する。しかし、シナプス周
辺には糖鎖修飾を受けた膜タンパク質や細
胞外基質が密に存在する。したがって AMPA
受容体がシナプス後部とペリシナプスの間
をどのようにして拡散できるのかについて
はよく分かっていない。この問題の解決の鍵
は、AMPA 受容体細胞外ドメインと、脂質ラ
フトやシナプス周辺に存在する糖鎖タンパ
ク質との相互作用であると考えた。 

一方、より長期に持続する記憶にはシナプ
ス形態変化が伴う。運動に関与する長期記憶
は深部小脳核に貯蔵されると考えられてい
る。興味深いことに深部小脳核はプロテオグ
リカンが主成分である細胞外マトリックス
perineuronal net（PNN）で被われている。PNN
は大脳視覚野で形態的なシナプス可塑性を
制御していることから、小脳核における運動
学習にも密接に関与することが予想される。
また発達期のプルキンエ細胞はコンドロイ
チン硫酸を表面に高発現しており、これらの
糖鎖と、小脳におけるシナプス形成の臨界期
（登上線維の刈り込みや平行線維の支配領
域決定）との関係が注目されている。そこで
糖鎖生物学からこれらの問題へのアプロー
チが有用と考えた。 

 
２．研究の目的 
(1)糖鎖による AMPA 受容体トラフィッキン

グとシナプス可塑性制御機構の解明 
LTP や LTD が誘導される際に関与する

AMPA受容体の細胞内プールの性質を明らか

にし、エンドサイトーシス/エキソサイトーシ

ス経路およびペリシナプスとシナプス後部

間の拡散と糖鎖修飾との関連性を解明する。 
(2)糖鎖による神経形態と回路形成制御機構

の解明 
小脳プルキンエ細胞においては、生後のご

く短期間の間に、樹状突起の単一化・登上線

維の単一化・登上線維と平行線維の支配領域

の住み分けなどの劇的な形態の変化が起き

る。そこで小脳神経回路をモデルとして、糖

鎖と神経活動が連関して神経形態と回路形

成を制御する分子機構を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1)糖鎖による AMPA 受容体トラフィッキン
グとシナプス可塑性制御機構の解明 

分散培養した海馬神経細胞に対してグリ
シン投与や NMDA 投与によって、化学的に
LTP や LTD を引き起こす。同時に神経細胞に
おいてエキソサイトーシスやエンドサイト
ーシスに関与する可能性のある分子群を操
作することによって、LTD や LTP に関与する
細胞内プールの実体の解明を図った。得られ
た結果は、海馬スライス標本において電気的
に誘発した LTD/LTP に対する影響を調べる
ことによって、より生理的な条件において確
認した。 
(2) 糖鎖による神経形態と回路形成制御機構
の解明 
樹状突起と神経回路形成機構を検討する

ために、子宮内電気穿孔法を適用して小脳プ
ルキンエ細胞にさまざまな遺伝子を発現さ
せ、それぞれの遺伝子が及ぼす影響について
経時的に観察した。 
 
４．研究成果 
(1)糖鎖による AMPA 受容体トラフィッキン
グとシナプス可塑性制御機構の解明 

LTD を誘導する NMDA 投与によって細胞
内 Ca 濃度が上昇すると、フォスファターゼ
が活性化され、脂質合成酵素 PIP5Kが活性化
されることが分かった。その結果として脂質
分子 PI(4,5)P2 がシナプス後膜で局所的に合
成され、AMPA 受容体のクラスリン依存性エ
ンドサイトーシスに必須な分子であるアダ
プタータンパク質 AP-2 を集積させることを
発見した（Neuron, ‘12a）。これまでに AP-2
が AMPA 受容体を「積み荷タンパク質」とし
て直接認識することが報告されていた。しか
し、AP-2―AMPA 受容体間の結合親和性は弱
く、また神経活動による調節を受けない。私
たちは、AMPA 受容体副サブユニットである
-2 が神経活動の変化によってリン酸化状態
が低下して AP-2 に強固に結合することを見
出した（Nat Commun, ‘13）。この結合を阻害
すると LTD が阻害されることから、LTD 誘導
時における AP-2 の生理的なターゲットは-2
であることが初めて明らかとなった。興味深
いことに、エンドサイトーシスされた後に、



-2 には別のアダプタータンパク質 AP-3 に結
合することが分かった。AP-3 はライソゾーム
経路への輸送を制御するが、ライソゾーム分
解阻害剤を投与しても LTD は障害されなか
った。このことはライソゾーム経路に入った
AMPA 受容体は分解されるのではなく、ライ
ソゾーム経路の細胞内プールに蓄えられる
ことを示唆する。ライソゾームには豊富な糖
鎖分解酵素が存在するため、このプールに存
在する AMPA 受容体の糖鎖付加状態が変化
する可能性があり検討を続けている。 
一方、LTP 誘導刺激による AMPA 受容体の

エキソサイトーシスは Synaptotagmin 7 に依
存することが判明した。Synaptotagmin 7 はラ
イソゾーム分泌時に働くことが線維芽細胞
で報告されていることから、LTD 時に移行し
た細胞内のライソゾーム様プールに存在す
る AMPA 受容体が LTP 誘導時に放出される
と可能性が考えられ、現在さらに検討を続け
ている。さらに LTP 誘導刺激を与えたときに
ライソゾームに存在する糖鎖分解酵素が細
胞外に放出され細胞外基質の糖鎖が変化す
ることも判明した（論文準備中）。 
 
(2) 糖鎖による神経形態と回路形成制御機構
の解明 
胎生 11.5 日齢のマウスに子宮内電気穿孔

法を適用することで、プルキンエ細胞選択的
（99%）に遺伝子導入することに成功した。
この方法は、i）プルキンエ細胞特異的、ii）
細胞毒性が少ない、かつ iii）複数の遺伝子を
時期選択的に発現あるいは抑制可能、という
長所を持つ（Eur J Neurosci, ‘12）。プルキン
エ細胞の細胞体から出る幼若型樹状突起は
複数本存在するが、一端全て刈り込まれ、そ
の後発生した成熟型樹状突起も 1 本のみを残

して再び刈り込まれることが知られている。
スタゲラーマウスでは RORの突然変異によ
って、最初の幼若型樹状突起の刈り込み現象
が障害されると考えられていた。しかし、子
宮内電気穿孔法と時期特異的ノックダウ
ン・ノックアウト法を開発することによって、
ROR遺伝子がさまざまな発達時期において
多彩な樹状突起形態変化を制御することを
明らかにした（J Neurosci, ’15）。 
平行線維―プルキンエ細胞シナプス形成

分子である Cbln1 は、シナプス小胞を集積さ
せるだけでなく、シナプス前部から小さな突

起を誘導しシナプス前部を形成することを
明らかにした（Neuron, ‘12b）。Cbln1 には N
型糖鎖が付着しており、この糖鎖を除去する
とシナプス形成能が亢進することが分かっ
てきた。また神経活動に応じて Cbln1 もライ
ソゾーム様小胞から分泌されることが分か
った。このことは神経活動亢進時に分泌され
る Cbln1 は、糖鎖付加状態が低くシナプス形
成能が高い可能性を示唆する。Cbln1 分泌経
路については論文準備中である。 

一方、登上線維からは Cbln1 と同じ補体フ
ァミリーに属する C1ql1 が分泌される。C1ql1
に N 型糖鎖を付加すると、プルキンエ細胞樹
状 突 起 に 存 在 す る 受 容 体 Bai3 （ Brain 
angiogenesis inhibitor 3）と結合することがで
きず、登上線維―プルキンエ細胞シナプスの
成熟と刈り込み現象が阻害されることを初
めて明らかにした（Neuron, ‘15）。 
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