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⑥当初の研究目的（交付申請書に記載した研究目的を簡潔に記入してください。） 
 
 ほ乳類脳神経系における機能分子として Fynチロシンリン酸化酵素が重要な役割をしていることが、
Fyn遺伝子欠損マウスの解析により明らかとなった。この Fynタンパク質と脳神経系で結合する分子群
の解析により CNR/プロトカドヘリン分子群が本研究グループにより単離・同定された。この CNR/プロ
トカドヘリンファミリーは、1)シナプス領域でのタンパク質の局在、2)単一神経細胞ごとに異なる発現様
式、3)免疫グロブリンと類似した遺伝子クラスター構造、が明らかとなっている。 
 本研究では、神経回路形成と再編成に関わる CNR/プロトカドヘリンファミリーの分子機能を明らかに
することにより、神経回路形成と再編成の分子メカニズム解明を目標とする。本期間中には、1)神経回
路形成と再編成過程での、CNR/プロトカドヘリンファミリーのリガンドの解析、2)神経回路形成と再編
成過程で CNRファミリーが関与する細胞内情報伝達系の解析、3)遺伝子欠損マウスや遺伝子変換マウス
を用いた、マウス神経回路形成と再編成過程での CNR/プロトカドヘリンファミリーの分子機能の解析を
研究目的とする。 
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⑦これまでの研究経過（研究の進捗状況について、必要に応じて図表等を用いながら、具体的に記入してください。） 
 
 本研究では、CNR/プロトカドヘリンファミリーの分子機能の解析により、神経回路形成と再編成の分
子メカニズム解明を目標として、1)神経回路形成と再編成過程での、CNR/プロトカドヘリンαのリガン
ドの解析、2)神経回路形成と再編成過程で CNR/プロトカドヘリンファミリーによる細胞内情報伝達系の
解析、3)遺伝子欠損マウスや遺伝子変換マウスを用いた、マウス神経回路形成と再編成過程での CNR/
プロトカドヘリンファミリーの分子機能の解析、で研究を遂行している。 
 1)の研究計画において現在までに、CNR/プロトカドヘリンαのリガンドを特定し、論文として報告し
た。CNR/プロトカドヘリンαは他のカドヘリンと異なり、L細胞や Neuro2A細胞などでタンパク質を
発現させても、細胞表面にほとんど発現しない。よって、CNR/プロトカドヘリンファミリーのリガンド
を探るためには細胞表面で発現する細胞株を特定する必要がある。そこで我々はまず、CNRタンパク質
を細胞膜に移行できる培養細胞株についての検討を行った。その結果、L, Neuro2A, CHO, MDCK, COS
細胞株では、CNR/プロトカドヘリンαタンパク質はほとんど細胞膜外に移行しないが、HEK293T細胞
株のみで、強制発現タンパク質の一部が細胞膜外に移行することが確認された。この HEK293T 細胞を
用いて CNR１タンパク質の細胞接着活性についての検討を行った結果、CNR１を強制発現させた
HEK293T細胞においては細胞外 Ca依存的な細胞接着能の亢進が認められた。当初、この細胞接着活性
は CNR1 と CNR1 同士によるホモフィリックな細胞接着能であることが予想されたが、この CNR１発
現細胞の細胞接着活性は、CNR1 を強制発現していない HEK293T 細胞にも Ca 依存的な細胞接着能を
示すことが明らかとなった。また、CNR1タンパク質をコートしたビーズを用いて CNR1タンパク質同
士のホモフィリックな結合活性を検討したところ E-カドヘリンでは、結合活性が示されたものの CNR1
タンパク質同士の結合活性は確認できなかった。しかし、CNR1 タンパク質をコートしたシャーレに親
HEK293T細胞が細胞外 Ca依存的に接着した。 

 
A、B, CNR1発現HEK293T細胞（白丸）、HEK293T細胞（黒丸）を用いた細胞接着能実験。TC:トリプシン Caにより
細胞を解離させた後に、細胞外 Ca あり（A）,なし（B）で細胞凝集の時間経過を示す。細胞外 Ca の条件で CNR1 発現
HEK293T細胞の凝集（Nt/N0の低下）が認められる。C, CNR1タンパク質をコートしたシャーレへのCNR1発現HEK293T
細胞（transfectant）、HEK293T 細胞（Parent）の接着。細胞外 Ca 存在下で親 HEK293T 細胞が接着する。HEK293T
細胞に内在するインテグリンと CNR1タンパク質の相互作用によるものである。 
 
 この系を用いて、HEK293T 細胞と細胞接着活性を持つ CNR1 タンパク質の領域を特定する為に、
CNR1各タンパク質領域での細胞接着能を測定した。その結果、CNR1の第一カドヘリンドメインのRGD
モチーフが、HEK293T細胞との細胞外 Ca依存的な細胞接着能に必要であることが明らかとなった。次
に、HEK293T細胞で発現する分子の特定を行った結果、インテグリン抗体や RGDペプチドを用いるこ
とにより CNR1 タンパク質依存的な細胞接着がなくなることなどにより、HEK293T 細胞で発現するイ
ンテグリンと CNR1 タンパク質が結合することが明らかとなった。これらの結果より、本年度までに
CNR1タンパク質のリガンドとしてインテグリンが明らかとなった。また、この CNR1タンパク質のイ
ンテグリン結合部位が、先に報告した CNR1 タンパク質とリーリンタンパク質の結合領域と一致してい
た。インテグリンと結合する EC1 領域は CNR/プロトカドヘリンαアイソフォーム間で極めて高い相同
性があり、CNR/プロトカドヘリンαが共通してインテグリンとの相互作用をする可能性が示唆された。 
 また、CNR/プロトカドヘリンαに関連して、Fyn欠損マウスにおける大脳皮質形成過程の異常、ほ乳
行動異常を解析して報告した。更に、現在までに CNR/プロトカドヘリンα及びプロトカドヘリンγの各
共通細胞質領域に対する特異抗体、CNR/プロトカドヘリンα変換マウスを作製をすることができた。 
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⑧特記事項（これまでの研究において得られた、独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、学問的・学術的なインパク
ト等特記すべき事項があれば記入してください。） 

 
 独創性・新規制を格段に発展させる結果は特にない。 

 

 本研究により CNR/プロトカドヘリンαタンパク質の細胞外カルシウム依存的細胞接着能がはじめて
示された。この結果は、CNR/プロトカドヘリンαが脳神経系で細胞接着分子群として働いている可能性
を示唆するものである。シナプスは、神経細胞同士の細胞接着領域であり、このシナプスの多様性が、

神経回路網の基盤となっていることが示唆されている。本研究で明らかになった CNR/プロトカドヘリン
αの細胞接着能は、この点でシナプス結合部における神経回路網形成での新たな分子的基盤に関わるこ

とを予想させるものである。 

 

 また本研究において、CNR/プロトカドヘリンα同士のホモフィリックな細胞接着能はほとんどないこ
とが明らかとなった。この結果は、一般的に知られているカドヘリンファミリーの同種カドヘリン同士

のホモフィリックな細胞接着活性でない新たな分子機構を示唆するものである。この点で、CNR/プロト
カドヘリンαの細胞接着活性については、カドヘリンスーパーファミリーの新たな細胞接着活性への関

与を示唆するものである。 

 

 本研究では CNR/プロトカドヘリンαのヘテロフィリックな細胞接着活性がインテグリンタンパク質
とあることが示された。脳神経系において、インテグリンファミリーは、神経前駆細胞への増殖能、神

経細胞の移動、シナプス可塑性への役割などへの関与が示唆されている。しかし、インテグリンファミ

リーは、もともとファイブロネクチンなどの細胞基質との細胞接着分子として捉えられており、細胞間

接着活性についてのリガンドについてはその分子機能に関与する神経細胞やシナプスにおけるリガンド

については十分に明らかにされていない。最近、脳神経系においてインテグリンがリーリンタンパク質

と相互作用することが報告されており、CNR1 タンパク質とリーリンタンパク質とのインテグリンを介
した新たなタンパク質相互作用が示唆される。 

 

 また、インテグリン欠損マウスの解析、RGDペプチドによるインテグリン阻害実験において、インテ
グリンファミリーがシナプス可塑性に関与する報告がある。CNR/プロトカドヘリンα分子群のシナプス
領域での局在を考えるに、シナプス領域での CNR/プロトカドヘリンαとインテグリンファミリーとの相
互作用は、シナプス可塑性の新たな分子メカニズムとなることが予想される。CNR/プロトカドヘリンα
のシナプス可塑性や学習・記憶への関与については、本研究での遺伝子欠損マウスの結果を待つ必要が

あるが、学術的にも興味深いものとなると考える。 

 

 本研究では、新たな学術的問題提起があった。今まで CNR1 タンパク質の細胞接着活性を調べる実験
では、強制発現させた CNR1タンパク質が、L、Neuro2A細胞において細胞膜表面に移行しないことが
あり、かなり困難であった。しかし本研究によりはじめて、HEK293T細胞において強制発現させた CNR1
タンパク質が細胞表面に出ることが明らかとなった。この結果は、CNR/プロトカドヘリンαタンパク質
の細胞膜表面移動での制御メカニズムがあることを示唆する。実際、CNR/プロトカドヘリンαタンパク
質は、シナプス膜領域にありながら、細胞内膜系での局在が示唆されており、内膜系から細胞表面への

タンパク質移動の制御メカニズムの存在が予想される。膜タンパク質の細胞膜表面への移動メカニズム

は、免疫系での T 細胞受容体などでも知られており、タンパク質機能制御での重要なメカニズムである
ことが知られている。本研究の解析により、CNR/プロトカドヘリンαタンパク質の細胞膜移動のメカニ
ズムを培養細胞系で解析できる可能性が示唆された。シナプス形成、再編成、機能制御への新たな知見

が考えられ、興味深い。 
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