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は じ め に

脳の高次機能である記憶,学習を理解する上で,その

基礎過程であると考えられている農期増強チ長期抑圧な

どシナプス伝達の可塑性や,神経回路形成の分子機構を

解明することは麗質な課題である.高等動物においてほ,

NMDA 型グルタミン酸受容体チャれ レは,可塑性の発

現旦)やシナプスの精線化2)の鍵となる分子として注目

されている.NMDA 受容体チャれ レは,cDNA タロ-

ニングと,その再構成窯駿よりど1 (NRH と藍1-
4(NR2AID)のヘテロマ-で構成されることが示

された3ト 隼 ジ-ンタ-ゲティンダの手法を用いて,

全てのサブユニット遺f云予について欠損変異マウスが作

製されており6ト11),各サブユニットが担う様々な神経

機能が示された.また,近年に作製された,gサブユ

ニットの細胞内領域を欠失した変異マウスの解析結果か

ら12日 4),NMDA 受容体チャれレの細胞内局在は,シ

ナプス可塑性の発現に重要であることが強く示唆されて

いる.

NMDA 受容体チャネルのシナプス局在機構の過程

である,サブユニットの会合,細胞表面-の発現,シナ

プスへの夕-ゲティングと集積機構などについて,いま

だ未知の部分は多いが,訂iサブユニットがそれらの機
構に重要な役割を果たしている可能性が示唆されてい

る15上皇7),一方,マウス成体の小脳プルキンエ細胞は,

非常に豊富などまサブユニットmRNA が発現してい

るのにもかかわらず,例外的に, eサ ブユニ ッ ト

mRNA の発現が全く見出されない細胞である潮申免

疫組織化学的解析では,小脳プルキンエ細胞の細胞体と,

その樹状突起部分である分子層には,Eまサブユニット

のシナプスへの集積を示すようなシグナルは検出されな

い.このことから,ど1サブユニット単独ではシナプス

へ移行しないという仮説が盤ずる.ただし,プルキンエ

細胞では NMDA 受容体活性を認めないので,シナプ

ス-の簸碕機構そのものが欠落している可能性を暫定は

できない.つまり,生体内での NMDA 受容体のシナ

プス局在を検証するためにはヲ機能的な NMDA 受容

体を発現する神経細胞での解析が必要である.

マウス成体の小脳畢粒細胞において,NMDA 受容体

チャネルはど息, E l, E 3サブユニットが発現し,普

洗練羅一期粒細胞シナプスにおいてイオンチャネルとし

て機能していることは,すでに.ms豆もuハイブリダイ

ゼ-ション18㌔免疫組織化学,電気生理学的な解析19)

から示されている.そこで,本研究ではGiuREB欠損

465

-く'｢'･.スと.(了ILJREI.;!E32重吊Lと十Trlrスを作製し,こ

れらの変異マウスを用いて,NMDA 受容体サブユニッ

トLI')党規と細胞内局在に/)いて検証L/た.その結果.

(;IllREI/E3欠荘ト'.1'スにおいて.;lサ1ユ∴､リ
トは幾粒層のシナプスへ局在せず,タンパク慶も減少 し

ていることを見出した.これらの事業から,生体内にお

いて,NMDA 型グルタミン酸受容体チャネルだサブユ

ニットは,冒1サブユニットのシナプス局在とタンパク

安定性に鮒する決定因子として働 くことが示唆される｡

材 料 と 方 法

NMl):t受容体チャネルE3サブユニット欠損マ

ウスの作製

標的遺伝子組換え法によりE3サブユニット欠損マウ

ス (以降Gl㍑RES欠損マウスと表記する)を作成した.

~･.･l い､＼ _r･L･ ; ･ ＼･

断片をプロ-プとし,C57BL/6マウスゲ}ム DNA

ライブラリーをスクu一二ンダすることで,GiuRg3

I,:/ム T)N:㌔ I/t-ド-ン.PGF,E31二#1(ト 1を得た.

このタロ-ンを Sau と HindHⅠで消化 して得られる

6.5kbの断片を,pBluescTipt2KSト )に挿入 した

ものを pGE3SH とした.pGK2Neoを EcoRIと

BamHIで消化して得られる1.3kbの断片を,Eco民Ⅰ

と lうヱ1111Hlで消化し/+IllLlTE3SH に連結L.I)('TE3

SHN とした.pGK2Neo の 1.3kbの断片には,ポ

ジティブ選別のためのネオマイシン耐性遺伝子が含まれ

ている,pGEE3E摩16-且を Not王と EcoRV 消化

して得られる1.2kbの断片と,BamHIで消化 し,莱

端を平滑化した pGE3SHN を連結して pGだ 3NT2

を作製した.pLITE 3NTIjを Silllと NotIで消化し

て得られる 9kbの断片を,Sa且豊と Noも1で消化 し

た pPauDT-3に挿入 し,夕-ゲティンダベクタ-,

pGだ3TV3-T2を作製した.pPauDT-3には,ネ

ガティブ選別に必要なジフテリアトキシン遺伝子が含ま

れている.1＼107個の TT2 ELq細胞に対し,Lqall

で直線化した pGだ3TV3-T2を 6pmol混和 し,

導入した後.150:甘 ′･JmlLI7-118含有培地で 7日間培養

し選芳ijを行った､相同組換えをおこした ES細胞の同

定は PCR およびサザンブロットにより行った.iCR

マウスの8細胞艦に,相同組換え ES細胞を約10欄注

入 し,キメラマウスを作製 した.キ メラマ ウス と

C57BL/6のマウスを交配させ声産まれてきた仔の

GluRgS変異遺伝子をサザンハイブリダイゼ-ション
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で確認 し,さらにヘテロ変異マウス同士を交配 させず

GluRgB欠損マウスを樹立した.また,glとE3サ

ブユニットを同時に欠損するマウス (GluRgH ga

欠損マウス)を作製するため,すでに作製されていた だ

且サブユニット欠損マウス6)昭£㍑REl欠損マウス)

と(,'llLIt'E3変異マウス/Jl･.甜Llさせ,(.;llLREI/-E3欠

損マウスを作製した.

insituハイブリダイゼーション

El.E3.;1サブユニ-,トmRNAにklJ-して.それ

でjt牲則 ~!]なブしト ーT.olig･oEIE.oligoEこml･lLl.

oligor1:＼を作製し/た.oligoElfl'JはElサブユニ､ソ

トet.)N:1J71,8(3._)･-1.t)()6番に.oligoEi.nLトlLlは

o;lA はご1サブユニリト｡DNÅ (/ト 5･卜 ･--lo削 二

相補的な配列の合成オリゴマーである申これらを もeF-

miIIEll(it10Xyl･it)仁一nuclt,oti車･･ltr呈lllStlt,rこISe (Blu,.

Bethesぬ ,MD)を用い,[33p〕-dATP で標識 し,

プローブとして用いた.動物をジエチルエーテルで麻酔

した後,金脳を摘出し,ドライア木見で急速に凍結した

クライオスタットにより20pm 輝の来状断切片を作製

し.3'一･-･ヱ川1illOPl･OP.1･1t･llipthoxySilとln(-でコー トし/+I

スライドグラスに貼イ寸した,ハイプリダイゼ-ションは

50%ホルムアミド存在下で,42℃,12時間行い,HypeT -

ril11ト･･力11;lX偶 mpl･L<llヱ川1.Ⅰ~うuL､kinghilmShirt1,ll;ngl

land)に3週間,露出させた.

免疫組織化学

ベントバ)Lビター)i L100111g,/kg)による麻酔 卜の

動物を,4%パラホルムアルデヒドにより濠流固窓 し,

全脳を摘出しパラフィンに包埋後,ミクロトームにて 5

1′=11厚(:-')矢状断切片を作製Lスライドガラスに貼付L

I+I.脱パ=77 (ン私 切片を 1mg/mlペプシン-PB

sで37℃,11分間インキュベ-トした紺,pBSで洗浄

した後,ブロッキング 拍0%正常ヤギ戯乳 室温3紛 間),

一次抗体反応 律 1, 日 サブユニット抗体は 1tL欝/

ml,E3サブユニ-!ト PSI)-.-95杭†畑ま0.5′′fg/ml

で室温iO時間)ヲ2次抗体反応 (ビオチン標識抗ウサギ
Ig(二IT抗体で室温1時間1.ペルオキシダーゼ標撒ストレ

｢7こトアビジンで室温3O分間 1ンキI･LJヾ- トし.3.3㌧一･-･

diillninot)pnzidilleで発色させた.プロッキンJ/.2

次抗体,ス トレプ トアビジンは HistofineSA迅-PO

(況)kiH Nichirei,Tokyo,Japan)を用いた.共簸

点レ-ザ-顕微鏡を用いた免疫蛍光では,まず,ウサ

ギ抗 訂1サブユニット抗体で室温10時間,ビオチン標

識抗ウサギ IgG 抗体で 1時勘 ベルオキシダ-ゼ標

識ストしブ UTlピジンで30分間 1'ンキュべ一･一トした後 ,

tyl･amidesigIlal;1mPlifieationkitLrl､SA Fluo-

rpseeins.vstpnl[green].NENLiresciellCe,Bos-

ton,MA)で発色させた.さらに間サンプルを,モル

モ､L/トl〕Slト 95抗体で室温10時町 Cy3標識ロバ抗モ

ルモ､ソト1g('T杭f~･巨ぐ2時間 [ンキュベ-トするか.ま

たは 1Omh:Ipl･｡pidiumiodi(1e廿IoleeularProbes,

E咽 ene,0況)で核染色した.

ウェスタンブロット解析

各漸 嘉子型について3個体のマウスより小脳を掃出し,

10倍巌のバLIJ7lT- (10mM Tris-C1.pH7.2.5

111M FJT)TA.0.32Oi-スクロース1でホモゲナ イズ後.

丁ooXgで10分間遠心 L.i/.:糾 )postnuclèlrrrae-

tiorlを試料とした.Lo耶y法でタンパク濃度を測定

し,各サンプル 501,Lgを7%SDS-PAGFJで分離 し

た .EIpL.てro-blot法でニ トロセルロース7･rルターに

転 写し,プロ･ソキング (5%スキムミルクで室温で 1時

間振漁1, -次杭僻二i応 〔r1.Elサブ=I-二､ソト抗体は

1.･Eg/ml.E3サブユニ-!ト抗体は 3,"ど/ml.PSD-

95抗体は0.5/Lg/1111で1時間1,2次杭附 丈応 巨ペル

オキシダーゼ標親杭ウサギ IgG 抗体 摘meTSham

Pharm壬'.1Cil.1Biotpeh.Buekingh(,川1Shil､tl.England)

を-1000倍希釈L,1時間 (ンキ,-:Lベー ト)させ ECL

(Amprshflm Phnr･maeiaBiotechうにて驚色させ X

線フィルムに感光させた,

細胞分画法

告された方法22)を改変して調製 した,まず,マウス小

脳 津f/+-.7T.-FJ.-,,一丁7スは11匹.(llluRE1/E3欠損マウス

は5世 より postnuelearfraet､ion を調製Lた.こ

(7)画分を0.8M と1.2h･･Ⅰのスクロース密度勾配で遠心

し 附加二亀積するシナプト'ノームを,0.5%TritonX--

100で15分.1℃で穐拝 L,111,000×gで60分間遠心
し,ペレットを 朝mM Tris-CHpH8朝 で懸濁し

たものを PSD 画分とLた.

結 果

GlLLRe3欠損マウスとGLLLRel/eS2重欠損マ

ウスの作製

NMDA 受容体 E3サブユニット遺伝子を欠損させる

ために,夕-ゲティングベクターを構築し (Fig.1A),

ES細胞に導入した.このベクターで相同組換えを起こ

させることで,エクソン13にある推定膜貫通領域 TM4

をネオマイシン耐性遺伝子により置換し,E3サブユニツ



阿部 :苔状線維---,i,脳輝粒細胞シナプスにおける NMDA受容体の局在機構の解析

A

Genome

Vector

Ta｢geted

genOme

kb

19.3-

7.7-

6.2~

Probe E:忘コヨ
5i

■l -

Neo 3e

5i 3e Neo

+/++/ 一 一/-+/++/一 一/- +/++/一一/-

¶岬 書4' 徽→■鱒鼻

*pyJ書嶋嶋
ヾ ･ ←-

■

･167

FigureI
標的遺伝子組換えによる,NMI)A受容体g3サブユニット欠損マウスの作製.(A)

マウス監3サブユニット遺伝子,タ-ゲティングベクタ-,組換え後の遺伝子の模式図.
第13,14エクソンをそれぞれ累四角で示す.斜線のバーはサザンブロット解析に用いる

プローブの位置を示す.EIは EeoRI,Sは Sall.1-iは Ⅰ-IindIIT.NはNot.I.EV は

EcoRVのそれぞれの制限酵素認級部位,Neoはネオマイシン耐性遺伝子,DTはジフ

テリア萄素遺伝子,BSKはプラスミドpBluescTiptを示す.(B)制限酵素 EcoRIで

消化 した,野生型マ ウス 巨 /+),定3サ ブユ ニ ッ トヘ テ ロ変異 マ ウス
(+仁 ),E3サブユニット欠損マウス ト /｣ のゲノムDNAのサザンハイプリダイ

ゼイション解軌 ベクターの5'内側 (5i),3'外側 (3e),およびNeoプロ-プ くNeo)
を用いた.

トの イオンチャネルとしての機能を失わせる.このベ ク 3)を得た.このキメラマウスと C57BL/6マウスか ら

夕-を TT2 ES細胞 に電気穿孔法で導入 し,G姐8 盤まれた仔の遺伝子型を解析 し,ヘテロ変異マウスを同

耐性の 1210クローンを解析 した結果,相同組換 えを 定 した一 このヘ テ ロ変異 マ ウス 同士 を交 配 させ ,

起こした2クローンを同意 した,これらクローンか らキ NMDA受容体E3サブユニッ ト欠損マウス (ホモ変

メラマウスを作製 し,1系統のキメラマウス 摘 -88- 輿マウス,以下GluRgS欠損 マ ウス ) を作製 した
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澗ig.ltil.

このGZはRES欠損マウスでは,完全なE3サブユニッ

トm況NA は発現していないことを imsituj､イプリ

ダイゼ-ションにより確認し,また, 雷3サブ淀ニット

タンパクが消菜していることをウェスタンブロットによ

再確認t__た しFig.2上51.また.ヘテロ~射 1こ∵Tl,スで
は,ど3サブユニットタンパクの発現慶がおおよそ半減
していた 摘臣掲載デ-夕)書すでに報告されている N現

ウスは,少なくとあ鼠か桝 豊正常に盤脅し,生殖能力も

有し,歩行障害などを含め異常な行動は観察されなかっ

た.また形態学的異常も,準に見出されなかった.

とGlはRgS欠損マウスを交配することによって作製 し

正常に生育し辛生殖能力私有し,異常な行動は観察され

ず,形態学的異常も準に見出されなかった.しかし,回

転棒上での歩行運動の持続時間が,野生型のマウスに比

べ有意に減少していた (非掲載デ-夕)ことから,協調

運動には軽度の障害がおこっていることが示唆 され

る.この結果は,すでに報告されている NR2A弓 -/

2C-/-マウス9)の表現型とほぼ同じである.

mRhTÅ とタンパクの発現

E3サブ且ニット mRNA の発現について検証 した

ミニFig.2Å-1∴ (;ltLIt'E7.(7ltJl1Etl''.(7ILLRE1/

a3欠損マウスにおいて,それぞれ欠損しているサブユ

ニットの mRNA は全く検出きれなかったが,ど1サ

ブユニ ットおよび髭摘 していない gサ ブユニ ッ ト

mRNA の発現分布は野生型のものと変化はなかった.

また,免疫組織化学的拳法を用いてgl, El, E3各

サブユニットタンパクの発現変化を検索 した (F嬢.盟

M-Ⅹ).野生型マウスにおけるglサブユニットタン

パクの発現は mRNA の発現とほぼ対応 しており,餐

脳に強く発現しているが,朴脳分子層には明瞭なシグナ

ルは認められなかった.また,ElとE3サブユニット

タンパクの発現は mRNA の発現と同按であった.-

Jj.GltLI?E1.(了Jt.LEE3.GllLRE1.パ 31JJE--;Ir,'｢17

式においては,それぞれ欠損 しているサブユニットのタ

ンパクは全く検出されなかった.GZuRgl欠損マウス

におけるE3サブユニットと,GiuRgS欠損マウスに

おけるElサブユニットの発現には差異がなかった.し

かしヲGluRgl/eB欠損マウスにおいてglサブユ

ニットのシグナルは,小脳で著しく減少しており,Glu

RElと(7llLRE3JJJLEiTT17封こおいても.やや減少し

ていた.

さらに小脳の拡大俊 雄ig.3)で検証すると,野生

型-,I-.177､では,;1. E 1.E3サブユニリトとも粕粒

層に明瞭なシグナルが検出された一対照的に,分子層を三

は各サブユニットと転シグナルは検出されなかった.ま

I+I,(7luRfI欠損-1'rりTLにおけるE3サブユニ･ソト.

GiuRES欠損マウスにおけるだ1サブユニットの党規

には変化がないように見えるが,両変異マウスともど1

サブユニ-!トのシグナルが滅弱 してお i上 GllLRE1./

ど3欠損マウスにおいてほど1サブユニットのシグナル

は検出感度以下であった.だが,PSD-95のシダナ射 こ

ついては,これら4系統のマウスで発現の差異はなかっ

た.

さ吊I_.i:1サブ=7:-･/lトと PST1--95に灯してii)希

東光ラべIL免疫染色を行-J}/た iFig.･Iう.野生型(-'),)､脳

願粒層では,ど1サブ且ニットのシダナ鋸 ま,明瞭に

pl･OPiditlll1iodid(1による代の染色とは分離L.PSD.

95のシグナルと-致した.この結果は,ど1サブユニッ
トは細胞体のようなシナプス以外の部分には藤橋せず,

か脳糸球体 (塀粒細胞-苔状線維シナプス)にのみ局在

していることを示している,GiuRe1/E3欠損マウ

スでは,ど1サブユニットのシグナルは検出することが

できなかった.これらの結果から,小脳期投細胞におい

ては.ElとE3サブユニ･ソトの'J(尖は.;サブユニ-,

トのシナプス局在を減少させることを示唆する.

小脳における蛋白量と局在の変化

か脳常駐細胞内の NMDA 受容体サブユニットのタ

ンパク量について検証するため,全小脳から調製したホ

モジネ- トをウェスタンブロットによって解析 した

(Fig.5A､).野!t:.翌:r,'-l･'スに比べて,ご1サブユニ､LJト
のシ'/十JL,は.(;ltLREIIIJLiトーTウスと(了luRE3矢指

マウスでは若干減少していた.さらに,GiuRg打 g3

欠損マウスでは著しく減少していた.また,GluRg1

欠損マウスとGl㍑RES欠損マウスでは,それぞれE3

と Elサブユニ-:･卜がやや滅少していた.ま/た.GIuR

I1/ES矢捕-Tr17スでは PSD-95がやや増加してい

た,

glサブユニットタンパクの細胞内局在を検証するた

めに,小脳のシナプトソ-ムと PSD 画分を調製し,ウ

ェスタンブロットによって解析 した (Fig.5B).野生

型マウスでは,ど1サブユニットと PSD-95は,ホモ
ジネートヲシナプトソーム,PSD 画分の順に,タンパ

ク量当たりの含有量が増加した この濃縮は,ど1サブ
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ど1-KO 妄･3-KO i･11･'E3lKO

･p169

Figurc2

マウス全脳克状断面でのNMDA受容体訂1,日 ,E3サブユニットmRNA とタンパクの発現.野生型 (A,

'●･･ t- ･ ∫ l .:･i､､ :･～ . ･･ -.1 ･ I. .･ ･二.ト

マウス(D潤 m,㍗,T,Ⅹ)の矢状断切片での ir%siもuハイプリダイゼ--ション(A-i)および免疫組織化学的解

析 (M-蕊)･)､イブリダイゼ-ションにはそれぞれをH AID),ど1(a-H),E3(仁 L)サブユニットmRNA

に特異的なオリゴヌクレオチドプロ-プを削 ､,免疫反応にはそれぞれどH M-P),どH Q-管),63(U-Ⅹ)

サブユニットタンパクに特輿的な抗体を削 ､た.スケールバーは 1mm を示す,

ユニットと psD195がシナプス後膜で共局在 している とが示唆される.

ことを反映 していると考えられる.しかし,GiはRE1/

E3欠損マウスでは,Elサブユニットの蛋白量当た り

の含有量がほとんど増えなかった.しかし,PSD-95は

野生型マウスとほぼ同様に濃縮 きれた,これらの結果よ

り,ど1サブユニットは,eサブユニットの消失により
減少 し,残存 した成分も,シナプス後膜に局在 しないこ

考 察

奉研究においては,ジーンタ-ゲティンダの手法を周

いてGluRE3欠損マウス,GluRg1/E3欠損マウス

を作製し,これらの変異マウスを剛 ､て,NMDA 受容

体チャネルの局在について検証した.
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F.1lKO E3-KO r,1/‡:3lKO
C D
悶

H

Figure3

小脳皮勘 二おけるNm:1DA受谷体;1.E1.E3サブユニ-!トおよび PSD195タンパクのF,-:-'i在.;1

(AID),ど1(E-H),E3(上し)サブユニット,PSD…95(M-P)抗体を周いて免疫組織化学を行った

Grは額粒層,Moは分子層.PCはプルキンエ細胞層の位置を示す.スケ-ルバーは0.5pm を示す.
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Wild ど1万3-KO

Figurtl-I

マウス小脳期粒層におけるぎ且サブユニットタンパクの局在.

(A,B) を1サブユニ ッ ト抗体による免疫蛍光染色 と

pTOPidiumiod主deによる核染駄 (C,D)冒lサブユニット抗

体とPSDW95抗体による二重免疫蛍光染色.野生型(A,C)と

GguRE打 gB欠損マウス (B,D)の矢状断切片を用いた.C

でのみ,共局在のシグナル (白色)が検出された スケールバ-

は0.5pmを示す.

ElとE3サブユニットの欠失による,NMI)jl受

容体サブユニットのシナプス局在への影響

免疫組織化学的に,NMDA 受容体 ど1, E 仁 E3

サブユニットタンパクの発現について解析 したところ,

野生型マウスと比較して,GluRgl欠損,およびGlu

RgS欠損マウスにおいて,小脳輝粒層のElサブユニッ

トのシグナルは減弱してお り,GluRE1/E3欠損マ

ウスにおいては検出感度以下にまで減弱していた.しか

し,各変異マウスのど1サブユニット mRNA の発現

蕊,発現パターンに変化はなかった,このことから,ど

1サブユニットのシグナルの減少は,転写最の減少や

･･171

mRNA の安定性の変化によるものではないことが示

唆される.また,野生型マウスの小脳躯粒層の二重免疫

染色では,このglサブユニットのシグナルは PSD-

95のシグナルと一致するので,訂1サブユニツ日豊シナ

プスへ局在していることは明らかである.

さらに,ど1サブユニットの細胞内局在について生化
学的に検証するため,小脳のシナプトソ-ムと PSD画

分を調製し,ウェスタンブロットを行った.その結果,

GiuRel/E3欠損マウスにおけるglサブユニット

のシナプトソームと PSD 画分への濃縮率は,野生型

マウスでの濃縮率に比べて著しく減少していた.このこ
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A ㌔ :_T*0°PtQ:.Tl:,*0

B wlld }‥lh3 -KO

HoSy PS Ho Sy PS
30 10 3 30 10 3 (トg:.

Figut･p5

小脳タンパクのウェスタンブロット解析.(A)野

牛型.GllLREI矢捕.GllJRE3矢指,(;ltLRE1/

ぎ3欠損マウス小脳から調製したホモジネ…トを

それぞれgl,El,g3サブユニット,PSD-95

抗体により反応させた.各レ-ンのタンパク畳は50

pg.(B)野生型およびGlはRE1/E3欠損マウス

小脳から調製したホモジネ-ト(Ho),シナプトソ-

ム (Sy),PSD画分(PS)をそれぞれElサブユニッ

トまたはPSD-95抗体により反応させた.各レわ

ンのタンパク濠はHoで 30p欝,Syで 10pg.PS

で 3〃g.

とから,glサブユニツ吊まgサブユニットの欠損によ

り減少するが,残りの成分もシナプスへは局在していな

いことが考えられる.

近年,カルボキシル末端側の細胞内領域を欠失 した

NMDA受容体サブユニットを発現する変異マウスが

作製された.解析の結果, glサブユニットの変異では

海馬の最期増強が減弱しており13), E2サブユニットの

変異では海馬の長期抑圧が部分的に消失することが見

出された12),どちらの変異マウスにおいても,シナプ

スへの NMDA受容体の局在が減少していることか

ら12日 4),NMDA受容体の局在には, 雷サブユニット
のカルボキシル末端側の細胞内領域が重要な役割を果た

していることが示唆される.

培養緒鞄に導入されたgiサブユニツ吊ま,そのスプ

ライス型によっては,ホモメリッタな複合体を形成 し,

細胞東面に発現する能力をもつという報告がある頼17)

また,最近,訂1サブ且ニットには細胞内領域を介して,
棟をな細胞骨格系タンパク24)127),uン酸化酵素28),

pDZタンパク15)29)などが結合 していることが示され

た.これらの多くは線シナプスに存在し,NMDA受容

体を含む機の受容体とさらに相互作用することで,巨大

なタンパク複合体を形成し,シナプス可塑性などの神経

伝達の高次機能を担っているという仮説が提唱されてい

が0).これらのこ摘 らゝ手首1サブユニットはEサブユ
ニット非番森下でシナプスに局在できる可能性が示唆さ

れる.しか し.プルキンエ細胞には Eサ1ユニ -ノト

mRNA の発現は認められず, giサ ブユニ ッ ト

m況NAは非常に豊富に発現しているが,免疫組織学的

には,シナプスに集積したを1サブユニットを示すよう

な,明瞭なシグナルは検出されない.

このことと本研究での実験結果から,ど1サブユニッ

ト単独ではシナプスへ局在できず,局在するには,少な

くとも-種類のEサブユニットが共存することが必須で

あると考えられる.

elとE3サブユニットの欠失による,NMDA受
容体サブユニットと IlSD-95タンパクへの影響

ウェスタンブロットによって小脳でのど1,gl,E3

サブユニットタンパクの発現畳について検証したところ,

GiuR E l欠損マウスとGluRgB欠損マウスにおいて,

ど1サブユニットタンパクの発現畳はやや減少しており,

さらにGluRだ1/gB欠損マウスにおいては大幅に減

少していた一このことは,gサブユニットと会合 してい

ないど1サブユニットは,タンパクの安定性が低いとい

うことを強く示唆する.

カルボキシル末端側の細胞内領域を欠失しただサブユ

ニットを発現する変異マウスでは,NMDA受容体がシ
ナプスに局在しないが,冒lサブユニットのタンパク量
に変化は見出されていない12).このことは,ど1サブユ



阿部 :苗状線維-か脳輝粒細胞シナプスにおける NMDA受容体の局在機構の解析

二･ソトのタンパク安定性は,細胞内L,用三よりも,Eサブ

ユニットとの会合状態によって影響をうけると考えられ

る.

神経細胞には,;1サブユニ･ソトのプールが存在する

ことが,生化学的に示されており,そのサブユニットは

gサブユニットと愈合しておらず,会食しているものに

比べタンパクの半減期が著しく短いとの報告がある31).

GiuRE1/E3欠損マウス小脳の ど1サブユニットタ

ンパクが,どのような状態で細胞内で存在 しているのか

は不明であるが,その半減期は著 しく短いことが,

mRNA の存在畳より推定される.また,どlサブユニッ
トのカルボキシル末端側の細胞内領域に存在する,択一

的スプライス塑 (C2,C2'カセット)は,サブユニッ

トの細胞東面-の発現に影響するという報告がある32)

これら C2カセット または C2'カセットを含むど1

サブユニットタンパクの発現畳は,ラット成体の小脳で

は,ほぼ等 しいという報告もある.本研究で用いたど1

サブユニット抗体は C2カセットを認識するものであ

り,C2'カセットを認識しない,しかし,ウェスタンブ

ロット解析では,全スプライス型のど1サブユニットを

認識しうる,アミノ末端側の細胞外領域に対する抗体 も

用いており,その結果は,C2カセットを認識する抗体

とほぼ同じ結果,つまり,gサブユニットの欠損によっ

てタンパクの発現畳は著しく減少する傾向を示した (罪

掲載データ).このことは,glサブユニットのタンパ

ク安定性に関しては,スプライス型による差異がないこ

とを示唆する.

一方,GluREl欠損マウスとGluRg3欠損マウス

において,それぞれE3とElサブユニットタンパクの

発現量がやや減少 していた.苔状線雄一小脳額粒細胞シ

ナプスでは,電気生理学的にEl/El,E3/61へテ

ロメリックチャわ レの他,el/E3/Elヘテロメリッ

クチャネルが存在することが示されている鋸.各∈サブ

ユニットタンパクの減少は. E1/E3/ど1+ヤネルが

形成できないことと関係があるのかもしれない.また

GluRE1//E3欠損マウスにおいて,PSD-95タンパ

クの発現慶が増加 していた,このことについての生理的

意義は不明である.最近,PSD195の過剰発現が,シナ

プスの形成と成熟を導くという報告がされた33).本研究

で用いた動物は,すべてが成体でありき小脳願粒細胞-

苔状線維間シナプスの形態的な変化は見い出されておら

ず,他系統のGLtLREI//E3欠損てrlTスにおいて も

NMDA 電流の消嚢以外の電気生理学的な異常は報告

されていない一このことから,PSD-95の発現量の変化

473

は.少なくともシ十ブス形成に最終的には郎轡を与えて

いないようである.

結 論

生体内において芳NMDA 型グルタミン酸受容体チャ

ネルの Eサブユニットは,;lサブユニ､ソトのシナプス

局在とタンパク安定性に射する決定因子として働 くこと

が強く示唆される.普遍(机二発現する;1サブユニ ット

は,4種のどサブユニットの時期,部位特異的発現に伴

い, e/どヘテロマ-を構成 したときにのみ安定化 し,

シナプス後膜-輸送され局在し,機能的 NMDA 受容

体チャネルを構成すると考えられる.
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