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神経回路の多様性はどこで生まれるのか 
—三者間シナプスの分子地図—

髙野　哲也
九州大学高等研究院　生体防御医学研究所　脳機能分子システム分野

はじめに

ギリシャ語で「接続」を意味するシナプスは神
経細胞間の情報交換を担う主要接触部位であり、
生涯にわたる形成・再編・除去の循環によって記
憶・学習・情動などの高次機能を支える動的構造
である。近年、アストロサイトが三者間シナプス
（トリパーティト・シナプス）を構成し、発達期の
配線から成体脳の可塑性、興奮／抑制バランス、
代謝供給、さらにはシナプス除去に至るまで、近
接するシナプスの形成と機能を積極的に統御する
ことが明らかとなった。各シナプスは数千種のタ
ンパク質から成り、その時空間的発現とダイナミ
クスが小胞放出、受容体リモデリング、接着複合
体の再編、シナプス強度の調整を司る。一般意味
論を提唱したコージブスキーの「地図は領土では
ない」に倣えば、同一の遺伝子セットを共有する
細胞型であっても、発達段階・回路文脈・行動状
態・疾患病態に応じて、実際に機能するタンパク
質の種類・量・役割は大きく変動する。すなわ
ち、個々のシナプスは分子構成と機能の両面で特
異化した単位であると捉えられつつあり、神経
ネットワークの実在に即して理解するためには、
「分子がいつ・どこで・どのように働くか」を同定
できる空間解像度と、その機能連関を検証するア
プローチを同時に満たすことが不可欠である。さ
らに、神経変性疾患や精神疾患の初期段階では、
三者間シナプスにおける接着・代謝・放出調律の
破綻など、シナプス領域のミクロな時空間異常が
早期から顕在化する可能性が示唆されている。ゆ

えに、病態機序の解明と分子標的の創出に向け、
シナプス分子多様性の写像とその動態・機能の実
証が必須である。筆者らの研究室は、CORE（Cap-

ture–Observe–Reveal–Evaluate）を研究の基本コンセ
プトとして、三者間シナプスの分子多様性を体系
的に解析してきた（図1）。Captureでは、近位依存
性ビオチン標識（BioID）やリン酸化・空間プロテ
オミクスを用いて細胞種・回路・時間に応答する
分子群を生体内で捕捉し、LC–MS/MSにより網羅
的に同定する。Observeでは、アストロサイトを
含む回路単位のシナプス機能解析と行動解析を統
合して表現型を捉える。Revealでは、生化学・遺
伝学・組織学を横断する検証により、候補分子の
因果関係と生理機能を明らかにする。Evaluateで
は、得られた分子学的知見をバイオマーカー探索
や分子標的治療の評価へと橋渡しし、基礎から臨
床応用へ展開している。本稿では、これまでの筆
者らのシナプス分子地図をめぐる旅の歩みから、
神経回路の形成・維持・可塑性を支える包括的分
子メカニズムを概説する。

メンブレントラフィックが形づくる神経回路—細胞
内“管制塔”として機能するシグナル伝達経路

神経回路の基本単位である軸索・樹状突起・ス
パインは、高度に発達した細胞内小胞輸送に支え
られて形成・維持・可塑化される動的構造であ
る 1）。なかでもリサイクリングエンドソームは、
受容体や接着分子、シナプス小胞関連タンパク質
を、必要なときに必要な場所へ届ける細胞内物流
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輸送の中核ハブである。都市の物流にたとえるな
ら、宛先情報（ソーティングシグナル）に従い、配
達員（輸送小胞／モーター蛋白）が品物（タンパク
質・脂質）を運び、交通管制（Rabファミリー）が
それらの流れを調整している。しかし、リサイク
リングエンドソームが品物を「いつ・どこへ・ど
れだけ」運ぶかをいかに決めているのか、その時
空間制御の全体像は長らく不明であった。
筆者らは、この制御の上流に位置する因子とし
て機能未知のリン酸化酵素 LMTK1（AATYK1）に
着目した 2, 3）。LMTK1は CDK5依存的リン酸化に
より活性が変化し、Rab11陽性リサイクリングエ
ンドソームの移動特性（頻度・速度・走行距離）を
抑制的に調整することを明らかにした（図1）4）。こ
の細胞内の物流システムにより、過剰な資材（と
くに膜脂質）が局所に供給されるのを防ぎ、突起
やスパインの資材配分を最適化することで、神経

細胞は他の細胞にはない情報伝達に特化した特徴
的かつ美麗な形態を獲得する 5, 6）。実際に、筆者ら
は軸索形成・樹状突起形成・スパイン形成の各段
階において、LMTK1が Rab11小胞の順行輸送を抑
制して過伸長を防ぐブレーキとして機能すること
を示した 4–6）。LMTK1機能が低下すると、リサイ
クリングエンドソームの順行輸送が過剰化し、軸
索の異常伸長や分岐が増加することで神経回路の
配線エラーのリスクが高まる。これらの結果は、
LMTK1がリサイクリングエンドソームを介した
脂質・膜資材の供給を時空間的に最適化し、発生
期のダイナミックな形態形成を統御していること
を示すものである。分子機構としては、LMTK1が
Rab11の不活性化因子 TBC1D9Bを介して Rab11活
性を抑制することを見出した。すなわち、CDK5–

LMTK1–TBC1D9B–Rab11という一つの細胞内シグ
ナル経路が、神経細胞における物流（小胞輸送）

図1 空間プロテオミクスによる神経回路形成・機能を制御する分子ネットワークの網
羅的解析
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のいわば“管制塔”を担うことを初めて明らかに
したのである（図1）1, 5, 6）。この制御系は行動レベ
ルにも投影される。LMTK1遺伝子欠損マウスでは
多動性・衝動性の増加が認められ、細胞内小胞輸
送の恒常性破綻が精神行動異常へ波及しうること
が示された 1, 7）。さらに神経変性の発症機構にも関
与し、LMTK1がβセクレターゼ BACE1のリサイ
クリングエンドソーム局在を制御し、キナーゼ活
性の喪失がこの制御を破綻させることを明らかに
した 8）。BACE1はアルツハイマー病のアミロイド
β産生・凝集に関与するため、LMTK1機能不全は
アミロイドβの形成効率やタイミングを変えうる
上流因子となる可能性が高い。以上の結果から、
CDK5–LMTK1–TBC1D9B–Rab11経路は、リサイク
リングエンドソームの時空間制御を介して神経細
胞の形態と機能を協調的に最適化し、その破綻が
発達障害に起因する行動異常および神経変性へ連
なる分子基盤であることが示された。

神経細胞はどうやって「一本の軸索」を選択する
のか—遠隔抑制シグナルの発見

現存するすべての形は「材料を足す（伸長）」だ
けでなく「余分を引く（退縮）」という二つの力学
がつくる平衡状態として定まる 9, 10）。これは、コ
ンピューターや AIの父として知られるアラン・
チューリングが提案した反応拡散モデルにも通
じ、局所の活性化と長距離に及ぶ拡散的抑制の拮
抗によって秩序ある形態パターンが生じるという
原理である。神経細胞の極性形成も同様であり、
成長を促す局所シグナルと全細胞内に波及する抑
制シグナルの釣り合いが、どの突起を伸ばし、ど
の突起を退かせるかを選び分け、最終的に一本の
軸索を確立させる。具体的には、生まれたばかり
の神経細胞は複数の未熟突起をもつが、やがて一
本だけが軸索としての機能を獲得し、残りは樹状
突起へ分化する。この軸索の一本化に失敗すれ
ば、入力と出力の向きが曖昧となり、発達期の配
線エラーに直結する。では、どの突起を伸ばし、
どの突起を退かせるのか。その運命決定の基本原
理はいかなるものなのだろうか。

筆者らは、先行突起（将来の軸索）が抑制性シ
グナルを全細胞内へ遠隔送信し、他突起の伸長を
選択的に止めるというモデルを提案した 9, 10）。合
奏に喩えれば、主旋律を際立たせるために指揮者
が伴奏を抑える状況である。高時間分解能 Ca2+

イメージングにより、成長円錐が神経栄養因子
（NT-3や BDNF）に応答して大振幅の Ca2+波を発
し、それが細胞体へ伝搬することを発見した。こ
の波は細胞体で RhoAから Rho-kinase（ROCK）へ
至る経路を活性化し、第二の軸索形成を抑えるス
イッチとして機能する（図1）11）。しかも抑制の大
きさは一様ではなく、突起ごとに強さが異なると
いう空間選択性を示した。筆者らは独自の光分子
操作技術（LOVTRAP）を用いてシグナルの発生位
置とタイミングを精密に制御し、数理モデル解
析と統合して抑制効果の距離依存性を定量化し
た 11）。その結果、細胞体で立ち上がった収縮シグ
ナルの効き目は突起の長さに応じて変化し、短い
未熟突起ほど強く抑制されることが明らかとなっ
た。すなわち、先行突起は細胞体というハブを介
して距離依存的な抑制を全突起へ伝達し、近傍で
軸索化しようとする複数の突起を選択的に退縮さ
せている。
では、この空間的な遠隔抑制シグナルを実装す
る分子メカニズムは何か。筆者らはリン酸化プロ
テオミクス（KISS法）を用いて、長距離 Ca2+伝搬
の下流で作動するリン酸化シグナルネットワーク
を網羅的に解析した 11, 12）。その結果、カルシウム
カルモジュリン依存性タンパク質キナーゼ CaMKI

が RhoAの活性化因子である GEF-H1をリン酸化
して機能を亢進させ、RhoAから Rho-kinaseへ至
る抑制性機能を駆動していた。これによりアクチ
ン骨格の収縮が誘導され、競合突起の退縮が起
こる。以上より、遠隔抑制型シグナル伝達（長距
離 Ca2+伝搬→ CaMKI→ GEF-H1→ RhoA→ Rho-kinase）
が、第二の軸索形成を抑え、回路の一方向性の情
報伝達を生み出す神経細胞固有の形態決定機構で
あることが示唆された（図1）11）。
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三者間シナプスを刻印する空間プロテオミクス—

三者間シナプスの分子コードの解読

脳では、シナプスとアストロサイトがつくる
「三者間シナプス」において、代謝供給、受容体
配置、可塑性の閾値が協働して定まる 13）。にもか
かわらず、どの分子が・どの場所で・どのように
働くのかを、生体内で回路文脈を保ったまま特定
することは容易ではない 14, 15）。免疫染色やバルク
のプロテオームでは、細胞間で生じる数十 nm規
模の相互作用を選択的に切り出しにくく、単一の
手法で特異性と網羅性を同時に満たすのは測定学
的ジレンマであった。筆者らは、この壁を越える
ために、アストロサイトとニューロンが実際に触
れ合う接着部位そのものを「刻印」して分子実態
を解読する空間プロテオーム解析 Split-TurboIDと
TurboID-surfaceを開発した 13–16）。Split-TurboIDで
は、近接標識酵素 TurboIDを二分割し、一方をア
ストロサイトの細胞外面、他方をニューロンの細
胞外面に提示する。二つの細胞が接触したとき
にのみ断片が再会合して活性化し、半径数～十
数 nmの範囲にある表層タンパク質をビオチン標
識する。すなわち、三者間シナプス部位に対して
極めて選択的に刻印する仕組みである。一方の
TurboID-surfaceは、GPIアンカーや膜貫通配列を
用いて TurboIDをアストロサイト表層に広く提示
し、受容体・接着分子・輸送体などの膜タンパク
質を包括的に標識するラベルとなる。両者を重ね
合わせることで、特定の細胞種間に実在する分子
ネットワークを高信頼に抽出できる。
これらの空間プロテオーム解析技術の開発に
は、度重なる試行と改良の積み重ねによって確立
された。酵素選定では当初 BioID2を用いたが、生
体組織内での活性不足が壁となった。しかし、米
国 BRAIN Initiative会議での発表を契機に手法の
情報共有を進め、本アプローチは各研究グループ
へ波及した。Split-TurboIDの最適化では、非接触
時の自発的再会合を抑えつつ、接触時には確実に
再会合させるという相反条件の均衡点を探り、リ
ンカー長を調整した。短すぎれば感度が落ち、長
すぎれば離れた分子を誤標識する。最終的に、膜

直下に最小限の柔軟性を残す設計とし、酵素由
来の人工接着やシナプス密度の乱れを回避した。
TurboID-surfaceでも、初期設計の一部で樹状突起
近傍における内在化が目立ち表層解像度が低下し
たため、GPIアンカーへの切替とバックグラウン
ド補正の強化で改善した。分子同定は二段階のプ
ロテームの照合で一貫して絞り込んだ。第一に、
Split-TurboIDで得た候補が TurboID-surfaceでも検
出されるかを確認し、双方で同定された分子を三
者間シナプス構成分子とした。第二に、TurboID-

surfaceのみで検出され Split-TurboIDで検出されな
い分子は、三者間シナプス以外のアストロサイト
細胞膜表層分子と定義した。標識タンパク質をス
トレプトアビジンで精製し、LC–MS/MSにより同
定・定量した結果、計3,171種のタンパク質由来ペ
プチドを取得した。厳密な閾値（1.5倍濃縮）で候
補を抽出し、両法に共通する118種を高信頼の三
者間シナプス・プロテオームとして定義した 16）。
分子プロファイルでは既知の細胞間隙分子やイ
オンチャネルに加え、細胞接着分子の豊富さが際
立った。中でも、筆者らは新たな三者間シナプス
分子 NRCAMに着目した。NRCAMは皮質アスト
ロサイトに発現し、三者間シナプス接触部に局在
すること、さらに免疫グロブリン様ドメインがア
ストロサイト形態の維持に必須であること（欠失
変異ではレスキュー不能）を示した。超解像顕微
鏡 STEDと電気生理解析の結果、アストロサイト
における NRCAM欠損は抑制性シナプスとの接触
を選択的に障害し、mIPSCの頻度・振幅を低下さ
せる一方、興奮性入力は相対的に保たれた。分
子機序としては、トランスの NRCAM–NRCAM結
合がニューロン側 gephyrin複合体と相互作用し、
抑制性シナプスの形成を支えることが分かった
（図1）16）。以上より、Split-TurboIDと TurboID-sur-

faceを統合する空間プロテオミクスは、三者間シ
ナプス間隙において「どの分子が・どの場所で・
どのように働くか」を、生体内でかつ回路文脈の
まま解像するための実証的基盤を与えた 13–16）。さ
らに、本研究では分泌因子中心の従来像に、接着
コードという新たな枠組みを組み込み、とりわけ
抑制性シナプスの選択的編成を支える全く新しい
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作動原理を提示した。

おわりに

本稿では、単一シグナル経路から網羅的シグナ
ル解析、さらに空間プロテオーム解析へと展開し
てきた筆者らの研究、いわば一本の木から森全体
へ視座を広げる歩みとして概観した。これらの大
規模な分子解析から見えてくるのは、タンパク質
はけして単独で働くのではなく、時間と空間に配
列された分子ネットワークとして機能している点
である。実際、ヒトには約十万種のタンパク質が
存在し、それらが適所への配置と複合体形成を通
じて多彩な生理機能を担う。ゆえに、心や記憶の
原理を理解するためには、タンパク質の全体的な
空間構成と機能、ならびに分子ネットワークの文
脈を解読することが不可欠である。冒頭でも述べ
たコージブスキーの「地図は領土ではない」に倣
えば、遺伝子発現やバルク量という地図から実在
の回路機能という領土を読み解くには、時間、空
間、相互作用の三座標を備えた新たなプロテオー
ム情報が必要となる。筆者らが開発してきた空間
プロテオーム解析は、この不足を補う分子基盤と
なりうる。一方で、未解決課題も明確である。第
一に、空間プロテオームは脳内分子ネットワーク
の“どこに在るか”を示すが、“どれだけ効いてい
るか”を定量するには、遺伝学的介入、光操作、
生理計測、機械学習を統合する複合的解析が必須
である。第二に、シナプスは時間とともに変化す
るため、発達・学習・睡眠・ストレス・病態進行
を横断する縦断解析によって、分子ネットワーク
の軌跡と可逆性／不可逆性を見極める必要があ
る。第三に、三者間シナプスにとどまらず、ミク
ログリアやオリゴデンロサイトを含むグリア多様
性や微小血管との細胞接着部位など、未踏の接着
コードがなお多く残されている。これらに迫るに
は、時相選択的近接標識、単一シナプス解像度の
プロテオミクス、シングルセル・トランスクリプ
トーム／メタボローム／脂質オミクスを統合する
マルチオミクス解析が不可欠である。とりわけ重
要なのは、得られた分子ネットワークを再現可能

な形式で公開し、分野横断で再利用できる分子地
図として整備することである。忘れてはならない
のは、分子地図の精緻化それ自体が目的ではない
という点である。目指すべきは、回路が生み出す
行動と認知という実在の理解を深め、その知見を
診断や介入へ橋渡しすることである。とくに、発
達障害や精神・神経疾患を含む多くの病態では、
回路特異的標的分子に立脚した創薬が現実味を帯
びる。個々の神経回路レベルでの高精度分子マッ
ピングは、抗体医薬や分子標的薬の開発に直結
し、患者ごとの回路特性に即した治療設計を促し
て、より有効で副作用の少ない個別化医療の実装
に繋がるものと期待される。
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