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〈要 約〉

　中枢神経におけるニューロンのあいだの速いシグナル伝達はAMPA型グルタミン酸受容体が担う．一方，カイニン酸型グルタミン酸受容体はチャネルの閉口の過程が遅いため，神経ネットワークの活動を時間的あるいは空間的に統合する機能をもつと考えられている．記憶および学習に重要な部位である海馬において，カイニン酸型グルタミン酸受容体は歯状回顆粒細胞の軸索である苔状線維とCA3錐体細胞とのあいだのシナプス後部にとりわけ多くかつ選択的に局在する．しかし，カイニン酸型グルタミン酸受容体が特定のシナプス後部に局在する機構は不明であった．筆者らは，シナプス前部の苔状線維から放出される分泌性タンパク質C1ql2およびC1ql3が，シナプスをこえてカイニン酸型グルタミン酸受容体のシナプス後部への局在を決定することを発見した．C1ql2およびC1ql3はカイニン酸型グルタミン酸受容体のサブユニットであるGluK2およびGluK4の細胞外領域と直接に結合し，C1ql2とC1ql3のダブルノックアウトマウスの苔状線維とCA3錐体細胞とのあいだシナプス後部においてはカイニン酸型グルタミン酸受容体が消失した．また，側頭葉てんかんにおいては，異常に分枝した苔状線維が顆粒細胞とシナプスを形成し，このシナプスにカイニン酸型グルタミン酸受容体が集積することによりてんかんが発症しやすくなると考えられている．C1ql2 C1ql3ダブルノックアウトマウスにてんかんを誘発する刺激をあたえると，苔状線維に異常な分枝は形成されたものの，そのシナプス後部にはカイニン酸型グルタミン酸受容体は集積しなかった．C1ql2およびC1ql3は脳のさまざまな部位に存在し，それぞれの神経回路のシナプス後部へのカイニン酸型グルタミン酸受容体の組込みおよび機能を制御することにより適切な神経ネットワークの活動をつくりあげていると考えられた．C1ql2およびC1ql3によるシナプスの形成および分化にかかわる分子基盤の解明が，てんかんや精神疾患の原因の解明および治療法の開発に役立つことが期待される．

はじめに

　脳においては無数のニューロンがシナプスを介し互いに結合し神経ネットワークを形成する．興奮性シナプスのシナプス前部からはグルタミン酸が放出され，つぎのニューロンのもつさまざまなグルタミン酸受容体と結合することにより興奮が伝達される．この速いシグナル伝達はグルタミン酸受容体のうちおもにAMPA型グルタミン酸受容体により担われ，また，NMDA型グルタミン酸受容体はシナプス後部のニューロンの生存やシナプスの可塑性に寄与する1)．デルタ型グルタミン酸受容体は小脳においてシナプスの形成および可塑性の成立に重要である2)．一方，カイニン酸型グルタミン酸受容体はシナプス前部においては神経伝達物質の放出を制御し，シナプス後部においてはゆっくりとしたチャネルの閉口の過程によりシグナルを統合する．カイニン酸型グルタミン酸受容体は海馬の歯状回顆粒細胞の軸索である苔状線維とCA3錐体細胞とのあいだのシナプス後部にとりわけ多くかつ選択的に局在する3)．しかし，カイニン酸型グルタミン酸受容体がどのように特定のシナプス後部に選択的に局在化するのかは不明であった．

　これまで，筆者らは，小脳顆粒細胞の軸索である平行線維から放出された分泌タンパク質Cbln1が，平行線維に存在する受容体NRXと結合することにより平行線維におけるシナプス前部の形態を成熟させ，同時に，シナプス後部にあたるプルキンエ細胞の樹状突起においてデルタ型グルタミン酸受容体のサブユニットであるGluD2と結合することによりGluD2を集積させることを見い出していた4,5)．一方，下オリーブ核の軸索である登上線維からはC1ql1が分泌され，登上線維のシナプスの成熟および選択的な強化にかかわることを報告した6)（新着論文レビュー でも掲載）．Cbln1やC1ql1は補体C1qの機能ドメインである球状C1qドメインをもつC1qファミリーに属する7)．同じくC1qファミリーに属するC1ql2およびC1ql3は海馬においては歯状回顆粒細胞に限局して発現する8)．これらのことから，顆粒細胞において産生されたC1ql2およびC1ql3が苔状線維から分泌されることにより，苔状線維とCA3錐体細胞とのあいだのシナプスの形成および分化に重要な機能をはたすのではないかと考えた．

1．C1ql2およびC1ql3はカイニン酸型グルタミン酸受容体の局在および機能を制御する

　特異的な抗体を用いた超解像顕微鏡法および免疫電子顕微鏡法によりC1ql2およびC1ql3の局在を観察したところ，C1ql2およびC1ql3は苔状線維とCA3錐体細胞とのあいだのシナプスにおいて苔状線維の終末部およびシナプスの間隙にみられた．この結果から，歯状回顆粒細胞において産生されたC1ql2およびC1ql3は苔状線維から放出され，苔状線維とCA3錐体細胞とのあいだのシナプスの間隙において機能することが示唆された．そこで，C1ql2とC1ql3とのあいだの機能の代償の可能性を排除するため，C1ql2とC1ql3のダブルノックアウトマウスを作製したところ，海馬におおまかな形態の異常は認められず，また，苔状線維とCA3錐体細胞とのあいだのシナプスにおいて，シナプス後部のマーカーであるPSD95，および，シナプス前部のマーカーであるVGluT1に変化はなかった．すなわち，Cbln1 4) やC1ql1 6) とは異なり，C1ql2およびC1ql3は苔状線維とCA3錐体細胞とのあいだのシナプスの形成の過程そのものには関与していなかった．ではいったい，C1ql2およびC1ql3はこのシナプスにおいて何をするのだろうか？

　そこで，C1ql2およびC1ql3の局在のパターンはカイニン酸型グルタミン酸受容体のサブユニットであるGluK2の局在と非常に類似していたことに着目した．C1ql2 C1ql3ダブルノックアウトマウスにおいては，苔状線維とCA3錐体細胞とのあいだのシナプスそのものは正常に形成されたが，このシナプスに多量に存在するはずのGluK2がほぼ消失していた．C1ql2ノックアウトマウスあるいはC1ql3ノックアウトマウスにおいては苔状線維とCA3錐体細胞とのあいだのシナプスにおけるGluK2の局在は正常であったことから，C1ql2およびC1ql3が共局在する苔状線維とCA3錐体細胞とのあいだにおいて，互いの機能に相補性のあることが示唆された．カイニン酸型グルタミン酸受容体はGluK1～GluK5の5つのサブユニットからなり，脳においてはさまざまな組合せで存在する．GluK4およびGluK5の細胞の表面への輸送はGluK1～GluK3に依存することがわかっている．一方，カイニン酸型グルタミン酸受容体の機能はその副サブユニットであるNeto1により大幅に制御される．C1ql2 C1ql3ダブルノックアウトマウスにおいては，GluK2だけでなく，GluK4，GluK5，Neto1のシナプス後部への局在が激減していた．さらに，電気生理学的な手法を用いて，苔状線維とCA3錐体細胞とのあいだのシナプスの応答のうちカイニン酸型グルタミン酸受容体により担われる遅い成分を測定したところ，C1ql2 C1ql3ダブルノックアウトマウスにおいては，GluK2ノックアウトマウスと同じく，カイニン酸型グルタミン酸受容体により担われる成分がほぼ消失していた．このように，C1ql2 C1ql3ダブルノックアウトマウスにおいては，シナプス後部におけるカイニン酸型グルタミン酸受容体の局在および機能が障害されていた．

　これまで，カイニン酸型グルタミン酸受容体はシナプス後部のニューロンにおいて足場となるタンパク質と結合することによりシナプスに局在すると考えられてきた．しかし，今回の発見により，シナプス前部のニューロンから放出されるC1ql2およびC1ql3がシナプス後部のニューロンに存在するカイニン酸型グルタミン酸受容体と結合することにより，“シナプスをこえて”制御する新しい機構がはじめて明らかにされた．

2．C1ql2およびC1ql3はカイニン酸型グルタミン酸受容体と直接に結合する

　では，C1ql2およびC1ql3はどのようにしてシナプス後部におけるカイニン酸型グルタミン酸受容体の局在を制御するのであろうか？　組換えタンパク質とHEK細胞を用いた実験系において，C1ql2およびC1ql3はGluK2の細胞外領域と特異的に結合し，GluK2と相同性が高いGluK1やGluK3とは結合しなった．一方，高親和型のカイニン酸型グルタミン酸受容体のうちGluK4とも非常に強く結合したが，GluK5とは結合しなかった．実際に，GluK2ノックアウトマウスの苔状線維とCA3錐体細胞とのあいだのシナプスにおいては，内在性のC1ql2およびC1ql3のシナプスへの局在が激減していた．同様に，GluK4ノックアウトマウスの苔状線維とCA3錐体細胞とのあいだのシナプスにおいても，内因性のC1ql2およびC1ql3のシナプスへの局在は減少していた．これらの結果から，in vivoにおいても，GluK2およびGluK4はC1ql2およびC1ql3の受容体として機能することが示唆された．

　C1ql2およびC1ql3はAMPA型グルタミン酸受容体のサブユニットであるGluA1とも特異的に結合した．しかしながら，GluA1ノックアウトマウスの苔状線維とCA3錐体細胞とのあいだのシナプスにおいて内在性C1ql2の局在は野生型のマウスと変わりなかったことから，GluK2やGluK4とは異なり，GluA1は少なくともin vivoの海馬においてはC1ql2およびC1ql3をシナプスにつなぎとめる受容体としては機能していないと考えられた．

　GluK2は苔状線維とCA3錐体細胞とのあいだのシナプスのシナプス前部である海馬の歯状回顆粒細胞においても発現し，苔状線維の終末部にも局在する．では，シナプス前部とシナプス後部のどちらのGluK2がC1ql2およびC1ql3のシナプスへの局在を決定しているのだろうか？　CA3錐体細胞に特異的なGluK2ノックアウトマウスにおいてC1ql2の局在を調べたところ，苔状線維とCA3錐体細胞とのあいだのシナプスにおいてC1ql2が激減していた．すなわち，苔状線維から分泌されたC1ql2およびC1ql3は苔状線維とCA3錐体細胞とのあいだのシナプスの間隙に放出され，シナプスをこえてCA3錐体細胞のGluK2およびGluK4と結合することにより，カイニン酸型グルタミン酸受容体の局在を制御すると考えられた．

3．C1ql2およびC1ql3とシナプス前部に存在する受容体NRXとの結合

　C1ql3を結合させた微小ビーズを海馬の培養ニューロンに添加して培養すると，ビーズのまわりに内在性のGluK2が集積してくるようすが観察され，このことから，C1ql3がGluK2の細胞外領域と直接に結合してその集積をひき起こすことが示唆された．では，実際のシナプスにおいて，放出されたばかりのC1ql2およびC1ql3をシナプスにおいて安定化させシナプス後部に対し呈示する“微小ビーズ”に相当する機構はあるのだろうか？

　筆者らは，C1ql2およびC1ql3と同じC1qファミリーに属するCbln1が，シナプス前部に存在する受容体であるNRXと結合することによりシナプス後部に対し呈示されることを報告した5)．そこで，C1ql2およびC1ql3にもNRXとの結合能があるかどうかを組換え体を用いて検討したところ，C1ql2およびC1ql3はNRX3と結合した．Cbln1とNRX1，NRX2，NRX3との結合はNRXのスプライス部位4領域に依存するが，C1ql2あるいはC1ql3とNRX3との結合は，NRX3のスプライス部位5領域に存在しエキソン25bにコードされる17アミノ酸の領域に依存していた．シナプス前部に存在するNRXをHEK細胞に発現させ海馬の培養ニューロンと共培養すると，シナプス後部に存在するNeuroliginとNRXとが結合することにより，PSD95の集積などシナプス後部の分化がひき起こされる．このとき，スプライス部位5領域をもつNRX3とC1ql2あるいはC1ql3とを共発現させると，PSD95の集積にくわえ，カイニン酸型グルタミン酸受容体のサブユニットであるGluK2が集積した．すなわち，C1ql2およびC1ql3はシナプス前部に存在する受容体NRX3によりシナプスにとどめられ，シナプス後部におけるカイニン酸型グルタミン酸受容体の集積をひき起こすという，NRX3，C1ql2およびC1ql3，カイニン酸型グルタミン酸受容体からなる複合体の形成というモデルの提唱にいたった（図1）．

4．てんかんの際に形成される異常なシナプスへのC1ql2およびC1ql3によるカイニン酸型グルタミン酸受容体の集積

　側頭葉てんかんの患者やそのモデル動物においては，海馬の歯状回顆粒細胞の軸索である苔状線維が分枝し樹状突起の近位部に異常なシナプスが形成される．このシナプス後部にカイニン酸型グルタミン酸受容体が動員されることにより神経ネットワークの活動の異常がひき起こされ，てんかんが発症しやすくなると考えられている．C1ql2 C1ql3ダブルノックアウトマウスにおいて側頭葉てんかんをひき起こすピロカルピンを処理したところ，苔状線維に異常なシナプスが形成されたものの，シナプス後部にはカイニン酸型グルタミン酸受容体は動員されなかった．その結果，海馬における異常な発火が抑えられたため，C1ql2 C1ql3ダブルノックアウトマウスにおいてはGluK2ノックアウトマウスと同様に9)，てんかんの発症の起こりやすさが軽減された（図1）．

おわりに

　カイニン酸型グルタミン酸受容体は神経ネットワークの活動を統合することにより脳のさまざまな機能を制御すると考えられる．また，近年，一部の自閉症や知的障害の患者においてカイニン酸型グルタミン酸受容体やNRX3における遺伝子変異が報告されていることから，C1ql2およびC1ql3によるシナプス後部へのカイニン酸型グルタミン酸受容体の動員および機能の制御機構の解明は，これらの病態の解明にもつながる可能性がある．C1ql2およびC1ql3は脳のさまざまな部位に存在し，それぞれの神経回路のシナプス後部へのカイニン酸型グルタミン酸受容体の組込みおよび機能を制御することにより適切な神経ネットワークの活動をつくりあげていることが予想される．実際に，C1ql3は海馬の苔状線維とCA3錐体細胞とのあいだのシナプスのみならず，線条体のカイニン酸型グルタミン酸受容体の局在をも制御することが明らかにされている．C1ql2およびC1ql3は分泌型タンパク質であることから，細胞外への薬剤の投与によりC1ql2あるいはC1ql3とカイニン酸型グルタミン酸受容体との結合を直接かつ急速に制御することが可能であり，新しい治療法の開発につながることが期待される．
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〈図説明〉
図1　C1ql2およびC1ql3による神経ネットワークの活動の統合のモデル

シナプス前部から分泌されたC1ql2およびC1ql3は，NRX3，C1ql2およびC1ql3，カイニン酸型グルタミン酸受容体からなる複合体を形成し，神経ネットワークの活動の統合を制御する．
