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興奮毒性におけるNMDA型受容体の関与
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The Role of NMDA Receptor Epsilon Subunits in Excitotoxicity
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要

グルタミン酸興奮毒性は，脳虚血やてんかんなどの急性疾患ばかりでなく，長い過程を経る

神経変性疾患による神経細胞死の原因としても注目されている．グルタミン酸受容体チャネル

は，興奮毒性発現機序において中心的な役割を果たしていると考えられてきた．とりわけ，高い

Caイオンの透過性を持つNMDA型グルタミン酸受容体はその鍵を握る分子として注目されて

きた．この受容体の機能特性を決定する4種類のGluREサブユニットノックアウトマウスを用

いて，カイニン酸急性毒性におけるNMDA型受容体の関与を検証した．その結果，GluRElサ

ブユニットがカイニン酸による興奮毒性発現に最も重要な役割を果たしていることが明らかに

なった．さらに，小脳願粒細胞に有意に発現するGluRe3や幼者期に主な発現があるGluRE4に

も毒性発現への影響力が有ることから，NMDA型受容体は様々な機序で興奮毒性に関与してい

ることが示唆された．

キーワード：グルタミン酸受容体チャネル，ノックアウトマウス，興奮毒性，カイニン酸，神経

細胞死

は　じ　めに

神経細胞は，虚血や低血糖などのエネルギー低

下やてんかんなどの異常興奮により細胞死を起こ

すことが知られている．その発生機序として，グ

ルタミン酸の過剰放出や再取り込みの低下による

細胞間隙のグルタミン酸濃度上昇により，神経細

胞の長期に渡る脱分極状態と細胞内カルシウム濃

度の上昇が考えられている．グルタミン酸興奮毒

性として知られているこの現象は，脳虚血やてん

かんなどの急性疾患ばかりでなく，長い過程を経

る神経変性疾患による神経細胞死の原因としても

注目されている1）．グルタミン酸受容体チャネル

は，神経細胞興奮の最初の過程を担う分子群であ

り，興奮毒性発現機序においても中心的な役割を

果たしていると考えられてきた．とりわけ，高い
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C a イオ ン の 透過性を持つ N M D A 型 グ ル タミ ン酸

受容体は その 鍵を握 る分子 と して注 目さ れて き

た
.
こ の受容体は, 遺伝子 ク ロ

ー ニ ン グ と その 機

能発現解析により, Gl u R ( 1 ( N Rl) サ ブユ ニ ッ ト

と 4 種類 の Glu R E l ( N R 2 A) , ∈2 ( N R 2 B) , E 3

( N R 2 C) , ∈4 ( N R 2 D ) サブユ ニ ッ トの 組み合わせ

により構成される ヘ テ ロ オリ ゴ マ
-

で働く こ とが

判明 して い る. Gl u R E l サ ブユ ニ ッ トに は alt e r n a
-

ti v e s pli ci n g に より さら に 8 つ の s pli c e v a ri a n t が

存在して おり, 受容体機能との 関連が議論 さ れて

い る が, その 生理機能に つ い て の 定説は ない .

一

方, Gl u R ∈ サ ブユ ニ ッ ト は, そ の 発現分布が脳 の

発達段階や部位 に より異な っ て い る ばか り で な

く , Gl u R E l サ ブユ ニ ッ トと組合わ さ っ て 形成 さ

れる N M D A 型受容体 の 薬理学的 ･ 電気生理学的

特性が異な っ て おり, こ の 受容体の 機能的な多様

性 の 分 子基盤 が Gl u R E サ ブ ユ ニ ッ トの 多様性で

ある こ と が明 らか に さ れて い る 2) 3) . 我 々 は , こ

れまで に N M D A 型受容体の 生理機能を明 らか に

する た め に 4 種類 の Glu R E サブ ユ ニ ッ ト の 遺伝

子 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を作成 した 4)‾ 7) . 本研究

で は, 興奮毒性発現 の 機序 に N M D A 型受容体 が

どの よう に関わ っ て い るの か を検討した .

カイ ニ ン酸は, A M P A 型お よび カイ ニ ン酸型グ

ル タ ミ ン酸受容体チ ャ ネル の 強力なア ゴ ニ ス ト と

して知 られて おり, て ん か ん モ デ ル作成や 神経変

性疾患研 究に興奮毒性薬と して用 い られて い る .

本研究で は, 興奮毒性に N M D A 受容体が どの よ

う な役割を果たすの か を調 べ るた め に, 4 種類の

Glu R E サ ブ ユ ニ ッ ト ノ ッ クア ウ トマ ウス に カイ ニ

ン酸を投与し, 検討をお こ な っ た .

方 法

マ ウス

N M D A 型 受 容体 チ ャ ネ ル Glu R E l , Gl u R E 2 ,

Gl u R ∈3
,
Gl u R ∈4 サ ブユ ニ ッ 卜それぞれ の遺伝子

を欠損した マ ウ ス は, こ れまで に我 々 が作製 し報

告 したもの である
4 ト 7)

.
これらの マ ウス を1 0 代

以 上 C 57 B L/ 6 系統 マ ウ ス に戻 し交配 し, そ の 道

伝子背景をそ ろ えた . また, Gl u R E 2 サ ブユ ニ ッ ト

遺伝子 をホモ に欠損した個体は新生仔致死 と なる

の で
,
ヘ テ ロ 欠損 マ ウ ス で実験 に供 した . それ ぞ

れ 8 - 1 0 週 齢雄遺伝子 欠損 マ ウ ス と対照 と して

c 5 7 B L/ 6 N 系統 マ ウス を使用 した . なお
, 全て の

実験 は , 新潟大学動物実験ガイ ドライ ン ならび に

日本薬理学会動物倫理規定 に従い お こ な っ た .

カイ ニ ン酸投与

カイ ニ ン酸は 1 00 m g / m l の 濃度で水に溶解 した

保存液を投与毎に 0 .6 5 % N a Cl 溶液で希釈 し, 各

群 の マ ウ ス に 10 m g/ k g b o d y w eig ht ( b . w .) , 2 0

m g / k g , 4 0 m g/ k g の 量 を腹腔注射 した . 対照と し

て は , 生食 (0 .65 % N a Cl) を注射 した . 注射後

60 分間, 詳細な行動観察をおこ な っ た .

組織解析

カイ ニ ン酸投与後生き残 っ た個体は, 投与 3 時

間後と 1 週後, ネ ン ブタ
- ル で深麻酔 し 4 % パ ラ

ホ ル ム ア ル デ ヒ ドで濯流 固定 した . 定法 に従 い

5 〃 m の
パ ラ フ ィ ン 切片を作成 し脳組織を検索 し

た
.

結 果

本研究で使用 した 4 種類の N M D A 型受容体サ

ブ ユ ニ ッ ト G l u R E ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス は ,

Gl u R E 2 を除き, 完全欠損 ( n ull K O) に して も正

常 に発育 し交配 も可能である .

一 方, Gl u R ∈2 サブ

ユ ニ ッ トは n ull K O に する と 吸畷反 射が消失 し,

乳が飲めない た めに新生仔期に死亡 する .
したが

っ て , Gl u R E 2 サ ブユ ニ ッ トに関 して は, その タ ン

パ ク量 が約半分 に減少する ヘ テ ロ ノ ッ クア ウ トの

状態 で解析をおこ なっ た . 4 種類の Gl u R ∈ ノ ック ア

ウ ト マ ウ ス の 表現型を表1 に示す.

野 生型 C 57 B L/ 6 N 系統 マ ウ ス に カイ ニ ン酸を

l o n g/ k g b . w . 投与 して も, 生食投与群と の 間に行

動 の 差異 は 認 め られ な か っ た . ま た
,
20 m g/ k g

b . w . 投与群 で は, 投与後60 分 間 に渡りうずくま

りや カ タ ト ニ ア様 の 特異な体位が認 め られた 他,
一 部 の 個体で 疫撃発作を起 こすもの が認められた

が
,
いずれも 一

過性で 死亡 し たもの は 12 匹中 1

匹であ っ た . 40 m g/ k g b . w . 投与群で は , 投与 3 - 5

分後 に カ タ ト ニ ア 様症状が全 て の 個体 に現 れ, 10
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表1 P h e n ot y p e of N M D A r e c e p t o r ch a n n el s u b u nit s n u ll m u t a n t m ic e

G l u R e s u b u n it

G l u R E 1

辿

n o r m al n o r m al

l et h a l( n e w b o r n ) dis a p p e ar

b a r r el ett e

n o r m al n o r m al

n o r m al n o r m al

l eth al( n e w b o m ) dis ap p e a r

b a r r el ett e

B e h a v i o r

d e c re a s e o f l e a r n in g ( N R 2 A)
ability

l o s s o f s u c kli n g

re s p o n s e

e x t r e m ely ljg ht

m ot o r c o o rdi n ati o n

r e d u c e s p o n t a n e o u s

a cti v ity

s u s p e n d b re at hi n g

G l u R E 2

(N R 2 A)

Gl u R E 3

( N R 2 C)

Gl u R E4

(N R 2 D )

G l u R∈】

( N R l)

分以 内に ほ と ん どの マ ウ ス ( 92 % ) が痘 撃をお

こ した . そ の 後, 走り回り行動 ( w ild r u n) が約半

分 の マ ウス で認め られた .
これ ら の個体 は走 り回

り行動 と症撃を繰り返 し, その 大部分 の もの が死

亡 した ( 図 1 , 表 2) .

こ れに対 して G lu R ∈ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス で は,

20 m g/ k g b . w . 投与群 で G lu R ∈2 ヘ テ ロ ノ ッ クア ウ

ト マ ウス が野生 型 と ほ ぼ同様の 投与後 60 分 間 に

渡りうずくま りや カタ ト ニ ア様症 状を示 した が,

Gl u R e l , Gl u R E 3 , Gl u R E 4 で は明らか な変化は認

め ら れ な か っ た . 40 m g / k g b . w
. 投 与 群 で は ,

Gl u R ∈1 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウス に, カ タ ト ニ ア 様の

症状を示すもの が 39 % と認 め ら れる が , 痘撃 を

おこ すの は 11 % で ある . また
, 走り回り行動や死

亡する もの は い なか っ た .

一

方 , 小脳願粒細胞 に

主要な発現 が認め られる Glu R E 3 ノ ッ ク ア ウ ト マ

ウ ス で は
,
カ タ ト ニ ア様症 状を示 すもの が 6 8 %

あ り, 疫 撃 をお こ した も の が 4 5 % で あ っ た . ま

た
, 痘撃の 垂積 によりその 1 8 % が死亡 した . 成体

で は非常に低 い発現 しかな い Gl u R ∈4 サ ブ ユ ニ ッ

トの ノ ッ ク ア ウ ト マ ウス で は, カタ ト ニ ア様症状

と疫撃をおこ すもの は Gl u R E 3 ノ ッ クア ウ ト マ ウ

ス と ほ ぼ同 じ割合 ( それぞれ 6 7 % と 4 6 % ) であ

っ た が, 死亡率は若干高く 27 % で あ っ た . 死亡 し

た個体の ほ と ん どで走 り 回り行 動 が認 め ら れた .

新生仔敦死 の ため に ヘ テ ロ ノ ッ ク ア ウ トの み しか

解析で き なか っ た Gl u R ｡ 2 マ ウ ス で は
,
カタ ト こ

ア様症状は野生型 と 同様に全 て の動物に認め られ

た が , 疫 撃をお こ す割 合 ( 67 % ) と死 亡率 ( 17

% ) は い ずれも対 照 の 野 生型 動物より も低か っ

た . Gl u R 亡2 ヘ テ ロ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウス と比較す

る た め に , Gl u R ∈1 ヘ テ ロ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス で

カイ ニ ン酸の 効果を調 べ た . Gl u R ∈1 ヘ テ ロ ノ ッ

クア ウ トマ ウス でもその タ ンパ ク量 はほ ぼ半分 に

なる こ と は報告 されて い る . カイ ニ ン酸 40 m g / k g

b . w . を投与する と, カ タ ト ニ ア様症状を示すもの

が 67 % であ り, 痘撃をお こ した も の と死亡 し た

もの がそれぞれ, 25 % と 8 % で あ っ た . こ の値 は

Gl u R ∈2 ヘ テ ロ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウス に比較 して い

ずれ も低い もの で あ っ た .

カ イ ニ ン酸投与3 時 間後 の 個体脳 の 組織 で は ,

へ マ ト キ シ リ ン
- エ オ シ ン の 染色で , 対処群 と投

与群の 間で差を認 め る こ と はで きなか っ た .

一

方,
一

週間後の 脳組織で は, 痘撃が垂積 した個体で海

馬領域や大脳皮質部分 に散在的 に組織破壊が お こ

っ たと思われる空洞が存在 して い た . その 中には ,

出血痕が認 め られ るもの も存在 して い た . 組織破

壊の像は , 強い 疫撃を呈 した もの ほど多く認 め ら

れる傾向にあ っ た が , ひ どい 疫撃をお こ したもの

の 中で も変化が認め ら れない もの もあ っ た .

考 察

N M D A 型受 容体 の 機能的特性は , 組 み 合わ さ
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( % )

1 0 0

8 0

6 0

4 0

2 0

国 D e a th

国 c o n v ul si o n

⊂] c a t a t o ni a

G e n o t y p e

K ain a t e ( 4 0 m g / k g b .v v ,) w a s ad m i nist r a t ed vi a ip inj e c ti o n .

図 I E ff e c ts of k ai n at e o n th e N M D A r e c e p t o r kn o ck o u t m ic e

表 2 E ff e c t s of ki n at e o n th e G lu R E l-4 s u b u nit s d e五ci e n t m i c e

G e n oty p e C a t a t o n i a * C o n v u lsi o n D e a th

% % %

wi ld 1 0 0

el -/ 1 3 9

e2 ＋/ - 1 0 0

e3 ･/ ･ 6 8

e4 I/ 1 67

9 2 6 7 1 2

1 1 0 1 8

6 7 1 7 6

4 5 1 8 1 1

4 6 2 7 1 5

K ai n at e (4 0 m g/k g b . w .) w a s ad m i ni st r a t ed vi a ip i nj e cti o n ･

* C at a t o n i a lik e s y m pt o m s : n o m o v e a n d c a ‡a t o ni c rigidity

る Glu R E サ ブ ユ ニ ッ ト に依存する と考えられ て

きた . Gl u R E l/ ( 1 と Gl u R e 2/ El は, そのチ ャネ ル

の 特性, M g イ オ ン に よ る 閉塞や イ オ ン 透過 性,

シ ング ル チ ャ ネル の コ ン ダ ク タ ン ス など非常に よ

く似て おり, その 分布もシ ナプス の 可塑性が報告

されて い る領域で多く発現 して い るなど共通性が

高い . しか し なが ら, カイ ニ ン酸 による興奮毒性

の感受性は大きく異な っ て い た . Glu R E 2 の減少

は 興 奮 毒 性に あま り効果 を及 ぼ さ な か っ た が ,

Gl u R ∈1 で は大きな変化が 認 め られ た . こ の こ と

7 3 3

は
,
カイ ニ ン酸投与による興奮毒性発生 の 機序に

Glu R E l サ ブユ ニ ッ ト を介する過程 があ る こ と を

強く示 唆する . 実験的脳血流梗塞 によ る脳損傷の

大きさを見た研究で , Gl u R E l ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ

ス で は, 損傷領域が有意 に少ない こ と が報告 され

て おり, 虚血 によ る細胞死 にも Glu R E l を介する

過程が指摘されて い る 8) .

一

方, 小脳願粒細胞に有意に発現する Glu R E 3

ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス や幼 君期 に主 な発現 が ある

Gl u R E 4 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス で も, カイ ニ ン酸に
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よ る興 奮毒性は 明らか に卦戎弱 して い た .
こ の現象

が, 発達過程 で お こ っ た こ との 影響なの か , 弱く

発現 して い る た めな の か , いずれ に して も現時点

で は 明確で は ない . い ずれに して も N M D A 型受

容体が , 興奮毒性発現の 過程に 関与する こ とは 明

らか であ る .

本研 究により, カイ ニ ン酸によ る興奮毒性発生

の 過程 に N M D A 型 受容体 が 関与 して お り, と り

わけ Glu R ∈ 1 サ ブユ ニ ッ トが大きな役割を果た し

て い る こ とが 明らか に な っ た.

参 考 文 献

1) s a ki m u r a K : M ol e c ul a r st ru ct u r e a n d p h y si o I

1 o gi c al fu n cti o n of t h e gl ut am at e r e c ep t o r c h a n -

n el
.
I n K

. S hi m oji , E d .

"

M ol e c ul a r N e u r o bi ol o g y

a n d B r ain I s c h e m i a
”

, S p ri n g e r; T o k y o , p p 1 3 I 2 7 ,

1 99 6 .

2 ) K u t s u w ad a T , K a s hi w ab u chi N , M o ri H
,

S aki m u r a K , K u s hiy a E , A r aki K , M e g u r o H ,

M a s a ki H , K u m a n is hi T , A r a k a w a M a n d M is hi n a

M : M ol e c ul a r di v e r sity of th e N M D A r e c e pt o r

c h a n n el . N a 山 r e 3 5 8 : 3 6 - 4 1 , 1 9 9 2 .

3 ) M is hin a M , M o ri H , A r a ki K , K u s hiy a E , M e g u r o ,

H , K u t s u w a d a T , K a s hi w a b u c hi N , Ik e d a K ,

N a g a s a w a M , Y a m a z aki M , M a s aki Ⅲ, Y a m ak u r a

T
,
M o rit a T a n d S a ki m u r a K : M ol e c u l a r a n d

fu n cti o n al di v e r sity of th e N M D A r e c ep t o r c h a n -

n el . An n N Y A c a d S °i 7 0 7 .

･

1 3 6 - 1 5 2
,
1 9 9 3 .

4 ) Ik e d a K
,
A r aki K

,
T a k ay a m a C , I n o u e Y , Y a gi T ,

A iz a w a S a n d M i sbi n a M : R e d u c e d sp o n t a n e o u s

a ctivity o f m i c e d ef e ctiv e in th e ど4 s u b u nit of th e

N M D A r e c e pt o r c h a n n el . B r ai n R e s M oI B r ai n

R e s 3 3: 6 1 - 7 1
,
1 9 9 5 .

5 ) S aki m u r a K , K ut s u w a d a T , It o I , M a n ab e T ,

T a k ay a m a C , K u shiy a E , Y a gi T , Ai z a w a S , I n o u e

Y , S u g iy a m a Ⅲ a n d M i shi n a M : R e d u c e d hip -

p o c a m p al I X P a n d s p ati al l e a r ni n g in m i c e l a c k -

in g N M D A r e c e p t o r E I s u b u nit . N at u r e 3 7 3 :

1 5 1 - 1 5 5
,
1 9 9 5 .

6 ) A b e M , F u k ay a M , Y a gi T , M is hin a M , W at a n a b e

M a n d S a ki m u r a K : N M D A r e c e p t o r Gl u R E/ N R 2

s u b u nit s ar e e s s e n ti al f o r p o st sy n a pti c l o c aliz ati o n

a n d p r ot ei n st a bility of Gl u R E l/ N R I s u b u n it . J

N e u r o s ci 2 4: 7 2 9 2 - 7 3 0 4
,
2 0 0 4 .

7 ) K ut s u w a d a T
,
S a ki m u r a K

,
M a n ab e T

,
T a k a y a m a

C
,
K a t a k u r a N

,
K u s hiy a E , N at s u m e R , W at a n ab e

M , I n o u e Y , Y a g i T , A iz a v a S , A r a k a w a M ,

T ak a h a sbi T , N a k a m u r a Y , M o ri H a n d M i shi n a

M : I m p a l m e n t Of s u c klin g r e sp o n s e , t rig e m i n al

n e u r o n al p att e r n fo rm atio n , a n d hip p o c a m p al

I X D i n N M D A r e c e pt o r E 2 s u b u nit m ut a nt m i c e .

N e u r o n 1 6: 33 3 - 3 4 4
,
1 9 9 6 .

8 ) M o rik a w a E , M o ri H , Ki y a m a Y , M is hin a M ,

A s a n o T a n d Ki ri n o T : Att e n u ati o n of fo c al

i s c h e m i c b r ai n lnJ u ry l n m ic e d e 五ci e n t in 也e E l

( N R 2 A) s u b u n it o f N M D A r e c e p t o r . ∫N e u r o s ci

1 8: 9 7 2 7 - 9 7 3 2
,
1 9 9 8 .

( 平成 1 7 年 1 月 2 5 日)




