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ハイライト
・HAPLN4とブレビカンとは台形体内側核シナプス前終末とニューロン間のシナプス周囲腔に共局在する．
・Hapln4-KO マウスでは，台形体内側核周囲の$PNN でブレビカンの異所性発現が認められた．
・in situ PLA 法により，PNN における$HAPLN4 とブレビカンの相互作用が明らかとなった．
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研究の背景と経緯

　ペリニューロナルネット（PNN）は，パルブアルブ
ミン陽性のCGABA 作動性介在ニューロンなどに最も
顕著に存在する特殊な細胞外マトリックス（ECM）構
造である．PNN は生後発達し，臨界期の終了と共に完
成することから，経験依存的神経可塑性を制御すると
考えられている．PNN の構造は，ニューロンが発現す
るヒアルロン酸にコンドロイチン硫酸プロテオグリカ
ン（CSPG）を主体とするマトリックス分子が高密度
な会合体を形成したものである1）．
　リンクプロテイン（HAPLN）は，アグリカンなど
のレクティカンファミリーCSPG のヒアルロン酸への
G1 ドメインによる結合を安定化させるタンパク質と
してCPNN 形成と制御に関わる重要分子である2）．
HAPLN4 は脳幹と小脳に顕著に発現するが，台形体内
側核（MNTB）ニューロンを含む聴覚脳幹ニューロン
で典型的に発現している3）．我々の行ったCHapln4-KO
マウスを用いた研究では，KO マウスでは野生型マウ
スよりも高周波数で高い聴覚閾値と弱い時間分解能が
検出された4）．また，加齢に伴うCMNTB の細胞外拡散
パラメータに対するCHAPLN4 欠損の影響も報告して

いる5）．これらの結果は，聴覚機能におけるCHAPLN4
の重要性を示唆するものである．
　Calyx of Held とは，蝸牛神経核から伸長した軸索終
末端が対側台形体核の主細胞に形成する萼状のシナプ
スのことで，これまでの電子顕微鏡による研究により，
calyx of Held におけるアグリカンとブレビカンの正確
な分布パターンが明らかにされている6）．すなわち，
ブレビカンは，calyx of Held とCMNTB ニューロンの
間の細胞周囲空間に顕著に局在し，シナプス間隙を封
鎖している．一方，アグリカンは，calyx of Held シナ
プス前終末とCMNTB ニューロンの周囲全体を取り囲
んでいる．アグリカンとブレビカンのCPNN 形成の違
いは，細胞／シナプス表面におけるそれぞれの機能の
違いを示しているのかもしれない．
　これらのことから，特定のCHAPLN とレクティカン
の分子セットは，機能の異なるCPNN を形成している
可能性があると考えられた．この仮説を検証するため
に，Hapln4 遺伝子欠損がCPNN の形成に及ぼす影響
を，Hapln4-KO マウスと野生型マウスの免疫組織化
学およびCin situ proximity ligation assay （PLA）を用
いて評価した．
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研究の成果の内容

1 ．マウス台形体内側核における HAPLN4 及び PNN
関連分子の発現解析
　免疫組織化学解析により，ブレビカンとCHAPLN4
はCcalyxCof Held シナプス前終末とCMNTB ニューロ
ン間のシナプス周囲腔に顕著に局在し，アグリカンと
HAPLN1 はCcalyxCof Held シナプス前終末とCMNTB
ニューロンの周囲を取り囲むニューロピルに存在して
いる．
2 ．Hapln4-KO マウス台形体内側核におけるブレビ
カンの異所性発現
　MNTB のCPNN 成分の詳細な空間的関係を明らかに
するため，calyx ofCHeld をシナプスマーカーVGLUT1
の免疫染色により可視化した．野生型マウスのCMNTB
については，HAPLN4 とブレビカンの免疫染色が
VGLUT1 染色に囲まれる形で確認されるが，Hapln4-KO
マウスではブレビカンの免疫反応は，VGLUT1 染色の
周囲に顕著に存在していた（図C1 Ａ，Ｂ）．このこと
は，HAPLN4 非存在下において，ブレビカンの局在が
calyx of Held シナプス周囲の細胞外スペースに異所的
にシフトしていることを明確に示している．対照的に，
HAPLN1 とアグリカンは両遺伝子型において，calyxC

of Held シナプス周囲の細胞外スペースの局在は変化
しなかった．レクティカンのＣ末端で架橋するテネイ
シンＲもアグリカンと同様の発現パターンを示した．
3 ．PNN 形成における HAPLN-レクティカン分子の
特異的な結合の重要性
　Hapln4-KO マウスのCMNTB におけるブレビカン
の異所性発現の分子機構をより深く理解するために，
組織切片における内因性タンパク質－タンパク質相互
作用の可視化に優れた手法であるCinCsituCproximityC
ligation assay （PLA）を導入した．Calyx のマーカー
VGLUT1 の免疫染色を組み合わせることで，HAPLN
とレクティカンの相互作用の差異を同定する強力なア
プローチとなる．
　HAPLN1 とアグリカンの一対の一次抗体は，野生型
マウスとCKO マウスともに，VGLUT1 染色の周囲に
ニューロピル様形態を持つ細胞外スペースに豊富なシ
グナルを生じた（図C1 Ｄ，Ｆ）．一方，HAPLN4 とブ
レビカンの一次抗体のペアは，野生型マウスではCcalyx
of Held とCMNTB ニューロン間のシナプス周囲腔に点
状のシグナルを生成することができた（図C1 Ｃ）．
HAPLN1 とブレビカンの一次抗体の変則的なペアは，
Hapln4-KO マウスでのみ，周囲の細胞外空間に顕著
なシグナルを示した（図C1 Ｆ）．

図C1 　台形体内側核ペリニューロナルネット概念図
HAPLN4 はCcalyx of Held シナプス前終末とCMNTB ニューロン間のシナプス周囲腔にブレビカンを特異的に局在させるのに重要であ
ることが明らかになった．受賞論文より転載許諾を得て引用．
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研究成果の意義と今後の展望

　本研究により，HAPLN4 がCMNTB のCcalyx of Held
シナプス前終末とCMNTB ニューロン間のシナプス周
囲腔にブレビカンを特異的に局在させるのに重要であ
ることが明らかになった（図C1 ）．一方，HAPLN1 に
依存してアグリカンの発現は，calyx of Held シナプス
周囲のニューロピルに局在していることが示された．
　それぞれのCHAPLN に依存した微小CPNN 構造がど
のようにして明瞭に形成されるのか，という疑問に関
して，今回の研究よりCHAPLN とレクティカンのCG1
ドメインとの結合親和性の違いが寄与することが示唆
された．しかしながら，この仮説の検証には，さらに
HAPLN とレクティカンの結合親和性を測定する生化
学的な実験，その他の必要なメカニズムを検討する必
要がある．
　MNTB ニューロンは，巨大な軸索末端であるCcalyx 
of Held の単一入力を受ける．成熟したCcalyx of Held
シナプスでは，入力信号に応じて多量の興奮性神経伝
達物質グルタミン酸を放出し，高速かつ高信頼性の伝
達を行う．Calyx of Held シナプスは，高密度に組織化
されたCPNN に包まれているが，PNN の機能的重要性
は最近まで明らかにされていなかった．しかし，近年
のCPNN 形成の理解の進展に基づき，PNN 成分を欠損
した遺伝的モデルの脳スライスでパッチクランプ記録
を行うことができるようになっている．HAPLN4 欠損
マウスでのパッチクランプ記録実験により，calyxCof
Held シナプスの伝達における機能的解析が期待される．
　CPNN は多くの精神疾患に関与していることが近年
報告されてきている1）．PsychENCODE コンソーシア
ム（C1321脳サンプル）の遺伝子発現データを用いた
13435遺伝子のトランスクリプトームワイド関連研究

（TWAS）CFUSION 解析によると，HAPLN4 遺伝子が
有意な遺伝子として含まれている7）．Ji らは，196の統
合失調症リスク遺伝子に転写－神経画像解析を適用し，
統合失調症患者における灰白質体積（GMV）の変化と
関連する98の遺伝子を同定した8）．注目すべきは，同
定された98の遺伝子は，分子機能的にC8 つのCgene
ontology term に有意に濃縮され，そのC2 つがCCSPG 結
合やヒアルロン酸結合を含むものであったことである．

中でもCHAPLN4 は最も大きな負の相関を示し，同遺
伝子の発現は統合失調症患者のCGMV 減少の大きい脳
領域で低かった．以上のように，PNN 関連遺伝子と精
神疾患との関連がますます注目されており，HAPLN4
のシナプス形成・機能維持機構の解明は重要であると
考えられる．
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