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〈要 約〉

　ヒトの脳はその発達の過程において遺伝的なプログラムにもとづき複雑かつ精密なネットワークを構築する．この神経回路ネットワークの複雑さはシナプスの機能的および構造的な多様性により特徴づけられる．神経系における選択的スプライシングはシナプスタンパク質に豊富な多様性をあたえこのようなシナプスの特異性に大きく寄与しているものと考えられるが，それがどのようにプログラムされ維持されているのか，まだ多くが未解明である．今回，筆者らは，シナプス形成タンパク質Neurexinの選択的スプライシングについて解析を行い，これが時間的かつ空間的に制御されていること，SAM68とよばれるRNA結合タンパク質がNeurexinのmRNA前駆体に結合し，神経活動に依存的にその選択的スプライシングを変化させていることを明らかにした．以上のことから，SAM68が中枢神経系において神経活動に依存的な選択的スプライシングにかかわる重要なRNA結合タンパク質であることが示唆された．

はじめに

　ヒトの脳は1000億個ものニューロンからなっており，発達の過程において遺伝的なプログラムにもとづき複雑かつ精密なネットワークを構築する．また，成熟した脳においても学習や経験など後天的な要因により，いったん形成された神経回路ネットワークはダイナミックに変化する．神経回路ネットワークの形成の鍵はニューロンどうしのつなぎ目であるシナプスとよばれる構造にある．とくに，シナプス肥厚部には多種類のタンパク質が凝集し，複合体を形成してシナプスの形成および機能に重要な役割を担っている．成熟した脳には実に100兆個から500兆個ものシナプスが存在すると推定されている．これらは形態的および機能的にかなりの多様性をもっており，このシナプスの特異性が神経回路ネットワークの複雑さを特徴づけるものと考えられる．しかしながら，神経回路ネットワークの複雑さおよび精密さがどのように遺伝的にプログラムされ維持されているのか，まだその多くが未解明である．2000年前後に行われたゲノム解読プロジェクトの結果，われわれヒトを構成する遺伝子はわずか3万個にも満たないことがわかった．これは，哺乳類でのシナプスの多様性や神経回路ネットワークの複雑さを説明するうえであまりに少ないように思われる．

　生物には，ひとつの遺伝子から少しずつ異なった複数の遺伝子産物（アイソフォーム）を生み出す選択的スプライシングとよばれる機構が存在する．これは，ごくかぎられた数の遺伝子から機能的に異なった複数の遺伝子産物を生み出すための非常にパワフルなしくみであるといえる．興味深いことに，シナプスタンパク質の大半はこの選択的スプライシングをうけており，これがどのように制御されどのようにシナプスの特異性に関与しているのかという点は複雑な神経回路ネットワークの構築を理解するうえで非常に重要であると考えられる．そこで今回，筆者らは，シナプスの形成においてとくに重要とされる細胞接着分子のひとつNeurexinに着目し，その選択的スプライシング機構について解析を行った．

1．シナプス形成タンパク質Neurexinの選択的スプライシングは複数の受容体との相互作用に重要である

　神経系において選択的スプライシングがさかんなタンパク質としてはイオンチャネルや細胞接着分子などがある．とくに，一部の細胞接着分子の細胞外領域は多くの選択的スプライシング部位をもつことが知られており，細胞外における受容体との親和性にかかわっていることが明らかになりつつある．

　今回，筆者らは，Neurexinとよばれる細胞接着分子に注目した．Neurexinはシナプス前終末に局在し，シナプス後膜に存在する複数の種類の受容体との結合を介してシナプスの形成を誘導する1,2)．Neurexinは3種類の遺伝子にコードされており，5箇所の選択的スプライシングにより多数のアイソフォームが生み出される3)（図1a）．なかでも，スプライシング部位4における選択的スプライシング，すなわち，エクソン20の挿入の有無がシナプス後膜に存在する複数の受容体との結合に大きな影響をあたえることが知られている（図1b）．たとえば，エクソン20がスキッピングにより欠損したNeurexinアイソフォームはNeuroligin1BやLRRTMに強く結合するが，エクソン20が挿入されたNeurexinアイソフォームではこの結合が著しく阻害される4-6)．一方で，Cbln1-GluD2複合体はこのエクソン20をもつNeurexinに特異的に結合し小脳でのシナプスの形成に関与することが知られている7)．

　はじめに，脳においてNeurexinのスプライシング部位4における選択的スプライシングの比率についてRT-PCR法を用いて調べたところ，発達時期や領域により大きく差異のあることがわかった．このことから，Neurexinのスプライシング部位4における選択的スプライシングが複数の受容体との結合能を制御することが時期および領域に特異的なシナプスの形成に関与している可能性が示唆された．

2．Neurexinの選択的スプライシングは神経活動により制御されている

　つぎに，Neurexinの選択的スプライシングが神経活動により制御されているかどうかを検討した．成熟した小脳顆粒細胞ではエクソン20をもつNeurexinが豊富に生み出されているが，小脳顆粒細胞を分散培養し高K+処理により脱分極させたところ，エクソン20をもつアイソフォームからもたないアイソフォームへと発現がシフトすることがわかった．また，グルタミン酸受容体のアゴニストであるカイニン酸による処理，より生理的な条件での電気刺激などでも同様の現象が観察された．さらに，この選択的スプライシングの変化はL型電位依存性Ca2+チャネルを介したCa2+流入，および，Ca2+依存性カルモジュリンキナーゼIVの活性に依存的であることが明らかになった．

　組換えNeuroliginなどシナプス後膜の形成タンパク質を発現させたHEK293細胞などの非神経系細胞株と海馬や大脳皮質に由来するニューロンとを共培養すると，非神経系細胞においてシナプス前終末が分化誘導されることが知られている8)．そこで，Neuroligin1BあるいはGluD2をそれぞれ発現したHEK293細胞と小脳顆粒細胞との共培養を行いそのシナプス誘導能を調べたところ，エクソン20をもつNeurexinに特異的に結合するGluD2を発現させたHEK293細胞においてはシナプス前終末の分化が強く誘導されたのに対し，エクソン20をもたないNeurexinにより強い親和性を示すNeuroligin1Bを発現させたHEK293細胞ではシナプス前終末の分化は著しく低かった．しかしながら興味深いことに，高K+処理された小脳顆粒細胞ではNeuroligin1Bによるシナプスの分化誘導が促進され，一方で，GluD2に依存したシナプスの誘導は逆に低下した．以上のことから，神経活動に依存したNeurexinの選択的スプライシングの変化が受容体との相互作用を介したシナプスの形成に強く影響を及ぼすことが示唆された．

3．RNA結合タンパク質SAM68がNeurexinの神経活動に依存的な選択的スプライシングを制御する

　Neurexinの選択的スプライシングの制御にかかわるタンパク質として，in vitroでのスプライシングレポーターアッセイによりRNA結合タンパク質であるSAM68を同定した．SAM68はKH型のRNA結合ドメインをもつスプライシングタンパク質として知られ，2種類の類似したタンパク質SLM1およびSLM2とともにSTAR（signal transduction and activation of RNA）ファミリーを構成する．さらなる解析により，SAM68はNeurexinのmRNA前駆体のイントロン20にあるAUリッチ領域に結合し，エクソン20の成熟mRNAへの挿入を抑制していることがわかった．SAM68は神経系では広範に発現しており，in vivoの解析において，SAM68ノックアウトマウスでは小脳をはじめとした複数の脳領域でエクソン20をもたないNeurexinの割合が著しく減少していることが明らかになった．このことから，実際にSAM68が神経系においてNeurexinの選択的スプライシングに関与していることが確かめられた．

　さらに，神経活動に依存的な選択的スプライシングの変化をSAM68ノックアウトマウスの小脳において調べたところ，脱分極あるいはカイニン酸により誘導されるNeurexinの選択的スプライシングの変化は起こらなかった．また，神経活動によりSAM68の細胞内における局在および発現量は大きく変化しないこと，SAM68のN末端の部位が神経活動に依存的に（おそらくは，Ca2+依存性カルモジュリンキナーゼIVにより）リン酸化されることから，SAM68が神経活動により活性化され選択的スプライシングの変化を誘導していることが示唆された．以上のことから，少なくとも小脳顆粒細胞において，SAM68が神経活動に依存的にNeurexinの選択的スプライシングを変化させ，シナプス後膜における受容体との親和性にダイナミックな変化をあたえることにより，平行線維とプルキンエ細胞とのあいだのシナプスの機能を制御している可能性が示唆された（図2）．
おわりに

　この研究により，大まかに以下の2つのことが明らかにされた．ひとつは，Neurexinの受容体との結合を決める部位をコードするスプライシング部位4における選択的スプライシングが神経活動に依存的に制御されていること，もうひとつは，RNA結合タンパク質SAM68が神経活動により活性化されNeurexinの選択的スプライシングの変化を誘導すること，である．これまで，神経活動により制御されるmRNA前駆体は多く知られてきた10)．また，神経系に発現するNovaやPTBなどRNA結合タンパク質による組織に特異的な選択的スプライシングの制御も報告されてきたが，選択的スプライシングを神経活動に依存的に直接に制御するスプライシングタンパク質はまったく知られておらず，この研究が最初の発見となった．

　このことから，SAM68がほかにどのようなmRNA前駆体の選択的スプライシングを神経活動に依存して制御しているのかという点が非常に興味深い．当然ながら，シナプスタンパク質だけでなく，ほかにもさまざまなmRNA前駆体がこの制御をうけているものと予想される．また，SAM68にはファミリータンパク質としてSLM1とSLM2があり，これらもNeurexinのin vitroでのスプライシングレポーターアッセイにおいてSAM68と同様に強い活性をみせた．興味深いことに，SLM1とSLM2は神経系にとくに強く発現しており，成熟した脳ではそれぞれ特徴的な発現パターンを示した（筆者ら，未発表データ）．今後，SLM1とSLM2を含めたSTARファミリーの解析により，神経系における選択的スプライシングの普遍的な分子機構をはじめ，複雑かつ精密な神経回路ネットワークの構築の謎が少しずつ解明されるかもしれない．また，興味深いことに，神経精神疾患の患者において多くのスプライシング異常がみられることから，自閉症や統合失調症をはじめとした疾患の理解につながることも期待される．
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〈図説明〉
図1　Neurexinの選択的スプライシングとその生理学的な意義

（a）NeurexinをコードするNrxn遺伝子における選択的スプライシングとその遺伝子産物．Nrxn遺伝子は2つのプロモーター領域（αおよびβ），および，LGドメインやEGFドメインなどの存在する細胞外領域をコードする領域にあわせて5箇所の選択的スプライシング部位（AS1～AS5）をもち，3個の遺伝子から推定で3000種類以上のアイソフォームが生み出されている．

（b）Neurexinのシナプス後膜における受容体とその結合様式．Neurexinはシナプス後膜において複数の種類の受容体をもつ．これらの受容体との結合の選択性はスプライシング部位4における選択的スプライシングにより厳密に制御されている．エクソン20をスキッピングにより欠損したアイソフォームNRX 4(-) はNeuroligin1BやLRRTMなどに強い親和性を示すのに対し，Cbln1-GluD2複合体はエクソン20が挿入されたアイソフォームNRX 4(+) に特異的に結合する．また，Neuroligin2やNeuroligin3などは両方のアイソフォームに対し同じレベルの親和性をもつことが知られている．
図2　神経活動に依存的なNeurexinの選択的スプライシングの変化とシナプス後膜における受容体との相互作用を介したシナプスの制御モデル

小脳顆粒細胞において，神経活動によりCa2+依存性カルモジュリンキナーゼIV（CaMKIV）を介して活性化されたSAM68は，Neurexinのスプライシング部位4における選択的スプライシングを変化させエクソン20をもたないアイソフォームを生み出す．これにともない，Neuroligin，LRRTM，Cbln1-GluD2複合体などシナプス後膜における複数の種類の受容体との相互作用に変化が生じ，シナプスに形態的および機能的な変化がひき起こされるものと考えられる．さらに，小脳では神経活動によりCbln1の遺伝子発現が抑制されていることも知られており9)，よりダイナミックなシナプスの変化が起こっているものと予想される．
