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Lurcher型変異を用いたグルタミン酸受容体
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Thephysiologicalrunct-ionoftheGluR∂ subramilywhichisoneortheglutamate

receptorchannelsubunitshasnotyetbeenclarified,becausenoGluR channelact.ivity

wasdetectedinheterologousexpressionsystems.TheLurehermutation,apointmuta-

tionoftheGluR∂2subunit-,Convertsitintoafunctionalchannel.Weintroducedthis

mutationintoGluR∂,AMPA-andN九,!IDA-t-ypeGluRchannelsubunits,andcharac-

terizedtheirchannelproperties.ItwasshownthattheLurchermutationexertseffects

onlyontheAMPA- andNh:.'IDA-typechannelgating,butnotontheirionicchannel

permeabilities.Thesefindingssupport､theideathat.theLurchermut･antGluR∂1and

GluR82channelsarePeTmeable紬 Ca2十,ref豆ecもまn欝theiTOr聯nalchannelpFOPeFties.

Itwasalsofoundthattheionicpermeabilityoft-hemutantGluR∂1channelswas

mc･dulatedbyTPA.

Keywords:グルタミン酸受容体彦サブユニット,Ca2十透過性,LurcheT,PKC

椎動物の中枢神経系において速い興奮性シナプス伝達を

1･ は じ め に 仲介する車が知られている.GluR チャ射 レを構成す

グルタミン酸受容体 (以下 GluR)チャネルは,脊 るサブユニ､ソトは,アミノ酸配列の相同性によって,7
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図l ljureherマウスで同定されたグルタミン酸受容体∂2サブユニットの変異.

A.LurLcheTマウス中のグルタミン酸受容体82サブユニットの変異の概略図.LurcheT型変異 (☆)は82

サブユニットのM3領域のLl東側に生じている.

B.Lurcher型変異部位の周辺のグルタミン酸受容体のアミノ酸配列.Lureher型変異は,G1915A置換がマ

ウスの639番目のアラニン残基をスレオニン残基に変化させる欝に起寓する.部位特異的突然変異誘発法

を開いて,82,α1,α2,81,どl及びglサブ且ニットcDNAのそれぞれ1915,1852,18朗,1915,

1885及び1903番目のグアニンをアデニンに置換する寧により,それぞれ639,618,622,639,629及び635番

目のアラニン残基からスレオニン残基へ置換した,

つのサブファミリー,α(GluR1-4),/:ヲ(C,1uR5-

7),ア揉A),8,e(NR2),E(NRl),x(NR3)
に分けられる.これらは.薬理学的,電気生理学的な特

徴によって,αサブユニットは AMPA 型に1)2),β,

γサブユニツ吊まカイニン酸型に2ト 4), E,ど,xは
NMDA 型に2)5ト10)分類される.一風 8サブユニッ

トは,アフリカツメガエルの卵母細胞や噛乳類の細胞に,

単独あるいは他の GluR チャネルサブユニットと一緒

に発現させでも,チャネ両舌性を検出する事ができず,

また特異的に結合するリガンドも末だ明らかでない.そ

のため,8サブユニットはどのサブファミリーにも分類

されず,その機能は未だ不明である損.しかし,GluR

82遺伝子のノックアウトマウスの解析により,82サ

ブユニットが協調運軌 平行線維-Purkinje細胞間シ

ナプスと登上線維-Purkinje細胞間シナプスの形成.

平行線雄一purkinje細胞間シナプス伝達の長期抑圧

(LTD)に関与している事が示されている12ト1小.また

inuilT･0の実験で.♂2サブユニット遺伝子に対するア

ンチセンスオリゴヌクレオチ ドが.LTD誘導を抑制す

る事が示されている15)ので,82サブユニットは麗質
な生理機能的を担っていると考えられる.

近年.Lurcher変異マウスの原囲遺伝子が,自然発

生的に点変異を起こした GluR∂2サブユニ ッ ト遺

伝子である事が明らかにされた (図1)161.この変異

GluR∂2サブユニ･ソトは.持続的に開口するチャネル

を形成する.この変異が, チ ャネルポアに近 くかつ

GluR サブユニット間で保存された領域に生 じている

事から,私はこの変異がチャネル間し_｣にのみ関与してい

ると仮定 した.もしこの仮定が正しければ,Lurcher

型変異∂サブユニットチャネルのイオン透過性などのチャ

ネル将性は野生型のものを反映している事になり,野生

型∂サブユニ､ソトの機能を推定できると考えた.本論文

では,この仮定を証明するために,チャネル特性の明ら

かな AMPA 型及び NMDA 型受容体チ ャネルに

Lurchel､型変異を導入し検証を行う.更に∂サブユニッ

トチャネルの特性について,電気生理学的解析に基づい

て考察する.
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2.材料及び方 法

1.変異 GluR サブユニットの作成

GluRα21)と,G且uRS1173及び GiuR8211)

サブユニットcDNA のコ-チ (ング領域をそれぞれ,

プラスミドpSPTl潮 と,pSP35T潮 のNcoト XbaI

の間に挿入し.プラスミドpSPGRα2と,pSPGR∂

1及び pSPGR∂2を作製 した.図1B に示されるよ
うに,プラス ミドpSPG挽11),pspGRα2,pSPG･

RSi,pSPGR82,pSPGRだ128),pspGRg118)

に,PCR による部位特異的突然変異誘発法紺 を用い

て Lureher型変興 しLc)を導入L,それぞれプラス

ミド pSPGRαlLc,pSPGRα2Lc,pSPGR∂1

I｣C.pSPGR∂2Le,PSPGREIL〔,PSPGREIL〔

を作製した,DNA シークエンシンダにより,Lureher

塾変異の導入と,正確な PCR の実行を確認 した.

2.電気生理学的機能解析

サブユニ･ソト特異的 IllRNAは.capdi11しlCleotides

7mGpppG及び SP6RNApol.Vmerase(Ambion

九･･lEGAseript)を剛 ､て,iTHultroで合成した.各サブ

ユニ､ソト特異的 mRNA は,HindIIIlii当J化で直線化 し

た pSPGRl･pSPGRαll.C,Notli酎ヒで匿棟化し

た pSPGRα2･pSPGRα2Lc･pSPGR;I･pSl‥'

C'R;1Lc･,EcoRI消化で直線化した pSPGRdl .p

SPGRJILc･pSPGR∂2･pSPGR∂2Le･pSPG

REl･pSPGREILcをそれぞれテンプレー トとLて

用いて合成した.野生型もしくは変異型サブユニ､ソト特

興的 IllRNA は.アフリか ソメガエルの卵母細胞に,

単 独

もしくは組み合わせて注 入した. α1. αllJ',α2,
α2し＼ ∂1.∂lLJ-,∂2,J2L̂.サブユニ ット特異

的 mRNA は各々.卵母細胞 1個当た り約 8,約 9,

約 7,約 7.約23,約22,約17.約 17ngを単独で注入

した.野生型または変異聖α1及び α2サブユニット

mRNA は.1:1のモル比で約 10ng.卵母細胞に注

入した.野生型または変異型 ∈1及び;1サブユニ､ソト

mRNA も,1:1のモル比で,卵母細胞1偶当た り約

0.8ng注入した.各卵母細胞は,約19℃で 2-3Il間

培養 した後,二電極膜電位固定法で膜電位 を- 70mV

に固定し,全細胞電流を記録 した1),イオン透過性 を調

べるたが‖二.120mM N-methyl-D--gluealllinp

(NMG).0.2mM BaCl2.10mM HEPES-HCl

(pI17.2)から成る NMG 瀧洗液を使鞘した.Na+の

透過性を測定するために用いJ+INa十/NmrrIG 瀧流液は,

Na+濃度の増加に相当する NMG 濃度を減少させた.

また,Ca翌+の透過性を測定するために用いた Ca2+/

NMG 瀧洗液は,NMG 潅流液中の Ca2+濃度を増加

させ,そのイオン強度を合わせるために NMG 濃度を

減少し.更に浸透圧を合わせるためにショ糖 を加えた.

細胞外陽イオン濃度を変化させた時の電流応答より,読

入する1'オンの鼠を推'還した.この電流を,mRNA を

注入しなかった卵母細胞 (□),野生型 mRNA を注入

した卵母細胞 圧))または Lurehel.型変異 mRNA

を注入した卵母細胞 (●)から測定し比較する事で,陽

イオン透過性を評価した.

APV,A:IgC12.九･rlIト 801をそれぞれ.120mM Na+

潅流液rflで 100/i.M,Imユ,i.1/Lh･･Iの濃度に希釈 し

て桐いた. 6-C.van0-71nitroquinoxiline-2,

3-dione(CNQX)を20111九:,Iの濃度で dimethyl

sulphoxide(DMSO)に溶かし.このス トックを120

mMNa+潅流液中で20pM の濃度に希釈 して用いた,

12-0-tetradeeanoylphorbo113-aeet･ate(TPA)

を20m九･･Ⅰの濃度で DMSOに溶かLた.この DMSO

ス トックを NMG 潅流液中にlflM の濃度に希釈 し

て伺い射,また,0.005%DMSOの NMG 濃洗液をコ

ントローJL,として用いた.アンタゴニストを用いた実験

では,アンタゴニス ト存在下と非存在L卜で.120mM

た実験では,TPA もしくは moek処理する前後の120

mM Na+液洗液で流れる電流の比を取った.

3.結 果

1.アゴニス ト非存在下における Lurcher型変異

受容体チャネルの陽イオン透過性

LuIでher変異マr17スでは.図1に示すように.グル

タミン酸受容体∂2サブユニットの M3領域の C末端

側にある639番目のアミj髄が,アラニン残基からスレ

オニン残基に置換されている.この変異は82受容体チャ

ネルを常時開【｣しているチャネルに変える1(い.この変異

が GluR 間で保存された領域に生 じているので,この

変異を他のサブユニットに導入しても同様にチャわ レを

常時開L_lさせるのではないかと考えた.そこで.変異聖

8サブユニットの機能を解析するために,SP6プロモー

ター下で発現する Lureher型変異を導入したグルタミ

ン酸受容体81及び82サブユニット cDNA を作製

した,続いて,変異塑及び野生型∂サブユニッ ト特異的

mRNA を合成し,アフリカツメガエルの卵母細胞にマ

イクロインジェクションし∴ 二電極膜電位固定法 日 に
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blLr･ Na'濃度(mM) CaL:･濃度(mM)

A.0 50 100 C.0 5 10

-1000

50 100 D. 0 5 10

-1000

･-ロ-非注入 11㌢･野生型 + 変異型

図2 LuTCheT型変異8サブユニットチャネルの陽イオン透過性.

アフリカツメガエルの卵母細胞にmRNA を注入した後,腕電位容-70mV に固定 し,壁

細胞電流を記録した.アゴニス ト非存在下で,NMG潅流液を捧府な濃度の Na+欄 MG 巌

流液に置換 して.卵母細胞から持続的なNa十竃流を記録Lた.A.♂lレ :非注入.野生乳

変異聖 二n-8.9,9,B.♂2lJC:非注入,野_Fl~:_盟.変異型 :∩-8.8.7.NMG瀧流液をea2十

/NMG港洗液に置換してアゴニス ト非依存的電流を記録し,持続的 Ca2す透過性を評価 し

た.C.♂llJ::非注入,野生愁.変異型 :n-8.9.23,D.∂2レ :非注入,野生敬 愛異型 :n-

8,8,15,各点は平均±標準誤差を示している.**及び**串はそれぞれ,mRNA を注入 し

なかった卵母細胞と比較Lて p<0.01及び0.001である事を.#♯及び###はそれぞれ,野

生型の mRNAをf主人した卵母細胞と比較してp<0.01及び0.001である事を示してる Lun-

pairedトtest).
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よ-_)て陽イオン透過性を調べた.

瀧洗液を NMG 潅流液から Na+/NMG 潅流液に

交換した時,ホモメリ･ソク∂1LJ'及び∂2IJ'サブユニッ

トを発現した卵母細胞は,アゴニストの刺激無Lに,細

胞外 Na+濃度依存的に内向き電流を示 した.その程

度は,120mM Na+に対Lて,ホモメ.トノク∂11･Cチャ

ネルでは-197.6±29.7nA (n=9)であ i),野生型

∂1チャネルの-56.3± 8.9nA (∩-9),及び非注入

卵の-57.4±5.4nA (∩-8)より有意に (P〈O.0日

大きかった (図2A)∴一-一方,ホモメT)ック82li'チャ

ネルでは-857.4±121.5nA(n-7)であり,野生型

∂2チャネルの-48.3±5.4nA tn-81,及び非注入

卵の-57.4±5.4nA(n-8)よi)有意に (p<0.001)

大きな値であった (図2B).また,瀧洗液を NMG 瀧

洗液から Ca2+/Nhl:lG 瀧流液に交換 した時,ホモメ

リ､ソク∂1lJ及び821-(サブユニ､ソトを発現 した卵母

細胞は,アゴニストの刺激無しに.細胞外 Ca2十濃

度依存的に内向き電流を示した.その程度は,10mM

ca2+に対して,ホモメリッ//チャネル81LIナ1-･ネル

チャネルの-46.2± 10.6nA (n-9),及び非注入卵

の-45.1士11.LlnA (n-8)より有意に (p<0.01)

ルでは-1613.5±213.8nA (n-15)であり,野生型

∂2チャネルの126.8±1.2nA (n-8),及び非注入

卵の--45.1土11.4nA (n-8) よ i月き~意 に (p<

0.001)大きな値であった (図2I)l.mRNA を注入し

ていない卵母細胞や,野生型サブユニット mRNA を

注入した卵母細胞で見られるリーク電流は.瀧流液を交

換する事によって能動輸送と受動的な流出入のバランス

が変化した事に起因すると考えられる22).

1.ur･eher型変異は.♂2サブユニットだけでなく,

♂1サブユニットも常時間口するチャネルを形成する事

が明らかになった.また Ca2+に対する透過性は.ホ

モメリック∂2lj'+ヤネルよi)は小さいが.ホモメ.)ッ

ク∂1Iilチャネルでも明らかに認められた.

もし LLlrCher聖変異を導入した∂サブユニットのチャ

ネル特性が野生型のJサブユニ､ソトのチャネル特性を保

持しているのならば,∂サブユニットは Caコ+を流入

する+ヤネルを形成する可能性がある.そこで私は.す

でにチャネル特性を調べられてきた AMPA 型及び

NMDA 型受容体チャネルサブユニ､ソトに Lureher型

変異を導入し (図IB),これら変異受容体チャネルの

チャネル特性を解析した 潤 3,4).

ホモメリックαlk愛育体チャネルは,アゴニスト非

存在下で Na寸にも Ca2十にも濃度依存的な透過性を

示した.その程度は,120mh:∫Na+に対 しては-57.9

士6.1nA (n-341であり.野生型 α1チャネルの-

36.5±4.OnA (∩-27)より有意に (p<0.01).また

非注入卵の-29.1±2.8nA(n-13)よiト有意に (p<

0.001)大きかった (図3A).10mM Ca〇十に対 して

は-78.8±13.1nA (n-211であI),野生型α1チャ

ネルの-41.3±9.7nA (∩-ll).及び非注入卵の-

L12.7±7.7nA (n-15)より有意に (p<0.05)大きな

値であった (図3D).一方.ホモメリックα2Lf受容体

チャネルは,アゴニス ト非存在下で Na+も Ca2+ち

透過性を示さなかった (図3B:120mM Na+;変異

盟 :-50.7±3.9nA,n-23,非注入 :-40.8±3.9,

n-20.野生型 :-49.5±5.9.n-19.図3E:10m九･･I

Caコ十:変=R-･型 :-42.6±6.4nA,n-27.非注入:-一一

47.5± 11.8,n-10,野生型 :-19.3± 6.9,n-8).

また,ヘテロメリ･ソクαlLj･'/α21̂'萱客体チャネルでは.

120mM Na一に対する電流応答は-67.9±12.LlnA

(n-9巨ぐあり,野生型α1/α2チャネルの-31.3±

4.3nA (n‥=121よi)有意に (p<0.05),また非注入の･-

21.0士2.A-･lnA (∩-8)よi)有意に (p<0.01ト大きく

(図3C),アゴニスト非f沌~･'.卜で Na十は濃度依存的な

透過件を示Lた.しかし,Ca2-t~に対する透過性を示さ

なかった (図3Fこ10mM ('1124∴ 変異型 :-15.5

±2.6nA.n-ll,非注入 :112.1±5.9,n-7,野

生型 :Ill.4±2.9.n-10). :方,Nll･･IDA 型受容

体では.変異受杏体ホモメリックチャネルEILJL及び

EllJ'は,アゴニスト非存在下では NaJ~も Ca2-.↓~も

通過しなかった (デ-夕未掲載)が,変異 NMDA 受

容体ヘテロメリ､ソクチャネルEll･f/ど111は.アゴニ

ス ト非存在下でNa+にも Ca2十にも濃度依存的な透

過性を示した.その程度は.120mM Na十に対Lては1

153.2±18.4nA (n-13)であi),野生型E1/rlチャ
ネルの-48.0士16.3nA (n-61,及び非注入卵の1

24.3±4.7nALn-(‖ よi十首憩に (p<0.01ト,大きかっ

た (図4A左).10IllhLrICa2~+に対 しては-492.6±

111.8nA (n-8巨ごあり.野生型 E1/;1チャネル

の-30.8±6.OnA (∩-4),及び非注入卵の-28.8

士7.3nA Ln-6)より1j=i~意に (p<0.01ト大きな値で

在下での変異 AMPA 型及び NMDA 型受容体チャ

ネルの陽イオン通過性が,アゴニスト存在下の野生型の

陽イオン透過性7､23､と変わらない事を示している.次
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図3 Lurcher型変異 AMPA型受容体チャわレの陽イオン透過性.

図2と同じ方法で全細胞電流を記録した.アゴニスト非存在下で.卵母細胞から持

続的なNa+電流を記録した.A.α1Lt:非注入.野生乳 変異型 :n-43,27,34.B.

a21･e‥非注入,野生乳 変異型 =n-20,19,23芳 α1隼 a23i:非注入 野生軌

変異型 ‥n-8,旦2藩 持続的なCa2+透過性を評価するために,アゴニス ト非依存

的な電流を卵母細胞から記録した.D.αllJ:‥非注入,野生乳 変異型 ‥n-15,ll,

21,E.α2LR:非注入,野生乳 愛異型 ‥n-10,8,27,野.α津 律 がJC=非接木

野生型,変異塑 :n-7,10,ll,各点は平均j=標準誤差を示 している･革,串*及び

= 書はそれぞれ.mRNAを注入しなかった卵母細胞と比較して p<0.05.0･01及

び0蘭iである零を,者及び##はそれぞれ,野生型のrn況NAを注入した卵母細胞

･･上 ､一:t･･･L了 .;Lll:L･:･････J!･,い :∴ t.:･‥‥.LL･t･:‥･･-~
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図4 LureheT型変異 NMDA型受客体のチャネル特性.

A.図2と同じJj法で全細胞電流を記録した.アゴニスト非存在

下で,ヘテロメリ､,′pクなElLソ;lljl(左.非注入.野生乳

変異型 :ll-6,6,13)を発現した卵母細胞から Na十電流を

記録した.ヘテロメ.)tLJクなEl上∫/byll･Ll(右,非注入.野生
型,変異型 :n-6,4,8)を発現した卵母細胞から,アゴニス

ト非依存的電流を記録して,持続的なC級2+透過性を評価 し

た,各点は平均士標準誤差を示している.*及び*車はそれぞ

れ,mRNAを注入しなかった卵母細胞と比較Lてp<0.05
及び0.01である事を.#及び##はそれぞれ.野生型の

mRNAを注入した卵母細胞と比較Lて p<0.05及び0.01で

ある事を示してる (unpa iredt-test).
B.NMDA型受容体7ンタゴニス ト APV Ln-9),Mg2+

THを.EILE尺 lL･:を発現し膜酎 立を-70m＼.･'に固定され

た卵母柵胞から,アンタゴニスト存在下及び非存在下で測定

する事により調べた.アンタゴニスト非存在下に流れた電流

を1とした時の比を取り,各カラムはその平均±標準誤差を

示している.*及び**書はそれぞれ,アンタゴニスト非存在

下と比較 して p<0.05及び0.001である事 を示 して る
(pail･edt-test).
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図5 Lu rcher･型変異チャネルへの TPA処理の効果.

膜電位を-70mVに固定した卵母細胞から,NMG潅流液を120mMNa+欄 MG潅流

液に置換して,全細胞電流を記録した.A.Elk/;Ill:mock処理.TPA処理 :n-5.
7,B.♂1lJLl:moek処】乳 TPA処理 :n-5.ll.C.82lJ':mock処理,TPA処理 :n-

5,5.Ji-は120mh:lNa+/NMG瀧洗液で港流している事を示している.持続的 Na+

内向き電流を.TP̂ 処理またはmoek処理を10分間行う前後で測定した.TPA処理もし

くはmock処理を行う前の持続的Na+電流の太ききを1とした時の処理後の電流の大き

さの比を取り,各カラムはその平均±標準誤差を示している.処理前の構造的 Na+電流

の大きさは.EILc尺llJC.GluRJllJC.GluR∂21Jそれぞれ.2卜 146nA,49-618
nA,98-338nAである.**は対照と比較してp<0.01である事を示してる(unpairedt-
testl.
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に,変異 NMDA 型受容体チャネルに対するアンタゴ

ニス トの貫三甘 を調べた (図4B).その結果 , 変異

Nh,lDA 受育休Elljl/EllJ=チャネルを通過する内向
き電流は,チャネルプロ･ソカーである Mg2+(0.50±

0.09倍.n-13.p<0.001)と 九･･IK-801(0.70±0.1O

乱 n-9.p<0.051によって抑制された.しか し,親

合的括抗薬の APV は.変異 NhltDA 受谷体 Ell･f/

;11Jチャネルを通過する内向き電流を抑制せず.逆に

.I･ '､L I .'､!:･＼ し･11.＼11し ･/I:･､;:- ■-(.･二

iJCを活性化すると報告の在る CNQX24)は,ホモメリ ッ

ク∂llJニサブユニ､ソト受客体チャネルにも.ホモ メリ ･ソ
タ82LCサブユニット受容体チャネ射 こも影響 しなかっ

た (データ末掲載).1リ､上より,Lureher型変異は

AMPA 型及びNMDA 型受容体チャネルサブユニッ

トの開口機構にのみ影響 し,陽イオン透過性には影響 し

ない事が示された.この事は,この変異がグルタミン酸

受容体チャネルのチャネル特性を変えないという仮定を

支持 し,従って.野生型の∂1及び∂2サブユニットが,

Na+も C級2十も透過する機能的なチャネルを形成ずる

可能性を支持する.

2.変異受容体チャネル活性化の修飾

Nhl,IDA 型受容体チャネルEI/El及びE2/;1

過性に活性化される翠が知られている机,そこで,変異

N九･･IDA 受容体Ell･Al/;ll-Alチャネルに対する TPA

の効果を調べた (図5A).TPA を 1,lLM,10分間作

糊させる事によって,アゴニスト非存在下の N(r了 内向

き電流の透過性は増強 さゴした (moek処理 :1.38±

0.25倍,TPA 処理 :3.12±0.46倍.p<0.01).従っ

て.TPA による NMDA 受容体チャネルに対するチャ

ネル活性の修飾は,LLlrCher型変異によって変化 しな

いと考えられる.同様に,変異ホモ メTJックチャネル

∂11J(図5B)または∂2ljl(図5C)をア7リカツ

メガエルの卵母細胞に発現させ.その卵母細胞に1!LM

の TPA を10分間作用させて.アゴニスト非存在下の

Na+内向き電流の変化を調べた.その結果,♂11･Llサブ

ユニットホモメリ..Jトチャネルを発現 した卵母細胞から

記録 した電流は TPA 処理によi)滅少 した (moek処

理 :0.99±0.12倍,TPA 処理 :0.65±0.06胤 pく

を発現 した卵母細胞から記録 した電流は TPA 処理に

よi)変化 しなかった しmock処理 :1.06±0.06倍.

TPA 処理 :1.08±0.06倍1.11J､上の結果から,♂1サ

ブユニットを含む受容体チャネルは.PKC による制御

を受ける可能性が示唆される.

4.考 察

1. Lurcher型変異グルタミン酸受容体チャネル

の活性

ポジショナルクローニングによi).Lurcherマウス

の原関がグルタミン酸受容体チャネル82サブユニット

の点変鼎であ吟,これにより82サブユニットが常時開

LIJする+ヤネルを形成するようになる事が明らかにされ

たヱ6).この点変異は,サブユニット間でアミノ酸配列が

よく保存された M3ドメインの C 末側非極性のアラ

ニン械基を極性のスレオニン残基-置換するものである.

この部位が,チャネルポアの近くであり.またリガンド

結合部位の S2セグメントと隣接 しているため.このア

ミノ酸の置換がチャネルの開口を誘導する構造変化を引

き起こすと考えられる､これらの事か ら,Lureher型

変異はチャネルの関目にのみ作開し,イオン透過性など

のチャネル特性に啓三甘 しないと仮定 した.この仮定を検

証するために,AMPA 型及び NMDA 型受容体チャ

ネルに Lur･eher型変異を導入し解析した結果.これら

変異チャネルは変異8サブユニットチャネルと同様,拷

続的に間し】する事が明らかになった.削 二.これら変異

サブユニットの陽 イオン透過性やプロ･ソカーに対する応

答などのチャネル特性が,野生型のチャれ レ特性 7)23)

と基本的に変わらない事が明らかになi),本研究での仮

定を支持する結果とな-∫)た.

2. 8サブユニットチャネルの生理学的性質

∂1サ~デユニ･ソトも∂2サブユニットも,その生理学

的性質は末だよく知られていない.これらは,グルタミ

ン酸と結合せず,またグルタミン酸やその他の グルタ

ミン酸愛育体アゴニストによって活性化されず,特異的

なリガンドも見つかっていない.それ故,Jサブユニ､ソ

トがイオンチャネルとして働 くのか,それとも,機の

受容体チャネルで報告されているように25巨 細 ,シグ

ナル伝達蛋白としてのみ働 くのか.謎のままである.

Lureher型変異∂2サブユニット及び変異 ∂1サブユ

ニツ吊まCa2十を透過するチャネルを形成するので,

私は,本来の8サブユニットも C級2+を透過するイオ

ンチャネルを形成すると考える.この考えは,Kohぬ

ら28)や Wolimu払 ら29)によっても論 じられ,支持 さ

れている. ･方で,∂2サブユニ､ソト特異的な結合蛋白
pTPMEG30)や 舶iphilin31)の発見により,AMPA

型受容体25)26)や NMDA 型受容体27)で報告 されてい
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るように,∂2サブユニットが細胞内シグナル蛋白とし

て働く事も示唆されている.

TPA によって誘導される野生型 Nh･･IDA 型受容体

チャネルの奄流応答の増強181は.変異 NMDA 型受容

体チャネルでも認められた.従って,Lurcher型変異

は TPA によるグルタミン酸受容体チャネル特性の修

飾に景三響 しないと考えられる.この考えに基づ くと.

TPA によって誘導された変異∂1サブユニットチャネ

ルの抑制は,野生型∂1サブユニットを含むチャネルが

PKC によって制御される可能性を示唆する.

成熟した小脳プルキンエ細胞では,;1サブユニット
mRNA の発現が高いにも関わらず,Nh･:IDA 型受育

休チャネルによって仲介される電流応答が全く観察され

ない.更に.プルキンエ細胞では,α2サブユニ･ソトの

存在により,AMPA 型受容体チャネルは C串2十を透

過しえない.グルタミン酸受容体を介した Ca2-.-の流

入はシナプス可塑性やシナプス形成といった多くの神経

活動に重要であるので,NMDA 型受容体チャネルの代

わりとして.Ca2+を通過する82サブユニ､ソトを含む

チャネルが存在するのかもしれない.

3.異種発現系

本研究では,噂乳類の細胞での実験結果28)と異なり,

LurcheT型変異82サブユニットを発現 したアフリカ

ツメガエル卵母細胞は,大きな Ca2+透過性を示 した.

この違いの一部は,Ca喜+流入によって活性化される内

因性の Cl-チャネルの存在32)によって証明される.し

かし,その他のまだ知られていない因子の存在も否定で

きない.;1サブユニットを単独で発現させた時,アフ

リカツメガエルの卵母細胞では機能的な NMDA 受容

体チャネル活性が観察されたが.HEIく293細川包では全

く観察されなかった.これは.アフリカツメガエルの卵

母細胞に発現しているグルタミン酸受容体サブユニット

XenUlが Eサブユニットの代役を勤めているからであ

が3),これと同様に,卵母細胞中に82LJCサブユニット

と結合する未知の蛋白が存在し,Caコ+透過性の高いチャ

ネルを形成している可能性も考えられる.従って,マウ

スの脳においても,未知の蛋白が8サブユニットと結合

し,機能的なチャネルを形成する可能性がある.
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