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〈要 約〉

　発達期の脳において，興奮性シナプスはシナプス前部の軸索終末とシナプス後部のスパインとの相互作用を介して形成されると考えられている．一方，平行線維とプルキンエ細胞とのあいだのシナプスでは，スパインは軸索からの入力の有無とは関係なく自律的に形成されることが知られていた．しかし，このスパインの形成ののち，どのように平行線維の形態が変化し機能をもつシナプス前部が形成されるのかについては未解明であった．この研究において，筆者らは，平行線維とプルキンエ細胞とのあいだのシナプスの形成過程を可視化することに成功し，Cbln1がδ2型グルタミン酸受容体とニューレキシンとの相互作用を介して平行線維のダイナミックな形態変化をひき起こすことを発見した．平行線維とスパインとが接触しCbln1シグナルが活性化すると，平行線維から“小さな突起”が伸びてスパインを一過性にとりかこんだ．この過程にともないシナプス小胞とδ2型グルタミン酸受容体の集積が亢進したことから，小さな突起は正のフィードバック機構によりシナプスの成熟を促していることが示唆された．

はじめに

　シナプスの形成過程はシナプス前部（軸索終末）とシナプス後部との相互作用により制御されていると考えられているが，そのくわしい分子機構については未解明な点が多い1,2)．海馬や大脳皮質の興奮性ニューロン（錐体細胞）にはシナプス後部にスパインがあり，このスパインシナプスの形成についてはin vitroの実験結果から2つのモデルが提唱されてきた1)．一方のモデルによると，軸索終末が樹状突起に接触しはたらきかけることによりシャフトシナプスをスパインに変換する．もう一方のモデルによれば，樹状突起のフィロポディアが軸索に接触しはたらきかけることによりシナプス前部の形成を促す．これら2つのモデルでは，シナプス前部とシナプス後部の成熟は同時に進行してシナプスは形成される．一方で，小脳のプルキンエ細胞は抑制性ニューロンだが，その樹状突起に多数のスパインシナプスを形成し，このスパインは軸索からの入力の有無とは関係なく自律的に形成される3)．そのため，プルキンエ細胞のシナプスは大脳皮質や海馬の錐体細胞とは異なる原理により形成されると考えられてきた．しかし，どのようにシナプス前部に形態変化が起こり機能するシナプスとして成熟するのかは不明であった．

　Cbln1はC1qファミリーに属する分泌性のタンパク質であり，小脳の顆粒細胞において産生され分泌される4)．近年，Cbln1はδ2型グルタミン酸受容体およびニューレキシンと結合し，顆粒細胞の軸索である平行線維とプルキンエ細胞とのあいだのシナプス（平行線維シナプス）の形成に必要であることが示された5-7)．Cbln1は個体レベルにおけるシナプスの形成および維持に必須であり，Cbln1ノックアウトマウスは平行線維シナプスの密度が激減し重度の小脳失調症状を呈す4,8)（図1）．Cbln1ノックアウトマウスのプルキンエ細胞においては80％以上のスパインでシナプス前部が形成されずにシナプス結合をもたないスパインとして存在し4)，これは組換えCbln1の投与により正常化する8)．これは，スパインは自律的に形成されるというモデルの正しいことを支持するが，Cbln1がどのように平行線維の形態変化をひき起こし成熟したシナプス前部の形成を誘導するのかは不明であった．

　今回，筆者らは，組換えCbln1の作用を利用して平行線維シナプスの形成過程を可視化することに成功した．興味深いことに，シナプスの形成途上において平行線維から“小さな突起”が伸び，これがプルキンエ細胞のスパインをとりかこむことを発見した．この現象と同期してシナプス小胞とδ2型グルタミン酸受容体の集積が増強したことから，この小さな突起にはシナプスの成熟を促す作用のあることが示唆された．

1．Cbln1は平行線維にダイナミックな形態変化をひき起こす

　平行線維シナプスを可視化するため，小脳のスライス培養を用い，プルキンエ細胞と顆粒細胞を異なる蛍光タンパク質で標識し共焦点顕微鏡で観察した．普通の小脳スライスではシナプスはランダムに形成されるため系統的に観察することはむずかしい．そこで，Cbln1ノックアウトマウスから小脳スライスを作製し，培養液に組換えCbln1を投与することによりシナプスの形成を一挙に誘導して，平行線維の形態変化を1時間おきに約8時間にわたり観察した．組換えCbln1を作用させると，平行線維とプルキンエ細胞のスパインとの接触部位に成熟したシナプス前部の構造（ブトン）が確認され，これは先行研究の所見と合致した8)．しかし興味深いことに，ブトンの形成にさきだち，平行線維から小さな突起が伸びダイナミックに形態を変化させることがわかった．このような形態変化はCbln1の存在しない場合，また，シナプスの誘導作用をもたない変異型Cbln1を投与した場合には起こらず，Cbln1の作用により特異的に起こることが示された．

　ブトンが形成される際にはシナプス小胞がクラスター化することが必須である．シナプス小胞を蛍光タンパク質で標識し平行線維の形態変化と同時に観察した結果，小さな突起の形成はシナプス小胞がクラスターとして集積したのちに起こることがわかった．

　平行線維から伸びる小さな突起とシナプス後部との関係をさらに明確にするため，プルキンエ細胞にGFPとδ2型グルタミン酸受容体との融合タンパク質を導入することによりシナプス後部を可視化した．小さな突起はしばしば直線状の単純な構造から環状の構造へと変化し，δ2型グルタミン酸受容体のクラスターをとりかこむようすが観察された．また，環状の構造はより安定なブトンの形成される際に出現したことから，シナプスを成熟させる機能をもつことが示唆された．

2．Cbln1による平行線維の形態変化はδ2型グルタミン酸受容体とニューレキシンとの相互作用を介する

　Cbln1とδ2型グルタミン酸受容体のダブルノックアウトマウスから作製した小脳スライスに組換えCbln1を作用させても平行線維の形態変化は起こらなかった．よって，小さな突起の形成にはδ2型グルタミン酸受容体の必要であることが明らかになった．Cbln1とδ2型グルタミン酸受容体との複合体は平行線維の形態変化を起こすのに十分かどうかを検証するため，HEK細胞を用いて顆粒細胞との共培養実験を行った．先行研究から，δ2型グルタミン酸受容体を発現するHEK細胞を顆粒細胞に滴下すると，HEK細胞にシナプス前部の形成が誘導されることが示されている5)．この実験系を用いて顆粒細胞の軸索を観察すると，HEK細胞との接触部位から小さな突起が伸びていた．以上の結果は，平行線維の形態変化にはCbln1とδ2型グルタミン酸受容体とが必要であり，Cbln1-δ2型グルタミン酸受容体複合体が直接に形態変化を誘導することを示した．また，共培養実験の際に可溶性Fc融合ニューレキシンを培養液にくわえてニューレキシンとCbln1との相互作用をさまたげると，平行線維の形態変化は阻害された．この結果は，平行線維の形態変化にはニューレキシンも必要であることを示した．

3．幼若期のマウスの平行線維には小さな突起が存在する
　平行線維の形態変化をin vivoにおいて検証するため，マウス個体の小脳の顆粒細胞に対し電気穿孔法によりGFPを導入することでこれを標識した．幼若期のマウスの小脳には，小脳のスライス培養においてみられた，直線状の単純な構造および環状の構造をとる小さな突起が存在した．この小さな突起の密度は成熟したブトンの増加速度が最大となる時期に一致してピークに達した．さらに，光学顕微鏡により同定した小さな突起を電子顕微鏡により解析することにより，プルキンエ細胞のスパインをこの小さな突起がとりかこむようすが観察された．

4．幼若期のマウスにおける小さな突起の形成にはCbln1，δ2型グルタミン酸受容体，ニューレキシンが必要である

　Cbln1ノックアウトマウスおよびδ2型グルタミン酸受容体ノックアウトマウスの小脳では，野生型マウスよりも小さな突起およびブトンの密度が減少していた．また，Cbln1ノックアウトマウスの小脳に組換えCbln1を投与すると小さな突起の密度は上昇した．ニューレキシンの関与を検証するため，幼若期マウスの小脳の顆粒細胞において6種類のニューレキシンをsiRNAを用いin vivoにてノックダウンしたところ，小さな突起およびブトンの密度が著しく減少した．以上の結果から，個体レベルでの小さな突起の形成にはCbln1，δ2型グルタミン酸受容体，ニューレキシンの相互作用が必要であることが明らかになった．

5．小さな突起の機能的な意義

　小さな突起の生理的な機能を検証するため，平行線維の形態変化とシナプス構成タンパク質の集積量との関連を解析した．野生型マウスの小脳スライス培養を用い，シナプス小胞とδ2型グルタミン酸受容体を蛍光色素で標識しその輝度の時間変化を定量した．小さな突起が環状の構造を形成すると，それにともないシナプス前部のシナプス小胞，および，シナプス後部のδ2型グルタミン酸受容体の輝度が上昇した．小さな突起が直線状の構造のままであるときにはシナプス構成タンパク質は変化しなかった．よって，小さな突起の形態が環状の構造に変化することがシナプス成熟の進行に重要であることが示唆された．

おわりに

　以上の観察結果は，平行線維シナプスが4つのステップをへて形成されることを示す（図2）．1）プルキンエ細胞のスパインは平行線維の入力に非依存的に形成される．2）平行線維とスパインとが接触するとシナプス間隙においてニューレキシン，Cbln1，δ2型グルタミン酸受容体からなる三者複合体が形成されシナプス小胞が集積する．3）平行線維から小さな突起が伸びスパインの周囲をとりかこむと平行線維とスパインとの接触が増えCbln1シグナルが増強する．4）δ2型グルタミン酸受容体とシナプス小胞の集積が促進しシナプスは成熟する．

　この研究において，筆者らは，“小さな突起”が幼若期のマウスの平行線維に存在することを明らかにし，そのシナプス形成における意義を解明した．先行研究においても，野生型マウスの小脳スライスを用いて平行線維からフィロポディアの伸びるようすが観察されている9)．野生型マウスではこのフィロポディアの密度は非常に低く，これは筆者らの観察結果と合致した．このことは，野生型マウスにおけるシナプスの形成はゆっくりかつランダムに起こることを反映しているものと考えられた．また，幼若期のマウスのプルキンエ細胞には平行線維に周囲を完全におおわれているスパインの存在することが電子顕微鏡を用いた観察より報告されている10)．小さな突起がスパインをおおうことにより，細胞膜に存在するニューレキシン，Cbln1，δ2型グルタミン酸受容体の拡散が阻害され，シナプス前部およびシナプス後部への両方向性のシグナルが正のフィードバック機構により増強されると考えられた．δ2型グルタミン酸受容体の細胞内領域はシナプス後部を構成する複数のタンパク質と結合する．また，ニューレキシンの細胞内領域はアクティブゾーンを構築するCASKと結合する．CASKはProtein4.1と結合しアクチンフィラメントの重合を促進することから，今回，観察された小さな突起の形成を制御する有力な候補タンパク質と考えられた11)．

　Cbln1のアイソフォームにはCbln2とCbln4，δ2型グルタミン酸受容体のアイソフォームにはδ1型グルタミン酸受容体があり，小脳のほか大脳皮質や海馬などに広く発現している12)．Cbln1はδ1型グルタミン酸受容体にも結合し，Cbln2はδ1型グルタミン酸受容体とδ2型グルタミン酸受容体の両方に結合することが示されている．Cbln-δ型グルタミン酸受容体経路を介するシナプスの形成における新しい分子機構は，小脳のほかでも機能している可能性が高いと考えられる．
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〈図説明〉

図1　Cbln1はマウスの小脳におけるシナプスの形成に必須である

Cbln1ノックアウトマウスではプルキンエ細胞の80％以上のスパインがシナプス前部をもたずシナプス結合をもたないスパインとなる．そのため，Cbln1ノックアウトマウスは重度の小脳失調症状を呈すが，組換えCbln1を投与すると，正常なシナプスの密度が2日間で野生型マウスと同じ程度にまで増加し，歩行は顕著に回復する．

図2　小さな突起を介する平行線維シナプスの形成過程

1）プルキンエ細胞のスパインは平行線維の入力に非依存的に形成される．2）平行線維とスパインとが接触するとニューレキシン-Cbln1-δ2型グルタミン酸受容体複合体が形成されシナプス小胞が集積する．3）平行線維から小さな突起が伸びスパインの周囲をとりかこむとCbln1シグナルが増強する．4）δ2型グルタミン酸受容体とシナプス小胞の集積が促進しシナプスは成熟する．
