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AMPA受容体は4つのサブユニット (GluA巨 4)がホモ,あるいはへテロの 4量体を形成す

ることで機能 している.このサブユニット構成 (組み合わせ)の違いによってAMPA受容体の

生理学的特性や受容体輸送が調節 されていることが知られている.そのため,AMPA受客体の

役割を明らかにする 卜で,各サブユニ､ソトの星を知ることは重要であるが,生体におけるそれ

らの屋の多寡はよく分かっていない.本研究では,ウェスタンブロットを用いてAMPA受容体

サブユニットの定量を行った.まず,各AMPA受容体抗体の相対的な抗体力価を調べるために,

3つのキメラタンパク貿 (GluA2/I,GluA3/1,GluA4/1)を作製した.これらのキメラタンパク

質を各AMPA受容体サブユニット抗体で検出し,そのシグナル強度を比較することで各抗体の

相対的な力価を決定 した.そしてこれ らの抗体価に基づいて各脳部位の細胞画分における

AMPA受容体の相対量を定量 した.その結果,大脳皮質ではGluA2とGluA3が多かったのに対

し,海馬では捌uAlとGluA2が多かった また,GluA2の鼠はGiuAlとGl岨A3を合わせた量と

ほぼ等 しく,カルシウム透過型AMPA受容体の特性を反映 した結果と考えられた.小脳では,4

つのサブユニットの量に違いはなく,G豆uA2を含まない (カルシウム透過型)AMPA受容体の
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存在を示 していた.更に,AMPA受容体量は脳部位や細胞画分によって異なった,これらの結

果は脳部位によるAMPA受容体の機能と役割の違いを反映していると考えられる.

考-ワ-ド:AMPA受容体,定量,脳領域,細胞画分,ウエスタンプロ､ソト

緒 言

AMPA型グル タミン酸受容体は中枢神経系に

おいて速い興奮性神経伝達を行う主要な分子であ

る.AMPA受容体は4つのサブユニ ット (GluA1

- 4)から構成 されており 1)2),ヘテロ4量体 ,

あるいはホモ4墓体を形威 して機能 していること

が示 されている3)隼 AMPA受容体の生理学的特

性や輸送はこれ らのサブユニット構成 (組み合わ

せ)に依存 して変化すると考 えられている 5)6)

例えば GluA2サブユニットは大部分のAMPA受

容体に含まれており,AMPA受容体のキネティタ

ス,シングルチャネルコンダクタンス,カルシウ

ム透過性を決定するだけではなく,AMPA受容体

のシナプス表面発現にも重要であると考えられて

いる7日 3).例 えば,海馬錐体細胞ではGluAlと

GluA2が多く発現 し,これらはほぼ同程度検出さ

れているのに対 して,GluA3はそれらの 5分の l

以下の量しか検出 されていない 7)14)~16),これ ら

のサブユニットから主にG漫uAl/A2,GluA2/AS犯

ヘテロ鐘量体を形威 して機能 しているが,特に海

馬CAi錐体細胞のシナプスの 80%が GluAl/A2

ヘテロメリッタ受容体であることが示 されてい

る10)13) ▲方,小脳では細胞種によって異なるサ

ブユニットが発現 している.プルキンエ細胞では

Glt且Al,GluA2及び GluA3が, 願粒細胞では

GluA2とGluA4が発現 し,バ-グマングリア細胞

では主にGluAlとGluA4が発現 していることが

示 されている7)17).とりわけバ -グマングリア細

胞の GluA2を含まないAMPA受容体は,バーグ

マングリアとグルタミン酸作動性 シナプス間の形

態的,機能的相互作用に必須であることが示 され

ている18)

これ らの知見から海馬と小脳では GluA2の相

対量が異 な り, この差 は海馬 と小脳における
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AMPA受容体の機能的特性や役割の違いを反映

していることが示唆 される.脳部位によって異な

る機能や発達過程の相違を分子レベルで明らかに

する上でAMPA受容体の機能や役割について知

ることは重要であり,そのためには各 AMPA受

容体サブユニ ッ トの鼠を正確に知る必要がある.

しかし脳部位や細胞画分によるAMPA受容体 タ

ンパク質の発現量の違いについては十分解明され

ていない.本研究では各AMPA受容体サブユニッ

トの特異的抗体を用いて 4つのAMPA受容体サ

ブユニッ トの窺比を定量 した.そのために,3種

類のキメラAMPA受容体 タンパク質 (GluA2月,

GluA3/1,GluA4/i)を作製 し,各抗体の相対的な

力価を決定 した.そしてこの抗体力価に基づいて

G王uAlに対するAMPA受容休サブユニ ッ トの相

対量を,大脳皮質,海馬,小脳のホモジネー ト,マ

イクロソーム,シナプ トソーム,PSDの各画分で

定量した.

方 法

キメラAMPA受容体サブユニットの作製

AMPA受容体各サブユニ ､ソトに対する抗体の

力価 を検定するためにキメラAMPA受容体 タン

パク質を作製 した すなわち3つのキメラAMPA

受容体cDNA (GluAlJ/l((;1uAコの 1-833ア ミノ

酸 と GluAlの 827-908ア ミノ酸),GluA3/1

(GluA3の 巨 838ア ミノ酸 とGluAlの 827-908

ア ミノ酸),GluA4/1(GluA4の 卜 834ア ミ}酸

とGluAlの 827-908ア ミノ酸))をpEF-BOB

ベ クタ- 19)に導 入 し3種類 の発現 ベ クタ-,

PBOS-A2/iC,PBOS-Å3/lC,PBOS-A4/lCを

作製 した. この発現ベクターを LIPOFECTA-

MINEPLUSReagent(LifeTechnologies)を使 っ

て HEK293細胞に トランスフェクションした ト
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ランスフェクションの 48時間後にハーベス トバ､,]

ファ- (lmMEDTA,1mM EGTA,lmMpheny仁

methylSulfony用uoride(PMSF日nPBS)により

細胞を回収 し,12000×gで 30分間遠心分鹿し

た. 仁清 を除 き,ハ-ベ ス トパ ､ソファ-/1%

TritonX1100を加えソニケ-ション後に4℃,30

分間ロ-チ-タ-で回転 させ,12000×gで 10

分間遠心分離 し,その上清をキメラタンパク質含

有画分として用いた く図1射.

細胞分画

細胞分画は0-4℃にて,Ca浦nらの方法を参

考にして行った20).8週齢マウス2匹分の大脳皮

質,海馬,小脳を摘出後プ-ル し,ホモジネ- ト

バ ッファ～ (0.32M sucrose,5mM EDTA,1/,jM

pepstatin,2/lM leupeptin,0.5mM PMSF)でホモ

ジナイズ した. このホモジネ- 卜を700×gで

10分間遠心分離 しこ5)日肯 (Sl)をホモジネ-

卜画分 と した. この ホモ ジネ- ト画分を更に

12,000×gで 10分間遠心分離 し,得 られた沈殿

(P2)を 0.8M, 1.2M の シ ョ糖密度勾配遠心

(82,500×g,2時間)によりシナプ トソーム画分

を得た. シナプ トソーム画分を更に lO/oTriton

X-100で 15分間処理 し,201,000×gで 1時間

遠心分離 を行い,得 られた沈殿 を40mM Tris-

HCl,pH8.0/1% SDSで溶解 LPSD画分とした.

マイクロソ-ム画分 (P3画分)は,S2画分 (Sl

を 12,000×宮で 10分間遠心分離 した上清)杏

266,000×宮で90分間遠心分離 し,得られた沈殿

を購mMTri告-HCl,pH8.0/10/aSDSで溶解する

ことで得 た. これ らの タンパ ク質濃度は BCA

ProteinAssayReagent(Pierce)によって定~鼓し

た.

脳内 Å1:TPil受容体サブユニットの定量

AMPA受容体附対;l丹)定 :I‖]~法は''L行報告,を

参考に した 21).まずキメラタンパク質を夢勘 ､た

ウェ ス タンブロ ッ トを行 うことで,4つの航

AMPA受容体抗体の相対的な力価を決定 した.今

回 作製 したキメラAMPA受容体を用いることで,

異なる2つのサブユニ ッ ト抗体で検損可能 とな

る.この時の抗原数は等 しいため,等 しい抗原数

に対する2つの抗体のシグナル強度を比較するこ

とで相対的な抗体力価を調べることができる.捕

体力価は GluAlの C末端領域 を認識す る抗体

相克G号uAIC抗体)を基準に決定 し,この抗体力

価の違いに基づいてAMPA受容体サブユニ ッ ト

の相対鼠を定義 した AMPA受容体サブユニ､ソト

相対量二は,大脳皮質,海馬,小脳から調製 したホ

モジネー ト 7 1/7日ソーム. シナI_7トソーム､

PSD画分で定義をした 各抗体で検出されたAMPA

受容体サブユニ ットのバ ン ドのシグナル強度 を

NIHImageによって比較 し,抗体力価で標準化す

ることによって GluAlに対する各サブユニ ッ ト

の相対量を決定 した.

免疫組織化学

ペン トバルビタール麻酔 (100mg/kgofbody

weightサLp.) Fで,40/oパ ラホルムアルデヒ ド/

0.1M リン酸バ ッファー (pH7.2)により濯流固

定 した.免疫組織化学の反応は全て室温で行った.

まず パ ラフ ィン切片 (4jlm;SM且000R;Le豆ca

Microsystems)をペプシン (0.2Nの塩酸で

1mg/mlに溶解 ;DAKO,Carpinteria,CA)によ

る前処理 を37℃で 10分間行い抗原を露出 させ

た.その後,10%のロバ血清で 20分間,AMPA

受容体サブユニ ットの一次抗体 (1mg/ml)で一

晩, ビオチ ン化 二次抗体で 2時間,Histofine

SAB-PO (氏)kit(ニチレイ,東京)を用いて 1

時間反応 させ染色した.免疫反応はチラミドシグ

チ)L増帖キ ･ソト (Pt,)･kit卜 IllJltllL.1･.Iloston,MA.

USA)を用いて可視化 し,脳切片像を顕微鏡によ

り観察 した.

抗 体

ウェスタンブロットには以下の抗体を使用 した

ウサギ抗 GluAIC末側抗体 (0.75雄舟 D22)23),ウ

サギ抗PSD-95抗体 (1/1g/ml)24),モルモット

抗GluA細 末側抗体 (1雄/ml)25),モルモット抗

シナプ トブイジン抗体 (0.1/1g/ml),モルモット

抗GIAST抗体 (0.5lig/mi)26),マウス抗 G呈tl彪N

末側抗体 (o･3雄 /ml;Mi首lipore), マ ウス抗
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図1 キメラAMPA受容体の構造と抗AMPA受容体サブユニット抗体の抗体力価決定

(A)キメラAMPA受容体の構造.これらはGluA2,A3,A4の C末端領域がGluAlの C末端領域に置換 して

ある.また,各抗体の認識酎立を示す.

(B)抗AMPA受容体サブェニット抗体の特異性 野生型マウス (WT),各サブユニットのノックアウ トマウ

ス (GluA-KO)から調製したホモジネ- 卜画分とキメラタンパク質のウェスタンブロット解析.

(C)3つのキメラタンパク質の希釈系列を用いた各サブユニットに対する拭体を用いたウエスタンプロ､ソト

(DHC)から得られた抗 AMPA受容体抗体の相対的力価のグラブ.エラ-バ-は標準誤差を示す.
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図2 各脳領域と細胞分画におけるAMPA受容体サブユニットの割合

(A)脳サンプルの希釈系列射 手封､たウェ スタンブロット解析.

(ら-M)GltiAlに対する各サブユニ､ソトの相対蔓遠を抗体力価 (図 l緋 に基づいて定毒をした.円グラフは各脳

領域 と細胞分画におけるAMPA受容体各サブユニットの比率.使用 した抗体濃度は材料と方法に記戟 し

てあるとおりである.ただし,大脳皮質と漸 雛)GltLA射 二関 しては抗体濃度2潤/mlで検出 した (*).

(N-Q脳狛 立におけるAMPA受容体サブユニ ッ トの免疫組織化学.GluAま(N),GluA2(0),GluA3(P),

GluA4(Q).
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GluA3N未傾眠 体 勘1g/ml;Mil極ore).免疫組織

化学にはウサギ抗GluA且抗体,ウサギ抗 GiuA2

抗体,ウサギ抗 GluA3抗体 27),モルモット抗

G号uA4抗体25)を使用した.

結 果

抗 AMPA受容体抗体の抗体力価の測定

最初に使用する抗AMPA受容体サブユニット

抗体の特異性を確認するために,野生型マウスと

各AMPA受容体サブユニットノックアウ トマウ

スの脳ホモジネー ト画分を用いたウェスタンブロ

ットを行った.その結果,野生型では約 100kDa

にバンドが検出されたが,ノックアウ トマウスで

は相当するバンドが消失しており,使用する各抗

AMPA受容体サブユニット抗体の特異性が確認

された (図11~i).

次に抗GiuA且C未側抗体に対する抗 GluA2N末

側,抗 GhiA3N未側,抗 G豆uA4N米側抗体の相対

的な抗体力価を決定するために,HEK293細胞か

ら抽出したキメラAMPA受容体タンパク質を用

いた定量的なウェスタンブロットを行った.全て

のキメラAMPA受容体タンパク質はC末端領域

がGluAlに置換 された構造をしているため (囲

IA),抗 GluAiCは全てのキメラタンパク質を認

識 したが,抗 GluA2N,Gl岨A3N,GluA4狛 まそれ

ぞれの断片を持つキメラタンパク質のみを認識 し

た (図1B).これらのキメラタンパク質の希釈系

列を調製 しウェスタンブロットを行い,GluAIC

で検出されたバンド濃度と同一の強度で検出され

るタンパク墓からG旦uAICに対するGluA2-4N

の抗体力価を算出した (GluAIC :GluA2N-

1.'0.17_+0.04.GhlAIC.IGluA3N- 1.'

0.26±0.09,GluA1C:G漫uA4N- i:1.33±

0.09,各n-3,平均値±標準誤差,図IC,lD).

この抗体力価に基づいてG盲uAlサブユニットに

対する各サブユニットの相対量を定義した.

各脳部位と細胞分画におけるllMPA受容体サブ

ユニットの割合

GluAlに対する各AMPA受容体サブユニット
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の相対鼠 を各脳領域と細胞画分で走塁した.大脳

皮質ではホモジネー ト画分でGluA2とGluA3が

多く,特にGluA2の割合は全AMPA受容体サブ

発現巌は相対的に低く,GluA4に関してはほとん

ど発現 してなかった (ホモジネ- ト画分 (Ho),

Å1:12.09± 1,72%,A2ニ49.97±5.98%,

A3:35,79±4.20%,Å4:2.16±0.620/0,各n

-5,平均値±95%信頼区間,図2A-B).これ

らの量的関係はマイクロソ-ムや PSD画分でも

ほぼ同じ傾向を示 したが,マイクロソーム画分で

はGluA2の割合が僅かに高かった (マイクロソ

-ム画分 (P3),Al:ll.71±0.72%,A2:

55.92±3.83%,A3:31.53±3.56%,A4:

0.84±0.470/0,各n-5,図2A,2C ;PSD画分

(PSD),Al:12.27±0.860/0,A2:45.16±

3.02%,A3:40.48±2.950/0,A4:2.10±

0,600/0,各n-4,図2丸 望E),対照的に,シナプ

トソ-ム画分ではGluA2の割合が500/o以下であ

り,代わりにGluA3の割合が高くなっていた (シ

ナプ トソ-ム画分 (Sy),Al:10.60± 1.520/0,

Å2:38.40±4.96%,A3:魂8.59±5.85%,

A4:2.41±0,86%,各 n-4,図2A,2D).

海馬でもGまuA2が多く,全AMPA受容体サブ

ユニットの50%以上がGluA2であったが,大脳

皮質とは対照的に,GhLAlが多くGluA3が少なか

った (Ho,Al:29.04±2,16%,A2:57.22±

3.39%,A3:12.63±5.710/0,A4:1.11±

0.840/0,各n-5,図2A,2F).そして大脳皮質

と同様に,これらの割合はマイクロソームやPSD

画分でもほぼ同じで,マイクロソ-ム画分では

50%以上がGluA2であった (P3,Ai:33.51±

1,26%,A2:53.18±5,旦5%,A3:12.86±

4.69%,A4:0適6±0.12%,各 n==5,図2A,

2G ;PSD,Al:30.0及±3.040/0,A2:49.92±

3.200/0,A3:17.65±3.920/0,A4:2.42±

0.910/0,各n-5,図2A,2I).更に,シナプ トソ

ーム画分では他の画分に比べてGluA2の割合が

小 さいという点も大脳皮質と類似 していた (Sy,

Al:35.93± 1.27%,A2:購.90±4.77%,

A3:21.17±3.590/0,Å4:2,00± 1.14%,各
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図3 2つの タイプの GluA2

(A)抗 Gltm 抗体を用いたウェスタンブロッ トの写素.高分子量 (成熟型)と低分子量 (末成熟型)の 2つの型

がホモジネ- ト画分とマイクロソ-ム画分で検出された.成熟型GluA2と末成熟型GluA2はそれぞれ黒矢

軌 灰矢頭で指 し示 してある_各レ-ンの タンパク質鼠はホモジネ- 卜画分とマ イクUソ-ム画分で 20/1g,

シナプ トソ-ム画分では5/Lg,PSD画分では 3/1gである.

(B)末成熟型GluA2率の グラフ. シナプ トソ--ム画分 と PSD画分では朱成熟型GIuA2は検出 されなかった

(N.D.).ェラ-バー-は標準誤差を示す.**p<().01.

n-5,図2A,2I虹

小脳では,AMPA受容体サブユニットの割合は

大脳皮質や海馬とは大きく異なり,ホモジネー ト

画分やマイクロソーム画分では4つのサブユニッ

トが ほぼ 同程 度 存 在 してい た (Ho,Al:

24.00±4.68%,A2:23.83± 3.76%,A3:

29.86±5蘭 %,A4:22.32±4.350/0,各 n-5,

図 2A, 2J',P3,Al:27.35±2.840/0,A2:

30.88±6.71%,A3:23.31±6.05%,A4:

18,46±9.50%,各 n-5,図2A, 2K).一方で

シナプ トソームや PSD画分におけるGluA2の割

合は高かったが,大脳皮質や海馬に比べるとその

割合は低 く購 %程度であり,GluA2を含まない

カルシウム透過型のAMPA受容体が存在 してい

ることが示 された (Sy,Al:26.38± 6,07%,

AL):311う(q± 7.44'施.A3:14.3.r=)±:i.71%.

A4:27.89± 6,62%,n-5,図2A,2L ;㌣SD,

Al:22.85± 3.79%,A2:37.92± 8A90/0,

A3 :12.17± 8.91%,A4:27.06± 8.380/0,

n-5,図2A,2M).小脳バーグマングリアには

多くのAMPA受容体が発現 していることが示 さ

れている7).そこで,シナプ トソーム画分やPSD

画分に存在するGluA2を含まないAMPA受容体

がバーグマングリア由来である可能性を調べるた

めに,グリア細胞のマーカー分子として GIAST

の発現量を調べた.GIASTは特にバ-グマング

リアの細胞膜 Lに多く発現 していることが知られ

ている26).ホモジネ- ト画分に対するタンパク

質あたりの含量を調べた結果,大脳皮質や海馬に

比べて小脳ではシナプ トソーム画分や PSD画分

でより多くの GLASTを含んでおり,小脳のシナ

プス画分にはバーグマングリア由来の成分が多く

含まれていることが示唆 された. この ことは,

GluA2を含まないAMPA受容体はこの細胞由来

であることを想定 させる (図 4A一顧. ･方,こ

の結果から小脳のシナプ トソ-ム画分や PSD画

分には他の成分の混入が多く,シナプス部位が濃

縮 されていない可能性も考えられた.そこでこれ
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図4 マ-カ-分 子のウェスタンブロット

(A)抗 G工AST,シナプ トブイジン,㌣SD-95抗体で検出 した各分 子のウェスタンブロット GulST,シナプ トブ

イジン,PSD-95をそれぞれ,グリア細胞,シナプ トソ-ム画分,PSD画分のマ-カ-分子とした.各レ-ン

のタンパク質量は,大脳皮質と海馬は,ホモジネ- 卜画分とマイクロソ-ム画分は20flg,シナプ トソーム画

分は5欄 PSD画分は3雄 である.小脳は,ホモジネ- 卜画分とマイクロソーム画分は30/増 ,シナプ トソー

ム画分は 6/1g,PSD画分は5jlgである.

(B-D)グラフの値はホモジネ- ト画分に対するタンパク質凝あたりの最として示 してある,GLAST (B),シナ

プ トブイジン (C),PSD-95(D).エラ-バーは標準誤差を示す.

らの画分におけるシナプ トブイジンとPSD-95

の含量を測定した結果,大脳皮質や海馬と同様に

全例 (各n- 5)で顕著に濃縮されていることが

確認され,これらの画分では確かにシナプス部位

が濃縮 されていることが示 された (図 4A, 4C,

4D).このことは,バ-グマングリアに存在する

AMPA受容体がシナプ トソーム画分へ移行する

形状と形質を持つことを想定させる.

免疫組織化学とウェスタンブロット解析の比較

AMPA受容体の免疫組織化学を行い,ウェスタ

ンブロットから得られた相対量との比較を行った

(図2N-Q).免疫組織化学では,GluAl,GltLA2,

GluA3は脳全体 に分布 しているのに対 して,

GluA4は小脳に非常に限局していた.つまり,小

脳では4つのサブユニット全てが十分発現してい

た.一方で大脳皮質では,GluA2,GluASの免疫反

応がGlllA1に比べて強かった.対照的に海馬では

GluAlとG及llA2の免疫反応が強く,GluA3の反応

は非常に弱かった.これらの結果はウェスタンブ

ロット解析から得られた大脳皮質,海馬,小脳の

AMPA受容体発現巌とよく-一致 している.

糖鎖修飾による2つのタイプの (iluA2

図2Aに示 されるウェスタンブロットで2つの

サイズの GluA2が検出されているが,これらは糖

鎖修飾の違いによるものであることが知られてい

る28),lつは高分子量に検出され 主にシナプス

画分に濃縮 している (成熟型).もう1つは低分

子量で検出され,ERを含む画分に存在するがシ

ナプス画分には見られない (末成熟型).本研究

でもホモジネー ト画分,マイクロソーム画分でこ
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図5 脳領域 .細胞分画ごとの AMPA受容体の相対量

大脳皮質 ホモジネ- 卜画分の GluAlに対する相対量一各定量値は表 1に示 してある.

エ ラーバ ー｣封票準誤差を示す.

の 2つのタイプの GまuA2が共に検出され,特にマ

イクロソ-ム画分ではいずれの脳部位でもGluA2

の 50%以 Lが未成熟型であり,ホモジネー ト画

分と比較 しても未成熟型 GluA2の比率は有意に

高かった く大脳皮質 :掴 )-12.906,p<0.01;

海馬 :t棚 - ll.424,p<0.01;小脳 :i(4)-

9.330,p<0.01,図 3).また,未成熟型 GluA2は

シナプ トソーム,PSD画分では検出されなかった

が,この結果は先行研究と一致 している28)

脳部位問によるAl･.IPA受容体量の違い

脳部位や細胞画分によるAMPA受容体の墨的

な違いははっきり分かっていない.大脳皮質ホモ

ジネー ト画分の GluAL巌を基準に,相対的な

AMl'A受'糾本量を比較 した (図5.表 1).獅 I-i/JI

を比較すると,AMPA受容体はどの脳部位でも

PSD画分に有意に濃縮 していた (大脳皮質 :F

(3,14)-18.496,p< 0.01;海馬 :F (3,抽 -

14.657,p<0.01;小脳 :F (3,14)- 14,657,

p<0.01,図5,表 l).脳部位による比較では,ホ

モジネ- 卜画分やマイクロソ-ム画分では海馬の

AMPA受容体巌が大脳皮質や小脳の約 2倍多い

ことが示 された (F (2,12)-8.836,p<0.01)

が,シナプ トソーム画分とPSD画分では統計的

に有意な差は見られなかった (Sy:F(2,9)-
1.446,n.S;㌣SD :F (2,10)-0.805,n.ら,図5,

索l).これらの結果は,AMPA受容体の含鼠は脳

部位や細胞画分によって異なるものの,シナプス

で非常に高密度に存在 していることを示 してい

る.

考 察

本研究ではウェスタンブロッティングによって

AMPA受容体タンパク質の量を定量した.これま

でに,RT-PCRによるAMPA受容体サブユニッ

トの mRNAの産室解析 7)15)早,プロテオ ミクス

による前脳 PSD画分での定量解析は行われてい
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表l 大脳皮質ホモジネ- 卜画分 GittAlに対するAMPA受容体の相対巌

541

大脳皮質

GluA1 GluA2 GiuA3 GluA4 全体

ホモジネー ト 1 4.21±0.39

マイクUソ-ム 0.91坐()｡11 4.魂33=0.68

シナプ トリ--ム 2.36:聖0,58 軌58堂2.16

PSD 7.583=1.43 岩軌141=5,58

≡.983=0.14

2A3:皇0.27

101)--i±2.･･10

24.89±4.79

0.18±0.01 軋37±0:lli

0.OT±0.02 7.日LI±1.(16

0.,55±0,16 tli3.い1±5.19

1.:礼)±i).:i2 61.～)O±12.0･-I

ホモジネー ト 4.37±0.35

マイクロゾ-ム 4.59±0.44

シナプ トソ-ム 11.393=1.91

PS11 1Lq.67±iZ.20

8.543=0.53

7.15±0.57

ユ3.81±3.43

30.91±4.12

1.60空0.25

1.8後 ±0中28

G.27±0.75

9.94±1.25

0,18±0.0:1 13.19±I.71

0.06±(1.01 12.16±1.70

(l.7-i±0.12 29.C1;I)±-1.9.Ll

lJLi±0.1.1 517.1(う±6.85

ホモジネ- ト 1.38±0,21

マイクロソ-ム 1.57±0.23

シナプトソ--ム 5.253:1.06

PSD 10.023=1.69

1.魂8±0.35

上90士0.43

6.0ユ±0.55

18.1:i±.I).71

1.81士0.38

1A5:と0.34

2.683=0,52

5年753=2.08

1.:i(う±0.28 6,03±1.1と_)

0.iltF=)±0.0.･-) 51.86±1.00

5.28士1.25 19.23±3,00

10.9.1±iZ.LliZ L1--i..<2±10.10

平均値3=標準讃描IJ･

る 16)が,AMPA受容体タンパク質を脳各部位,

細胞画分で定量的に会席 した報告はなかった.

AMPA受容体タンパク質を定量するために,ウェ

スタンブロットは最も簡単な方法であるが,異な

った分子を定量するためには,それぞれの抗体の

力価を知らなければならない.そこでまず,抗原

数を揃えることを目的としてキメラAMPA受容

体タンパク質を傍観し,このタンパク質のウェス

タンブロットにより各抗体の力価を調べた.そし

て抗体力価の違いに基づいて脳内 AMPA受容体

サブユニットの相対量を定義することに成功 し

た.

(;1u:12は主要サブユニットである

GiuA2はAMPA受容体機能を決定する上で重

要なサブユニットであり,ほとんどの AMPA受

容体が GluA2を含むヘテロメリ､ソクAMPA受容

体を形成 していることが電気生理学的な研究から

示されている8)ll)13).海馬神経細胞ではG漫uA且と

GまuA2が多く,この2つのサブユニットに比べる

とGluA3は少ないため,大部分が GltiAl/Å2へテ

ロメリッタ受容体である7)12)14日 6).好T-PCRに

よる定量解析では大脳皮質の GluAlは海馬に比

べると少ないことが示 されている7).今回,ホモ

ジネー ト画分において大脳皮質では GluA2と

GluA3が多いのに対 して,海馬では GluAlと

GluA2が多い ことを示 した. 興味深 いの は,

GluA2の量が GluAlとGluA3を合わせた巌とほ

ぼ等 しかったことである.この関係は PSD画分

でも見られ これらの脳部位のシナプスでのカル

シウム非透過型 AMPA受容体の存在を反映 して

いると考えられる.そしてこれらの結果は,海馬

では GluAl/A2,大脳皮質ではGluA2/A3という

へテロメリックAMPA受容体が中心となって機

能していることを示唆する.

また,マイクロソ-ム画分でもGluA2が多いこ

とが示されたが,これは細胞内 Glt漬2プ-ルの存

在を反映 しているかもしれない.AMPA受容体は

小胞体で会合するが,この過程は主に GluA2の

Q/R編集部位によって調節 されている.そして,

か胞体では大量の GluA2プ-ルが存在 しており,

この GiuA2はウェスタンブロットにおいて低分



542 新潟医学会雑誌 第125巻 第 10号 平成 23年 (2011)io月

i-墨サイズとして検出される 2隼 本 研 究 でもマ

イクロソーム画分において低分 子駁サ イズの

GluA2が 500/o以 上二検出 されており,羽 泡体にお

ける細胞内 GluA2プ-ルを反映 していると考え

られる.

緋 憤的に,GluA2を含まないAMPA受容体は

特定の細胞や条件で存在 し,この受容体はカルシ

ウム透過性を示す.小脳では,バ-ダマングリア

細胞においてGluAlとGluA4の mRNAが主に検

出されるが,(;1uAL'とく~',111Aこミし7)111RNAは検lLhさ

れないことが報喜されていることから,GluA2を

含まないAMPA受容体が発現 している7)14)29)30)

実際に,小脳ホモジネ- 卜画分では4つのサブユ

ニッ ト量に差はなく,GluA2を含まないAMPA

受容体の存在を示 している.また,大脳皮 質と海

馬のシナプ トソーム画分でもGluAl,GluA3を合

わせた量が GluA2より多くGluA2を含まない

AMPA受容体が存在 していることが示唆 された

那,これ らのAMPA受容体もGluA2が発革まして

いない細胞に発現 しているAMPA受溶体と考え

られる.例えば,インタ-ニュ-ロンやグリア細

胞では GluA2が発現 していない細胞があること

が知られている8)31)134)が,実際にシナプ トソー

ム画分では大脳皮質や海馬でもGIJASTが相対的

に多く検-Lfほ れており,少なくともグリア細胞が

この画分に含まれていることを示 している,

脳部位による :lllP:l受容体量の違いと機能差

大脳皮質ではG豆uA3を含むAMPA受容体が多

いのに対 して,海馬ではG昔uAlを含むAMPA受

容体が多い.そして小脳ではGluA2を含まない

AMPA受容体が多い. これ らの違いからAMPA

受容体の輸送や機能的特性が脳部位によって異な

ることが示唆 される.

Passafaroらは,GluAl/A2受容体は最初シナプ

ス外に挿入された後,側方移動によってシナプス

に取 り込まれるのに対 し,GluA2/A3受容体はシ

ナプスにより直接取 り込 まれることを示 してい

る35).異なる研究でも,海馬培養細胞において

GluA3は樹状突起に濃縮するが細胞体等には見ら

れない36).本研究では,海馬シナプ トソ-ム画分

ではホモジネ- 卜画分に比べて有意に濃縮 してい

るものの,大脳皮質での濃縮は有意ではなかった.

この結果はGluAlを含むAMPA受容体の膜発現

効率が高 い ことを反映 しているように思われる.

-方でPSD画分のAMPA受容体量は大脳皮質と

海馬で差がないことから,大脳皮質の AMPA受

容体 (i三にGluA2/A3受容体)はシナプスにより

直接挿入されているというPassafaTOらの報告と

矛盾 しない.しかし,明らかにGlはAlが少ない大

脳皮質でも,シナプ トソーム画分のAMPA受容

体遍は海馬 と有意に異 ならなかった.つ まり

GluAlを含むAMPA受容体の方が膜素面輸送効

率は高いかもしれないが,AMPA受容体輸送は必

ずしもサブユニットに依存 していないように思わ

れる.AMPA受容体は様々なタンパク質の修飾を

受けて膜表面発現調節が行われているが 37) 4()),

最 も強 く調節 しているタンパク質はTARPsであ

ろう41)42㌧TARPsサブユニットは脳部位,細胞

種によって発現分布が異なるだけでなく,サブユニ

ットによってその役割も少しずつ異なる27)頼 -48)

そしてTARPsの発現 レベルやTARPs/AMPA受

容体の墨的関係の違いがAMPA受容体機能の調

節メカニズムの 1つであることが示唆 されてい

る49)50).従って,AMPA受容体の輸送を考えるに

はTARPsとの相互作用も考慮する必要があると

考えられる.

ノックアウ トマ ウスの解析 か ら GluAlと

GluA3の役割の違いが示 されている.例 えば,

GluAlノックアウ トマウスでは海馬CA3-CAlシ

ナプスの長期増強 (iJOng-termPO絶ntia如n:LTP)

が消失するものの,大脳皮質での LTPは正常で

あることが示 されている51)52) 一一万GluA3ノッ

クアウ トマウスでは海馬 LTPが先進するのに対

して,皮質一外側扇桃体経路での ⅠJPの減弱が見

られる53)54).そしてこれらのノックアウ トマウス

では行動学的表現型にも違いが見られる 54ト 57)

これらの違いは各サブユニットの機能的特性だけ

ではなく,脳部位による豊の違いも反映 している

と考えられ 脳部位によって各サブユニットの機

能的意義が異なることを示唆す る. すなわち,

AMPA受容体の役割を明らかにするためには各
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サブユニットの巌的な違いを考慮 し,脳部位によ

る各サブユニットの機能的意義を明らかにするこ

とが重要であると考えられる.

本研究ではウェスタンブロッ トによりAMPA

受容体サブユニ ッ トを定量する方法を確立した.

その結果,脳部位や細胞画分によってAMPA受

容体サブユニットの相対量が異なることが示 され

た#例えば大脳皮質と海馬では,大部分がカルシ

ウム非透過型AMPA受容体であることを反映 し,

GluA2が多 く発現 していたが, 大脳皮質では

GluA3を含む AMPA受容体が多く,海馬では

GluAlを含むAMPA受容体が多いことが示 され

た. 一方で,小脳のAMPA受容体量は GluA2を

含まないカルシウム透過型の存在を反映するもの

であった.これらのサブユニット量の違いは各脳

部位におけるAMPA受容体機能や役割の違いを

示唆するものである.
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