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Channelplaysrolesinsynapticplasticityasamolecularcoincidentdetectorandinneu-

ronalpatternformationduringdevelopment. NMDA reeeptorchannelsarecomposed

ortheGluR∈(NR2)andGlllR; (NRl)subunits.TherearefourGluR 亡 Subunit

genes,althoughGluREsubunitvariantsarederivedfromasinglegene.Themolecular

compositionofNMDAreceptorchannelsvariesdependingonthelocationanddevelop-

mentalstageorbrain.Attheembryonicstage,GluRE2mRNA isexpressedinthe

entirebrain,whileGluRE 4 mRNA isexpressed onl〉･,in the diencephalon and

brainstem.Therefore,IfoeusedontheGluRE 2andGluRE 4subunitstodetermine

l∴illrニー‥:::lll.･:･､､:王11言l::さ･Lいい･i･.I.lL:I)lL. IL-r川luこし､tlI.I:lll.･tl/ .I:､･.;.lLL.iLl. ぐ1' !:.:!.

whichexpressedGluRE2proteinundertheGluRE 4genepromoter,byinserting E 2

CDNAint.oGluRE 4subunitgenewiththehomolngousrecombination.Inthismutant-

mice,IfoundGluRE 2appearedinsteadofGluR E 4.andcompareditsbehavioral

phenotypewiththatoftheGluRE 4 knockoutmouse. The E 4-E2 mutantmice

showedasignificantlylowerspontaneousactivitythanthatoftheGluRE 4knockout

mice.Ontheotherhand,therewasnosignificantdifferenceinthespontaneousactiv-

itybetweentheGluRE 4mutantmiceandwild-typemice.Theseresultssuggestthat
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theGluRE2andGlllRE⊥1王IredistinctinfunctionalpropprtipsandGluRE2 cannot

compE･nSatethefunctionofGluRE1.

lip.vwords:NMDArecept､orcha1111el.(-1'luRE2,(l'luRE4,

homologousreLl0mbimltion.L<POnt{･lnPOuSaCtiv恒･

NMDA 受容体チャネ勘 GluRだ望,GluRE射 場同級換え,自発的活動性

緒 臼

グルタミン酸受客体+ヤネル (GluRlの一種である

N-メチル-D-アスパラギン酸 (NMDA)受容体チャ

ネルは,記憶 ｡学習の基礎過程とされているシナプス可

塑性や,発生過程における欄胞移動や神経のパタ-ン形

成,シナプス形成などに関与することが,報告されてい

る1ト4)

NMDA 受容体チャネルは,グルタミン酸を結合する

Glu沢 だ(NR2)とグリシンを結合する GluRg(NR

i)サブユニットより構成されていが ト8).GluRgサブ

ユニットの遺伝子は1種類 しか知られていないが5欄 ,

Glu況Eサブユニ ツ 吊二は 4種類の遺伝子が存在す

る郎-8).異種細胞発現系を用いた研究により,NMDA

受容体チャわ レは,構成 している GluRだサブ浅ニッ

トの種類によってそのチャネル特性が決定されてお り,

機能的に多様であることがわかっている6ト 8潮 .さら

ド,GluREサブユニットの発現は.発生段階に従って

それぞれ特徴的な局在を示すことが示されている且1).こ

のことは,発生段階に従って,脳内の NMDA受容体

チャわ レの特性が変化することを意味し,NMDA 受容

体チャネルが,生体において多様な機能を発揮 している

ことが予想された.標的遺伝子組換え法により,GluR

だサブユニットの盤体における生理機能が調べられてき

た.GluREl矢指マTI,スでは,海馬 CAl領域におけ

る長期増強 (LTP)の減弱 と,空間および文脈依存学

習の障害が認められ.GluRElが記憶 ･学習に関与し

ていることがわかった12)iB).-方,GluRE2欠損マウ

スは生後間もなく死亡し,脳幹の三叉神経脊髄銘核にお

けるバレレット構造の形成不全と,海馬 CAl領域にお

ける長期抑圧 (LTD)の消失が認められた輿 これは,

GluRE2は発生過程における神経のパターン形成の

ほか.シナプス可塑性にも関与 していることを示す.

GluRg3欠損マウスでは明瞭な障害は認められなかっ

たものの頼,GluRE4欠損マウスでは,自発的活動魔

の減少が認められた16).これらの研究により,GluRだ

サブユニ､ソトの生理機能は多様であることが示された.

しかし,NMDA 受容体チャネルの多様性を決定してい

る ('TluREサブユニ･ソトの党規領域は∴_El_いに重複 し

サブユニットが,生理機能に対してどのように貢献 して

いるかということは,解決されるべき重要な問題である.

本研究の目的は,発達時期における NMDA 受容体

チャネルの機能を明らかにすることにある.そのために,

発生初期から生後の幼君期にかけて間脳 ･脳幹部に

共に発現している GluRE2と GluR64に着目Lll),

GluRg2と GluRe4の生理機能について調べるこ

とにした,まず,GluRg4遺伝子のプロモーターで

GiuRE2を発現する変異マウスを作製 し,この変異

マウスが,Glu沢 E4欠損マウスの生理機能を補償

できるかを調べることにより,生体における GluRだ2

と GluRg4の機能発現について検討した.

材 料 と 方 法

E.I-E2変異マウスの作製

GluRE･1のゲノムのサブクローンAE1-1161か

らrll粟する5.2kt)a)FJeORI断片を,pBluesLlript Ⅱ

SK (-)(StraもaEerle)の EeoRi切断部位に連結す

ることにより,pE4GF,1を得た.Ee()RV 消化 した

pE4CElを再連結することによi)pEJGE2を得た.

BamHト EcoRI消化使七端平滑化した pEIGE2を

再連結することによi)pEu''E3を得た.pE4GE3

の Sall-KpnI切断部位に.37レ-ムのス トップコ

ドンを含む合成オリゴマー

5'-TCGAGTCTACT('TATTAC.AATTCGCTAC.GA

3′-CACTGACTAATCTTAAGCGATCeT

TC('GTCGACGGTAe-3′

AGGCAGCTGC-51

を連絡することにより pE4GE4を得た.pE4GE4

の BamHI切断部位に,SV40ウイルスのスモール t

イントロンとポリ A 付加部位を含ふ,BanュHI切断部

位を末端平滑化した 0.9kbの BstYI-BamHl断片

と,ホスホゲ1)セ1)ン醸キナーゼ (pgk)プロモーター

駆動性ネオマイシン耐性遺伝子を含み,両側を末端平滑
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化した 1.3kt)の EeoRI-BamHl断F11-を連結するこ

とにより pE4Nlを得た,pBluescriptIlIts(-)
の F,eoRI-Smal切断部位に.IRITJS を含む 0.6kt)

の EcoRI-Nco王断片 と,pSPG現 g 217)か ら由来す

る0.2kbの NeoIISmal断片を連結することによi_)

pIRElを得た.IRES は EllCePhalomyoL-llT､ditis

＼･irus(El･･･IC＼日 の mRNA の5′非翻訳領域 (UTRl

由来の配列で,天然の開始 コ ドンに変異 を導入 してあ

.･ .-~ ･ ::･ .i.二 一一･

片と.GluRE2の Lll)NILlの開始 メ･-Tlオニンから SfiI

切断部位までを含む約 60b の Neoト SriI断片と,p

BtくSAE2T13かLt)由来する5.9kb の Sfi卜 Scal断片

を連結することによi)pIRE2を得た.plRE2か 吊 f7

粟する5.:Ikt)の Eeolil断片を,pFJ･1Nlの EeoRI

切断部位に連結することによi)pF.JlRE2N を得た.

PIRF.2N か吊恒束する9.2kbの Not卜Sall断片を,

い.: ! ＼ ; ､､､､･ ･ ~ .

ことによi)pT＼･rELIIRE2を得た.

Notl消化によi)舟緑化 し/た 6pm()1の pTV E･l

IR E 2を.1×107個の TT'1粧性幹細胞 (ES 細胞1

に . 電 気 穿 孔法 (電圧 0.25kV.谷巌960mF,拭杭-I

で 導 入 した衡 200mg/mlの GLl18含有培地で 7-8

日間 培 養 L選別を行-:)た.相同組換え体LLJlrt.]',畏ま,I)L'fi

とサザンプロ､ソト解析により行･.-'た.

サザンブロッ ト解析

相ド･一掬1換え体の同',Eでは.培 養 Lた Ij二S細胞 J/u-･･-

ンからゲノム DN.･.＼ を抽出 し.これを 1-iEl11止Itまた

は BglIIによ;)消化し.().8%のアガロースゲル電知 永

動で分離 L.I-robeA または ProbpBでハ 1'71T)ダ

イゼ-ションした.変異マウスの遺伝子型解析では,成

体マウスの尾先端かL:)ゲ ノム ONA を抽出 し.これを

EcoRliili化L,O.800のアガロースゲル電気泳動で分

離 し,I)robeL'でハ 仁/■りダ17ゼ-ションL/+I.

tiT-PCR解析

生後7Ⅰ7齢の変異てrL7スの全備から ISOGEN Lニ ッ

ポンジ-ン)を用いて全 民NA を抽出 し,これを ま単

仝 RN̂ 試料に対 して.RT-P('RhightTOYOBOl

をJ-Ih､て RT-PLr'R を行 っ/+i.Random Primpr･

(R'r-PCRhigh添付) を用いて逆転写TkJJL-.を行い.

3種類のプライ7- LPl,P2および P31をけ巨､て

PCR を行った.反応産物を8%のポl)7'クリルア ミド

ゲル電気泳動によi)分離 し,これを臭化エ+ジrl7ム染色

することにより核酸成分を検fl=ーた.

ウェスタンブロッ ト解析

生後 0.5日齢の変異マウスの間脳 .脳幹からホモジネ-

トを調製 し,これを700Xgで10分間遠心分離すること

により得 られた除核画分をもってタンパ ク試料 とした中

IJOWI,I,法によi)タンパク定巌を千十.･)た.タンパ '/試料

の 2,10および 100."gを7.000(GluRE2タンパ ク

検tL臣齢 および 12.50.,しニューーI二】ン特異的エ ノラーゼ

(NSE)タンパク検出朋)の SDS-1~)AGE で分離 し

た.エ しクトロプロ･ソト法によりニ トロセルロース7 (

ルターに転写 し.プロ､L/,キング し500.スキム ミルクで室

過,1時間振 とう1.--一次抗体反応 (ilLiGluRE2抗体

は 1!Lg/mlで L)tI引札 杭 NSEJ抗体は0.172.,Lg/ml

で 1時間反応1,~二次抗f机丈応 り000倍希釈 した,西洋

｢)サどのべ)i,オキシダーゼ itiRl)1'Lil標識 された抗 ウ

サギ IgLlT抗体 (A711(HIsh(･1111巨ぐ1時間反応)を行い,

E(rl一LArm,rshm111にて発色させ X線 7 ･()Lムに感

光させた.

行動解析

マウスの飼育は,水 と餌を自由に摂取できる環境下で

行-'た.飼育室は12時閲の明暗サ イクルが維持 されてiう

i).全ての行動解析は,この明時間帯の範囲内で行った.

牛後27-2とHlを経過 した個体をFHいて.小さいす一一プン

7 (-)Lドによる実験を行い,その後母親を分離 Lrr飼

育 し,+I.牛後35-76Liを経過 した個体をFllいて,大きい

変異Tt.17スの活動性 を.附 htJ(9:O0-18:OOL).午

過 (ll-21℃1の条件下で調べた.ノ夫際の測定 には,

Aeti＼･恒･Monitor＼･(.､Ⅰ､sion2.01(ニューしけ lJ-ンス)

(,｣､さい面積のオープン7 (- ル ド,27.3LlnX27.3

日1-11と BTAm 1 月叩J~機種)卜大きい面相のオープン

7 (-)Lド.5(kmX50日1日 の 2位類の行動軌跡解析装

置を用いた.小さいオ-プンー7lJ-ル ドにおける測定で

は.0.5手机､入内に 1.6日11日 上 大 きいす-ブン7 (一一

ル ドぐは.0.3秒1リ､内に2cm 廿 l･_動いたことを以て移

動 と定義 した.

結 果

ell-E2変異マウスの作製

(l,luRELlの党規を GluRE2の党規で置換 したp,'T17

スを作製するために,GluRE複の遺伝子座 に,内部 u

ボ､J-ム導 入部位 (TRES)を連結 した (i,luRE2(7)

cDNA を挿入 した変異マウスを作製 した.このホモ変

異マウス (以下,この変異遺伝子 を e趨-E2遺伝子,

E ･1-E2遺伝子をもったマウスを Ei-F,2変異7rL7
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ス しい Ll十/E21または (E4F,2/E2日 と呼ぶ.)

では.GluRE4が矢指すると同時に,内在性の GluR

E-l遺伝子のプロモーター制御下で GluRE2が発現

することが期待される (図1Al.GluRELlの遺伝子座

に GluRE2の eDNA を導 入する/J-=めに.M4を含

らll.4kbの GluRE4のゲノム DNA 断片に,5′末

端側に IRESを,31末端柳 二転写終了シグナルとネオ

マ イシン耐性遺伝子のカセ､ソトを連結 した GluRE2

の cDNA を挿入したクーゲテ Iンブベ クター (PTV

E4IRE2)を構築した (図1A).12回のエレクトロ

ポレーションによi),pTVE4IRE2を TT2 ES細

胞に導入した.1580個の G418耐性 クローンを P('R

とサザンブロット解析によりスクリーニングし.5クロー

ンの相同組換え体 (8-12-1,8-15-1,9-i.Il-

°,9-115-:1,1トー35-1)を得た 〔図181.これら

の ES細胞 クローンを lCR (7)8細胞肝に インジェ ク

ションすることによって,9-15-･1由来のキメラマウ

スを得た.このキメラマウスと C57BL/6-マウスを交

配させることによって,E4-E2変異マウス (E4+

/E2)を樹立した.

E1-E2変異マウスの生化学的解析

始めに,(g4+/E2)マウスと (圧壊-/-)マウ

スを交配 させることで LE4-/E2)マ rLTスを得た

(図2A).この LELI-/E2)個体のゲ ノム DNA 試

料において検出されている野生型 GluliEl遺伝子に

由来するバンドは.野牛聖 GluRE4遺伝子CT)重複成

分であると考えられた.得 られた (∈4-/E2)マウ

ス同士を交配させることで,E41E2ホモ変異マ巾ス

(EIE2/E2)を得た し図2B).この EL1-E2ホモ

変異マウスを開いて,E.･1-E2遺伝子の党規を調べた.

EこllF.2遺伝子の転写を調べるために.生後7E=1齢の

変異マウスの全脳から抽出した全 RNA を用いて RT-

PCR解析を行った (図2C).ブラ17-Plおよび P

3で増幅される,野生型 GluRE4遺伝子由来の RT-

PCR 産物の推定分子鼠は約 20Obpで,Plおよび P2

で増幅される. E4-E2遺伝 子由来のそれは 7-1bp

である.(E-1E2/E21および (E4+/+)のいず

れの RT-PC鼠 産物においでも,推定分子量に匹敵す

るバンドが検出された,このことから, g4-E2遺伝

子は転写されていることが示された.次に,E4-E2

遺伝子からの GluRE2タンパ クの発現最を調べた.

内在性の GluriE2タンパクを除外し,E4-E2遺伝

子から翻訳される GluRE2タンパク(T)んを検出する

た吟に,Glu毘e2変異マウス蹄 と監4-E2変異マウ

スを交配させることで.(E2-/-.E4E2/E2)マ

ウスを作製した.この (E21/-.E4E2/E2)マ

巾スでは,内在性の GluRE2が矢指 しているので,E

L1--FJ2遺伝子に由来する GluRE2タンパクのみを検

LEtJ.できる.生後0.5日齢LT)(E2-/-,E4E2/E2)

マrT7スの間脳 ･脳幹から調製したホモジネー トを用いて

巾エスタンプロ../,ト解析を行った し図2D).GluRE2

欠拍マウス (I2-/-)には検出されない約 180kDa

の成分が,GluRg2のタンパクである頼.くだ2-i-,

∈4E2/E21のタンパク試料において,GluR亡2タ

ンパクの存在を示す確かな強度のシグナルが検出された.

(E2-/-,E4E2/E2)および (E2十/-)の試

料において検出された GltlRE2タンパク由来のシグ

ナル強度を比較すると.(E2-/-.E4E2/E2)の

タンパク試料 100/LgにおけるシケナJL,強度は.(E2

+/-1の試料 1()/Eg におけるそれよi.)も低い.しか

し,(E2十/一一)の試料 2,"gにおけるシブナJL,強度

は微弱で,検出感度の限界程度であると思われる.ゆえ

在する GluRE2のタンパク量は,(E2十/-)の試

料中に存在するそれの2-10%と推定される.このこと

から.E4-E2遺伝 J'-から GluRE2タンパクへの翻

訳は行われておi),(E;lFJ2/E2)個体におけるE4-

E2遺伝T-(外来性 GluRE2)の発現量は.野生型個

体における内在性 GluRE2のそれの 5%11卜である

ことが推測された.また.GluRE2変異マウスとの交

配により作製された (E2-/-. E4E2/E21マウ

スは.生後間もなく死亡し,成体までは育たなかった.

行動解析

E4-E2変異による効果を調べるため,GluRE4

欠指マウス LE4-/-1で異常のみられた自発的活動

量を,E41E2ホモ変異マウス tELIE2/E21と C.

luRELl欠摘マウス (El-/-)との間で比較するこ

とにした.El-E2ホモ変異マウス (EiIE2/E2)

と対照群マウス (E4-/-)が同腹仔 として得られる

ようにするために,(E41/E2)マrLTスrr.l士の交配に

より,E4-E2ホモ変異マウス LE.iE2/E2)と G

ltlRE4矢指マウス 巨 4-/-)を調達 した (図2A.

B).変異マウスの自発的活動量を,オープン7イールド

テストにより60分間測定した (図3A).測定開始直後

に巌も高い値を示 した活動性は.時間経過とともに減少

し,30分を経過する頃には,全ての群のマウスが,オー

示 し.活動性は低い定常状態に収束した,各群の平均値



522 新潟医学会雑誌 第 115巻 第 10号 平成13年 (2(氾1)Io月

A
QLJREA

cDNA

Q●nofn●

TJrP tlq

Vottor

TJ rp t'd .一･･･一{■』}■一 ･････l･････
Gonom ● p1-Tp7

Prcb A d ⊃ prcb B 【コProb C

や 転写

m触 轟

▼ 抑

pob ptkb --
不渚憶 活性

,_____｣呈出｣
Probes ProbeA ProbeB ProbeA
I I1 1 I 1t I

1 eEn2doE2

kb

19.3-

77~

6.2~

43-

～ N
恕 毛 蝶息
十 十 + 十

図1 GluREご1-GlLIRE2融合遺伝子党規マrナスの作製

A.遺伝子組換えおよび発現の概略.GluRe4の4番 Flの推定膜箆通領域 (h:141をコー ド

する塩甚配列の直前にある EeoRVの認識切断部位かJ-',約 1kb下流 にある XhoIの

認識切断部位までの部分に.相同組換えによりGluRE2の cDNAを導 入 した.クー ゲ

テ (ンゲベ クターにおいて.GluRE2の cDNAの 5'末端側に IRESを,3′末端側 に

軒 l調号丁シグナルとネオマ ヤシン耐性遺伝子のカセ･ソトが連結 してある.この E4-E2

変輿マ 巾スでは.A.･14の歯前 まで をコー ドする部分 と3フレームの ス ト.ソプコ ドン.

IRES,GluRe2の LIDNAに対応する融合 mRNAが合成される.GluRE4の翻訳は.

37L,I-I-ムのス トtlJプコ ドンによって一時終了するが,lRESによって再開 され,活性の

ある GluRE2が産生 されることが期待 される.Baは BamHI,Bgは BglII,EIは

FJeORI.EVは EcoR＼T,XはXhoIの制限酵素部位を,stopは37レ一･一ムのス トップコ

ドン,t-int/pAは simianl･irus40の スモー-ル トfントロンとポリA付加部位.neoは

ネオマ イシン耐性遺伝子のカセ､ソト BSIくはプラスミドベ クターPBlueseript.DTはジ

7テリア毒素A断片遺伝子,白Llg角 (ProbeA,Bおよび e)はサザ ンブロッ ト解析 に

朋いたプロープの位置,矢尻 (Pl,2および31は RT-PCRに糊いたプラ 1マ一一の位

置を示す.

B.相同組換え体の同定.BamHIまたは BgllI消化 した 亡4--E2ヘテロ変異型 (E 4+/

E2)および野生型 (E4+/+)ゲノム DNAを桐いたサザンブロッ ト解析.左のパ ネ

ルにおける上および右のパネルにおける下の矢尻は,内在性の GluRE 2遺伝 子 (endo.

E2),左のパネルにおける下および右のバネJL,における上の矢尻は,E4-E2変異遺伝

子 は 2)由来のバ ンドを示す.
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図2 e4-E2ホモ変異マウスの作製と生化学的解析

A.(ど4-/E2)マウスの作製.(g4+/E2)マウスと (e4-/-)マ

ウスの交配により生まれたマウスの尾から抽出 したゲ ノム DNA 杏,

ELIORIで消化LProbeCで′､(ブりダイゼーションしたサザンプロ､ソ

ト解析.上の矢尻は GluRe4の欠失変異型遺伝子 (-),中央の墓尻

は野生型遺伝子 (+),下の矢尻はE4-E2変異型遺伝子 (E2)由来

のバンドを示す.

B. 信 4E2/E2)マウスの作製.(e41/E2)マウス同士の交配によ

り生まれたマウスの尾から抽出したゲノム DNAを EcoR王で消化 し

ProbeCでハイブリダイゼーションしたサザンブロット解析.

C. g4-E2遺伝子の転写.生後 7日齢の g4-E2ホモ変異マウス 信

4E2/E2)と野生型マウス (g逢す/+)の全脳 か ら抽 出 した全

RNAを周いた RTIPCR解析.RT(+)では逆転写反応 を行った

後に3種類のプライマー (Pl.P2および P3)を用いてPCRを行っ

た反応産物を,RT(-)では逆転写反応を行わずに PCR を行った反

応産物を,8%のポリアクリルアミドゲルで電気泳動 している.

D.E4-E2遺伝'f一の翻訳.生後0.5tl齢の変輿マウスの間脳 ･脳幹か

ら調製したホモジネー トタンパク2,10,100lLgを SDS.PAGEに

より分離 し.抗 GluRe2Lt二のパネル~)および抗 NSE(下のパネル)

抗体によi)反応 させたウエスタンプロ､ソト解析.卜の矢尻は GluRE2

タンパクを∴下の夫尻は NSEタンパクを示す.
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の大きさに着日すると,最も活動性が高いのが GlllR

E4矢指マウス群 (-/-1で.野生型てrL7ス許 し+/+)

はそれよりも活動性が低い傾向が.60分を通 して観察さ

れた.3群の活動性の違いをLtr,確に評価する/+=めに.30

分間の総稚動距離を測定した (図3B(オー-ブン7 (-

ルドの大きさ いい 目.しかし.3群間に有意差はな く

(分散分析乱 p>0.051,日馴 勺活動巌に違いがないこ

しかし.池附らが解析に糊い/+=オー--プン7(-ルドの大

きさは 50enlX5Oenlであるのに対Lて.ここでH~1いた

オープン7 (-)Lドの大きさは 27.3LlnX27.3cm で

ある.このオー-∴ブン7 1′-ルドの大きさの違いが,活動

巌の相違をFJTlき起こしているのではないかと考えられた,

そこで次に,池ETIL二)が使用し/+=ものと同じ大きさのオー

プン7 トールド (太,SOL,mX50cmlを用いて∴変異

マr17スの自発的活動巌を測定し,同様に30分間の総移動

距離を測定 した (図3B Lオー-プン7 (-ルドの人 ささ

(人目~).その結果,どll-E2ホモ変異マウス群 (E2/

E21の総移動距離が.他の2群のそれに対 して有意に

低いことが示 された (.分散分析法お よび Fisherの

PI,SD 法,(-/-1- (E2/E2)群間で p<0.05,

(+/+1- (E2/E21群間で p<0.Oil.ゆえに,人

きい寸一･･-ブン7･い-ルドにおいては,E･･1-E2ホモ変

異マウスの自発的活動量が,Glu民g逢欠損マウスと野

生型マウスのそれよりも低いことが示された,

考 察

本研究では,莞牛初期から牛後(ハ幼F.:期にか すて間脳 ･

脳幹部に共に党規している GlullEiZと GluRE.･Iに

着HL.Ll,luRE2と Ll.luREtlの/:Ll.理粍能の違いにつ

いで検討 し/+I.このf.･･1的のために,('TlllRELlの遺伝子

したE1--F:2変異･--rr17スを作製した.

E.1--FJ2変異-く'巾スにおける RT･-PCR 解析 とウ

エスタンプロ､ソト解析によi).E4-E2遺伝1-かJ)の

転写.翻訳は行われており一 ∈4E2/E21個体にお

けるE4.--E2遺伝子 (外来性 GluRE二日 の党規量は.

野牛型個体における内在性 GluREtjのそれの 5Odlリ.

下であることが明らかとな-:'た (図2(l,D).ノーザ ン

ブロット解析により,だ4-E2遺伝子の m況NA へ

の転写量は.野生型 GluRE4遺伝 {-の mRNA への

それとほぼ同程度であることがわかっている (非掲載デ-

夕),E4----E2遺伝子の mRNA における,lRES を

介した再翻訳効率については調べておらず不明であるが,

この翻訳効率が低い可能性が考えられる.図2Dで行っ

たウェスタンブロット解析では,タンパク試料を生後

0.5日齢のマウスの間脳および脳幹から調製 した.新盤

1J'L期の間脳,備幹部における GluRE2および (i,luR

E▲lのitI-.確な発現量比については不明であるが.新生

仔期の間脳,脳幹部における GluRE4の党規駿は.

GluRC2のそれよりも少ないということも考えられる.

い 4-/E21マウスのゲノム DNA を用いたサザ

ンプロ､ソト解析によi),野生型 GluRE4遺伝子の成

分が.EJ-E2遺伝子に連銀 していると考えられた.

しかし,RT-PeR 解析の結果.(E4+/+)におい

て検出Sれた野生型 GluRE4遺伝子由来のバンドに

匹敵する増幅成分は,(EiE2/FJ21においては検出

されなか-〕た し図2C).ゆえに,野生型 GluRE4遺

伝了-の東根成分は転写されておらず.不活性であると考

えられる.ただし,魔複成分が挿入されているゲノム上

の正確な位鷺は同窓されておらず,何らかの遺伝子成分

を破壊 している叶能性は否定できない.

ElllE2ホモ変異マウスの活動性を,大小2種類 の

大きさのオーブン7 トーJLドを開いて調べた (図31.

池川らの報告によると,GluRE4矢指マウスでは,野

生型＼'巾スに比べて.自発的活動量が滅少していた.杏

研究で,池田らが周いたものと同じ大きさのオ-プンブイ-

ルド (.大.50emX50cm)とともに,小さいす-プン

フ †-JLド い卜 :)7.3cm x27.3(,m)もF廿いて.日子さ

的活動量を測定した 〔図3B).しかし,いずれのオープ

ン7 (-ルドにおいても.〔:,lufミE･1欠損マウスと野fl:_

型マウスの再発的活動濠の間に,有意差は認められなかっ

た し小 (分散分析法.p>0.051.人 し分散分析法,p<
0.05.Fishet･の PI｣SD 法,(+/+1- (-/-1群

間で p>0.3日.E-I-E3ホモ変異マウスの遺伝的背

祭は,C57別｡/6持5%)lCBA ほ5%)である.行動

解析に用いたE4-E2ホモ変異マウスと GluRE4欠

損マウスは同腹仔だが,野生型マウスは,C57BL/6

持5%)/CBA ほ5%)の遺伝的背景を有する,別個の

集団から調達した,従って,GiuRg4欠損マウスと野

生型マウスの間の遺伝的背景の均 ･性が低く,そのため

に.大きいす-プンフ (-ルドにおける表硯型が.隠れ

てしまった可能性がある.さらに,マウスの過齢に関 し

ても,池田らの使ったマウスは生後26-28日齢であるが,

本研究で使ったマウスは生後35-76日齢と帽が広 く,か

つ,時期も異なってお り,この週齢の相違も表現型に影

響を与えた可能性がある∴ 一方.E4-E2ホモ変異マ

ウスに関しては,大 きいオ-プンブイ-ル ドにおいで,
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525



5:26 新潟医学会雑誌 第 115巻 第 10号 pi'-･成13年 (2(氾1)10日

E4--EL)ホモ変異マrlJスの自発的活動量が.GluRe

4欠損マウスと野生型マr17スのそれよりも低いことが示

された.このことから.I:日和こおける自発的活動性 にお

いては.GluRE2と GluRElが別個の役割 を担 って

いる吋能性のあることが示された.

それでは,E4--E2ホモ変異マ｢17スと GluRE4欠

損マウスとの閏の自発的活動恩に有意差が認められたの

体における Ej-E2遺伝子 (外来性 GluRE2)の発

椀量は,野生型個体における内在性 GluRE2のそれ

の 5%以下 しかなかった.さらに,本研究で作製 された

(E2-/-,E4E2/E2)マウスもまた生後間もな く

死亡し,成体まで延命させることはで きなかった.この

ことか ら.E4-E2ホモ変異マ ウスにおいて,GluR

E2と GluRELlが共局在している部分では,E･1 ･-E

2遺伝子の効 果はほとんどないと考えられる.そ うだ と

すれば,g逢-E2遺伝子が生体に影響 を及ぼす可能性

が高いのは,CTluRE･1の丸が発現 している領域である

と考えられる.その領域では.巌は少ないなが らも,Gl

URE2が異所性の党規をしていることになる.内在性

の (i,1uREI:1の党規がほとん どみ られない成体の前脳

ド,GluRE;lを過剰発現する トランスジ1こ .lJクマ ,)

スでは.海馬 LIAl領域における NMDA 竃流の性状

とシナプス可塑性に変化が認められた頼.この報告 は,

(I.1uREサブユニL.}トを異所性に党規 させると,その領

域の神程機能が椎乱 される可能性があるということを示

す ものであ り,ゆえに,GluREサブユニ ッ トの生理機

能の多様性は,その分+的な確能の 多様件に起因す ると

いうことを示唆 している.

本研究におけるこれらの結果から.GluRE2と Glu

RE4が生体において発現する熊能は異 な り.GluRE

2は GluR亡∠lの横能を代償することはで きないことが

示 された.
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