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研究成果の概要（和文）：跳躍伝導の K チャネルの局在に関与する Caspr2 の細胞内部分と直

接結合する分子として小胞体への蛋白質パッケージングに関わる carboxypeptidase E (CPE)
を同定した。これら両者間の相互作用を検討した結果、Caspr2 と CPE はともにラット大脳皮

質 2, 3 層の apical dendrites に共存し、細胞内のゴルジ/小胞体に共局在しており、Caspr2 の

膜輸送は CPE を介した trans-Golgi network によることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：To investigate the molecular mechanism for trafficking of Contactin-associated 
protein (Caspr) 2 to the cem membrane, we identified carboxypeptidase E (CPE) as a binding partner of 
Caspr2. Both Caspr2- and CPE-like immunoreactivities (IR) were found to co-localize in the apical 
dendrites and cell bodies of rat cortical neurons. In subcellular localization analysis, Caspr2- and 
CPE-like IRs were comigrated in the fractions of Golgi/ER. When Caspr2 cDNA was transfected into 
COS-7 cells with or without CPE cDNA, Caspr2 localized only in Golgi/ER without CPE, but localized 
in both Golgi/ER and plasma membrane with CPE. Our data suggest that CPE may be a key molecule to 
regulate Caspr2 trafficking to the cell membrane. 
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１． 研究開始当初の背景 

 
脊髄損傷を初め、種々の神経障害後の機能

再生過程において、正常かつ迅速な情報伝達
を回復するためには、再生された神経軸索で
の効率よい跳躍伝導が必須であり、軸索を取
り巻くミエリンの再形成とイオンチャネル

の適切なクラスタリングならびに局在化が
重要である。これらを規定する分子群として、
免疫グロブリンスーパーファミリーに属す
る接着分子コンタクチン群（コンタクチン、
TAG-1、BIG-1、BIG-2、NB-2、NB-3 の６
種）およびコンタクチン関連蛋白質群
（Contactin-Associated Protein, Caspr 1–5
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の 5 種類）が知られている。これまでの研究
から、Caspr1 は軸索上でコンタクチンと会
合しグリア細胞側の Neurofascin (NF) 155
と結合してパラノード形成に、一方、Caspr2
は TAG-1 と結合して K チャネルのクラスタ
ー形成とジャクスタパラノードへの局在に
関与することが明らかにされている。しかし、
これらの分子間相互作用の詳細については
明らかにされていない。 

Caspr 分子群は 5 つのうち 4 つの分子がそ
の C 末端部に PDZ（PSD-95, Disk, ZO-1）
ドメイン結合配列を持つ。PDZ ドメインとは、
その構造がポケット様であり、特異的な配列
（PDZ 結合配列）を持つ分子がそのポケット
様構造にすっぽりと結合するというドメイ
ン構造である。従って、PDZ ドメイン分子群
は、種々の蛋白質を会合させたり輸送したり
する働きを持つ、いわゆる足場蛋白質として
知られる。たとえば、NMDA 受容体をシナ
プス膜に輸送し固定する PSD-95 などが有名
である。Caspr 分子群は C 末端のアミノ酸配
列からﾀｲﾌﾟ II とﾀｲﾌﾟ III に分類される。一方、
K チャネルはﾀｲﾌﾟ I に属する。 

ミエリン形成ならびに跳躍伝導に関わる
分子機構の解析は、国内外において盛んに進
められている。特に、パラノード接着に関わ
る役者は揃いつつあると言っても過言では
ない。その中で、コンタクチン群のコンタク
チン、NB-3、TAG-1、および Caspr 群の
Caspr1、Caspr2 は特に重要であり、これら
各分子の遺伝子欠損マウスは、パラノード部
の接着構造が崩れ、K チャネルの局在の変化
が観察されると共に跳躍伝導の異常が報告
されている（Neuron, 2001; J. Neurosci., 
2001）。このように、パラノードの接着構造
およびチャネルの局在化にこれら分子群の
重要性は明らかにされたが、これらの分子間
相互連関やこれら分子を機能的につなぐ細
胞内足場蛋白質の存在に関する知見は報告
されていない。 
 
２． 研究の目的 

 
 本研究では、皮質形成異常を伴う難治性て
んかんの原因遺伝子として同定されたミエ
リン膜蛋白質コンタクチン関連蛋白質 2
（Caspr2）に焦点を当て、跳躍伝導の要であ
り、かつ、種々の神経精神疾患の原因でもあ
る「ミエリン構造の形成ならびにイオンチャ
ネルの正常なクラスタリングにおける
Caspr2の機能を解明する」ことを目的とし、
Caspr2/K チャネルと標的とした難治性てん
かんの薬物療法の確立と脱髄疾患の再ミエ
リン化への治療応用の実現を目指す。これら
の一貫した治療戦略の開発の中で、本申請で
は、Caspr2 および K チャネルの C 末端部
（PDZ 結合ドメイン）と結合し得る PDZ ド

メイン蛋白質（蛋白質の機能的複合体形成の
足場蛋白質となる）の探索を行い、ナトリウ
ム（Na）チャネルとカリウム（K）チャネル
のクラスタリングおよび局在化の分子機構
を明らかにすることを研究課題とする。本研
究で標的としているこの PDZ ドメイン蛋白
質が、これら分子複合体のソーティングやク
ラスター形成に極めて重要である可能性が
高い。従って、当該研究により得られる成果
は、神経−グリア細胞間クロストークの機能
的役割を解明するブレークスルーに値する
研究成果であると期待している。 
 
３． 研究の方法 

 
1）Two-Hybrid system を用いた Caspr2 と
結合する機能蛋白質群の探索と同定 
 酵母 Two-Hybrid スクリーニングシステ
ム （ MATCHMAKER GAL4 Two-Hybrid 
System 3、CLONETECH）を用いて、Caspr2
細胞内部分に結合する分子の探索を行った。
バイトには pGBKT7 に Caspr2 細胞内部分
47 ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 遺 伝 子
（Caspr2ICD）を組み込んだプラスミド
（ pGBKT7-Caspr2ICD ） を 用 い た 。
Caspr2ICD は SH-SY5Y 細胞の total RNA
を素材にした RT-PCR 法により作成した。一
方、プレイとしてヒト脳 cDNA ライブラリー
（CHLONETECH）を用い、キャリアのニ
シン精巣 DNA と共に、酵母（AH109）に形
質導入した。3.5 x 106 個形質導入酵母を
X-GAL を含む 4 アミノ酸（Ade, His, Leu, 
Trp）欠損 SD 培地（SD-AHLT 培地）上で、
30℃、4～5 日間培養した。生育したコロニ
ーからプラスミドを回収し、スクリーニング
された遺伝子を同定した。特に、PDZ ドメイ
ンを有する蛋白質に焦点をあてた。 
 
2）Caspr2 および標的分子の局在と複合体形
成の解析 
 GST-pull down assay や caspr2 特異抗体
ならびに標的遺伝子産物の特異抗体を用い
た免疫沈降実験を行い、Caspr2 と標的遺伝
子産物の直接結合を検討した。さらに、K チ
ャネル（Kv1.1、Kv1.2）と結合するか否かに
ついても調べた。次に、各種の特異抗体を用
いた免疫組織染色を行い、標的分子と caspr2
ならびに Kv チャネルの共局在について検討
した。具体的には、ラット大脳皮質および視
神経束の凍結切片を作製し、各々の特異抗体
を用いた免疫組織化学染色を行い、それらの
局在を比較検討した。次に、ラット大脳皮質
から蔗糖密度勾配遠心分離法を用いて、細胞
小器官の分画を行い、Caspr2、標的分子、
Kv チャネルの分布状況を比較検討した。 
 
３）Caspr2 および標的分子の相互作用解析



 

 

および Kv チャネル局在化機構の解析 
 pcDNA4 プラスミドに Caspr2、標的分子
および Kv チャネル遺伝子を組込んだ強制発
現ベクターを構築した。これらを単独あるい
は複数でサル腎細胞由来の COS-7 細胞に導
入し、強制発現させたこれら分子の局在を、
特異抗体および各種の小器官マーカーを用
いて蛍光二重免疫染色を行い、細胞内局在を
検討した。 
 
４． 研究成果 
 
1) Caspr2 細胞内部分に結合する蛋白質 

酵母 Two-Hybrid スクリーニングにより、
Caspr2 細胞内部分と結合する分子を検索し
た結果、78 個の陽性クローンが得られた。そ
れらのうち、12 個は carboxypeptidase E (CPE) 
の C 末端側をコードするクローンであった
（図 1）。さらに興味ある分子として、分子構
造内に PDZ ドメインを 1 個持つ protein 
associated with Lin-7（Pals-2）と PDZ-GEF2B
が得られた。このうち PDZ-GEF2B はノンコ
ード部分をコードしていたため除外した。従
って、上記の Pals-2 および CPE に着目して
Caspr2 との相互作用を検討することにした。 

 
図 1. 酵母 Two-Hybrid スクリーニングで得
られた CPE 遺伝子をコードする 12 クローン 
 
2) Caspr2 と Pals2、Caspr2 と CPE の結合 

Caspr2 と Pals2 および CPE の相互作用を
GST-pull down アッセイと免疫沈降法にて検
討したところ、Caspr2 と上記 2 分子は直接結
合することが明らかとなった（図 2）。スクリ
ーニングにより得られたクローンのすべて
はコーディング領域の一部を認識したクロ
ーンであったため、ヒト脳 cDNA ライブラリ
ーから全長の遺伝子スクリーニングを行っ
た。CPE 遺伝子の全長は得られたが、Pals-2

は得ることができず、以後の研究は CPE を対
象に行った。一方、CPE と Kv チャネルの相
互作用を免疫沈降法にて検討したが，直接的
な結合は検出できなかった。 

 

 
図 2. A) GST-pull down assay、B) 抗 Caspr2
抗体を用いてラット脳ライセートから免疫
沈降した産物を抗 CPE 抗体でウェスタンブ
ロット解析した。 
 
3) Caspr2 および CPE の発現と局在 

Caspr2 及び CPE の臓器別分布を調べたと
ころ、両分子とも脳に高い発現が見られた。
さらに脳各部位における発現を検討した結
果、両分子ともに広く分布していた。 
ラット大脳皮質の凍結切片で Caspr2, CPE, 
Kv チャネルの分布を調べたところ、いずれ
も皮質の錐体細胞及び樹状突起  (apical 
dendrite) に免疫染色像が認められた。また視
神経のミエリン部位においては、ジャクスタ
パラノード部に Caspr2 の染色を確認できた
が、CPE は検出できなかった（図 3）。Kv チ
ャネルの発現については鮮明な染色像が得
られずはっきりした結果を得ることができ
なかった。 

 
図 3. ラット大脳皮質切片（a, b）およびラッ
ト視神経束（c）を各種抗体による蛍光二重免



 

 

疫組織染色像 a) Caspr2 と CPE、b) Kv1.1 と
CPE、c) Caspr2 と CPE 
 
さらに、大脳皮質のホモジネートを作製し、
蔗糖密度勾配遠心分離法を用いた細胞内小
器官分画において、ミエリン, Golgi/ER, シナ
プトゾーム，ミトコンドリア，膜画分，可溶
性画分における Caspr2 及び CPE の局在を検
討した結果、両分子が Golgi/ER に局在した。
さらに、遺伝子を単独で COS-7 細胞に導入し
強制発現させた結果、Caspr2 および CPE 共に、
Golgi/ER に局在することが明らかになった
（図 4）。 

 
図 4. Caspr2 および CPE 遺伝子導入後の
COS-7 細胞における局在 上パネル）Caspr2
とゴルジ装置特異マーカーによる二重蛍光
染色像。下パネル）CPE と C6 ceramide に対
する蛍光二重免疫染色像 
 
4) Caspr2 は TGN を介して膜輸送される 
次に、COS-7 細胞に Caspr2 および CPE 遺

伝子の両方を導入した。その結果、両分子を
一緒に発現している細胞において、両分子が
Golgi/ER に局在するのみならず、細胞膜に移
送されている染色が認められた（図 5）。 

 

図 5. COS-7 細胞における Caspr2 と CPE の共
発現による両分子の局在 
 

以上の結果から、Caspr2とCPEは Golgi/ER 
に共局在し、強制発現 COS-7 細胞において、

Caspr と CPE の両分子を導入した細胞で 
Caspr2 の細胞膜への局在が認められたこと
から、Caspr2 の細胞膜への細胞内輸送に 
CPE が関与していることが推察された。CPE 
は、細胞の調節性分泌経路においてホルモン
前駆体のトランスゴルジネットワーク(TGN)
から分泌顆粒へのソーティングレセプター
としての機能が報告されており、Caspr2 にお
いても TGN における相互作用が考えられる。
一方、樹状突起には小胞体やゴルジ体の小器
官が分布しており、軸索にはそれらの小器官
は分布していないことが知られている。この
ことは、今回、皮質の錐体細胞から樹状突起
における共局在が示されたことに対し、視神
経のミエリン部位においては共局在が検出
できなかったことと一致する。本研究におい
て、Caspr2 と Kv チャネル分布の相互作用に
関与する分子を見つけることはできなかっ
たが、Caspr2 の細胞内輸送に関与する分子と
して、新規に CPE を見出した。 
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