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要旨 

イオン透過型グルタミン酸受容体であるカイニン酸型受容体（KAR）は， GluK1-5

のサブユニットから構成される．これらは，カイニン酸に低親和性の GluK1-3 と，高

親和性の GluK4-5に分類され，前者がホモメリック受容体として機能するのに対して，

後者は前者と複合体形成をしないと機能しない．脳内でこれらサブユニットは様々な組

み合わせで発現していると考えられてきたが，実際のタンパク質量は測定されておらず，

その構成は不明であった．本研究では，KAR 各サブユニットに特異的な抗体を用いて

ウェスタンブロットにより定量する新たな方法を開発し，海馬及び小脳の P2 と PSD

画分の KARサブユニット量を定量した．海馬 P2画分では GluK2 : GluK3 : GluK4 : 

GluK5が 1 : 0.38 : 0.08 : 0.22であり，PSD画分では 1.0 : 0.60 : 0.07 : 0.44，小脳 P2

画分では GluK2 : GluK3 : GluK4 : GluK5が 1 : 0.78 : 0.08 : 0.13であり，PSD画分で

は 1.0 : 0.74 : 0.11 : 0.15 であった．これらの結果から，KARは両領域において，高親

和性サブユニットを含むヘテロメリックのものより，低親和性サブユニット GluK2 と
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GluK3から構成されるものが主であることが明らかになった． 

 

キーワード：カイニン酸受容体， 定量，サブユニット構成，ウェスタンブロット 

 

はじめに 

 

カイニン酸型グルタミン酸受容体 (KAR) は，イオン透過性グルタミン酸受容体フ

ァミリーのメンバーであり， 広く中枢神経系に分布し，興奮性神経伝達を担うことが

報告されている 1)-4) ． KAR は 5 種類のサブユニット GluK1-5 の 4 量体で構成されて

いるが 5) ，各サブユニットmRNAの分布は脳領域において異なっている 4) 6) ．これら

のサブユニットは，カイニン酸に低親和性の GluK1-3と，高親和性の GluK4-5に分類

され 7) ，低親和性サブユニットの GluK1-3は， ホモメリック受容体として機能するが

7)-9) ，GluK4-5は GluK1-3と組まないと受容体として機能しない 10) 11) ．KARサブユ

ニットmRNAは，海馬において CA1-CA3錐体細胞層，歯状回顆粒細胞層や抑制性神

経細胞に発現しイオンチャネルとして機能している 12) 13)．一方小脳では，顆粒細胞，

プルキンエ細胞，籠状細胞，星状細胞やグリア細胞など広く発現しており 14) 15) ，小脳

の培養切片のプルキンエ細胞，ゴルジ細胞や培養顆粒細胞を用いた電気生理学的解析に

より，機能的な KAR がそれぞれに含まれていることが明らかとなっている 16)-18) ．こ

れまで in situハイブリダイゼーション法や電気生理学的手法を用いて，KARサブユニ

ットの発現パターンやその生理機能が報告されてきたが，これらサブユニットは脳領域

や細胞種特異的に様々な組み合わせで発現していると考えられており，KAR の機能を

規定していると考えられてきた．しかしながら脳における KARサブユニットの量を定

量的に解析した報告はなく，その詳細は不明のままである．本研究では，KAR サブユ

ニットに対する特異抗体を作製し，これらの抗体を用いて AMPA 型グルタミン酸受容

体サブユニット GluA2 を標準とした定量的なウェスタンブロット法の開発を行なった．
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この手法を用いて海馬と小脳の各細胞画分についてKARサブユニットの各量を明らか

にすることに成功した． 

 

材料と方法 

 

抗体 

 ウサギ抗 GluK1抗体とウサギ抗 GluK3抗体は，マウス GluK1の C末端 11 アミノ

酸残基 CHQRRTQRKETVA (922-934, NM 146072.4) と GluK3の C末端 17 アミノ

酸残基 PGKDSMSCSTSLAPVFP (903-919, NM 001081097.2) に対して作製した．ウ

サギポリクローナル抗体は以下のものを使用した ; GuK2 (Synaptic systems, 

Goettingen, Germany)，GluK4 (参考文献 19），GluK5 (Millipore Corporation, Bedford, 

MA, USA)． 

 

キメラタンパク質 

各抗 KAR サブユニット抗体の力価を検定するために，抗 GluA2 抗体のエピトープ

と抗 GluK2-5 抗体の各エピトープを同時に持つキメラタンパク質を作製した．このキ

メラタンパク質は，AMPA 型グルタミン酸受容体 GluA2 サブユニット (1-884) を骨

格にして，その細胞内 C末端領域 (834-884) を GluK2 (841-908)，GluK3 (842-919)，

GluK4 (826-952)，GluK5 (825-979) にそれぞれ置換したものである (図 3A)．各

cDNAs をpEF-BOSベクター20) に挿入し，COS-7細胞とHEK293細胞にPlus Regent

と Lipofectamine Regent (Invitrogen, USA) を用いてトランスフェクションした． 24

時間後，細胞は SDSサンプルバッファー (2% sodium dodecyl sulfate (SDS)，3.3% グ

ルセロール，125 mM Tris-HCl (pH 7.4)) により 4℃で可溶化し，10,000 × gで 10-20

分間遠心分離した上清をキメラタンパク質試料として SDS-PAGEに使用した． 
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KARサブユニットノックアウトマウス 

 GluK2，GluK5ノックアウト (KO) マウスは，C57BL/6N由来 ES細胞系統 RENKA

を使用し作製した (I. Watanabe and K. Sakimura, unpublished data)．GluK4KOは

以前報告されている 19) ． 

 

マウス脳の細胞分画 

細胞分画は 0-4℃にて，Carlin らの方法を参考にして行った 21) ．8-12 週齢成体雄 

C57BL/6N 系統マウス  (Charles River Laboratories Japan) 及び GluK2KO，

GluK4KO，GluK5KO マウスの海馬と小脳を取り出し，ホモジネートバッファー (0.32 

M ショ糖，5 mM EDTA，5 mM HEPES-NaOH (pH 7.4)，complete protease inhibitor 

cocktail tablet (Roche, Germany)) によりホモジネートし，1,000×gで 10分間遠心分

離した．さらにその上清を 10,000×gで 10分間遠心分離し得られた沈殿を 1% Triton 

X-100/ ホモジネートバッファーで 30分間可溶化後，10,000×gで 10 分間遠心分離し，

その上清を P2画分とした．PSD画分は，P2画分を 0.8 M，1.2 Mのショ糖密度勾配

遠心 (90,000×g，2 時間) により得たシナプトソーム画分をさらに 1% Triton X-100

で 15分間処理後，20,100×gで遠心分離し，得られた沈殿を 40 mM Tris-HCl (pH 8.0) 

/ 1% SDSで溶解したものを用いた．  

 

ウェスタンブロット 

試料のタンパク質は前述の SDS サンプルバッファーに 1%メルカプトエタノールを

添加し，100℃，5分間還元後，8% SDS-PAGEを行い，ニトロセルロースメンブレン 

(Amersham, UK) へ電気的に転写した．メンブレンは 5%スキムミルク/ TBS-T (137 

mM NaCl，0.1% Tween 20，20 mM Tris-HCl (pH 7.6)) で 1時間室温でブロッキング

後，TBS-Tで 10分間 3回洗浄し，1 g/ ml の 1次抗体/ TBS-T で 3-4時間室温で反
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応させた．TBS-Tで 10分間 3回洗浄後，メンブレンはペルオキシダーゼコンジュゲー

ト 2次抗体で 1時間室温で反応させた．TBS-Tで洗浄後，ECL (Amersham) を用いて，

医療用X線フィルム (FUJIFILM, Japan) または冷却CCDカメラ内蔵化学発光イメー

ジアナライザー (LAS-4000 mini, GE, USA，EZ capture MG, ATTO, Japan) で検出

した． 

 

ウェスタンブロットの定量解析 

 ウェスタンブロットで得られたバンドのシグナル強度は，ImageJ software，

imageQuant TL (GE Healthcare) と CS Analyzer ver.3.0 (ATTO) を使用して測定し

た． 

 

結果 

 

KARサブユニット抗体の特異性 

 定量解析の前に，抗 GluK 抗体の特異性を確認した．抗 GluK2，GluK4，GluK5 抗

体の特異性は，野生型マウス，GluK2KO，GluK4KO，GluK5KOマウスの海馬試料を

用いて検討した (図 1A)．また，当研究室では GluK1KO及び GluK3KOマウスを保持

していないため，抗 GluK1，GluK3抗体の特異性は，各分子を COS-7細胞に発現させ

た抽出物を用いて行った                                        (図 1B，C)．抗

GluK2，抗 GluK4，抗 GluK5抗体は，予測分子量位置にバンドが認められ，ノックア

ウトマウスでこのバンドが消失することが確認できた (GluK2, 102 kDa; GluK4, 107 

kDa; GluK5, 109 kDa; 図 2A)．抗 GluK3抗体は，GluK3タンパク質のみを認識した 

(GluK3, 104 kDa; 図 1B)．これまで抗 GluK3抗体は，GluK2に交差して認識するも

のが使われていたが，本研究で GluK1と GluK2に交差しない抗 GluK3抗体を作製す

ることができた．次に抗 GluK1 抗体 (Upstate 及び自作抗体) の特異性を調べた (図
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1C)．Upstate の抗体では野生型マウスの P2 画分において当該分子量部位にバンドを

認識したが，このバンドは GluK2KO マウスの P2 画分では消失してしまった(GluK1, 

95 kDa)．さらにこの抗 GluK1抗体は COS-7細胞に発現させた GluK1と GluK2両者

を認識したことから，GluK2 を認識していることが明白であった．これに対し，本研

究で作製した抗 GluK1 抗体は，COS-7 細胞に発現させた GluK1 には反応したが，海

馬 P2 画分において GluK1 バンドを検出できなかった．抗体の特異性から，GluK1 タ

ンパク質の定量を断念し，本研究では GluK2-5のみ定量解析した． 

 

抗カイニン酸受容体抗体力価の測定 

 GluK2-5タンパク質の定量をするにあたって，まず各抗 KARサブユニット抗体の力

価を，AMPA 型グルタミン酸受容体 (AMPAR) とカイニン酸受容体 (KAR) のキメラ

タンパク質を用いて補正することにした．AMPAR サブユニットの GluA2 は脳内で多

く発現していることから，GluA2を 4つの KARサブユニット量を比較する標準タンパ

ク質に選んだ．そこで，GluA2 の細胞内 C 末端領域を KAR サブユニットのものと置

換したキメラタンパク質 (GluA2K2-5) を設計し，キメラタンパク質発現ベクターを作

製した (図 2A)．GluA2K2-5キメラタンパク質は GluA2と GluK2-5の各 2つのエピト

ープを持つことから，抗 GluA2 N末端抗体の力価を標準として抗 GluK2-5 C末端抗体

の力価を求めることができる．本研究では，ウェスタンブロットのバンド強度をこの力

価比で補正し，脳の GluK2-5 サブユニット量を測定した．模式図で力価の計算の基本

となる考え方を示した (図 2B)．GluA2K タンパクに対する抗 GluA2 抗体とそれぞれ

の抗 GluK抗体のシグナル強度は，各エピトープへの結合親和性に依存する．図 2Bの

条件では，抗 GluA2抗体で認識された 20 g の GluA2Kのバンドと抗 GluK抗体で認

識された 10 g の GluA2K のバンドのシグナル強度が同じであるので，抗 GluK 抗体

の力価は抗 GluA2抗体の 2倍となる．このように，抗 GluA2抗体に対する抗 GluK2-5
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抗体それぞれの力価を求め，各サブユニットの定量に用いた．抗 GluA2抗体と抗 GluK

抗体により認識されたバンドのシグナル強度に極端な差がある場合，定量の誤差が大き

くなるので，それぞれのバンドのシグナル強度が近い範囲で比較した．各 GluA2K2-5

の標準曲線から，抗 GluA2 抗体と抗 GluK 抗体のバンドのシグナルが同程度の強度で

あることがわかる (図 2C)．各抗体力価比は後述する． 

 

ウェスタンブロットによる定量方法 

本研究で用いた定量方法を， 海馬 PSD画分の GluK2 の定量を例にして示す．この方

法では，①抗体力価比の測定，②試料のサブユニット量の測定を同時に行う．そのため

に①GluA2K2 キメラタンパクと②海馬 PSD 画分を同一ゲルで泳動し，それぞれ抗

GluA2抗体と抗 GluK2抗体により検出した (図 3A)．①各抗体で認識された GluA2K2

のバンドのシグナル値から標準曲線を描き直線性を確認した (図 3B左)，次にバンドの

シグナル値で近い範囲のもののみ (GluA2; 7955, 12233, 16266, 20311, GluK2; 7648, 

15925, 22496) を図 3C上に示した計算式にそれぞれ導入し力価比を求め平均力価を算

出した．②海馬 PSD 画分の GluA2 と GluK2 のバンドのシグナル値から標準曲線を描

き直線性を確認した (図 3B 右)．そして，バンドのシグナル値全て (GluA2; 11712, 

17735, 21658, GluK2; 7600, 13937, 18415)と①で求めた平均力価比 (10.3倍) を図 3C

下の式に導入し計算値を平均化し，海馬 PSD画分の GluA2に対する GluK2量 (7.3%) 

を求めた．同様に図 2Cの抗 GluA2抗体への抗 GluK2，GluK3，GluK4，GluK5抗体

の力価比を計算すると，8.4，2.4，33，31倍となる． 

 

海馬及び小脳における各カイニン酸受容体サブユニット量 

海馬 P2画分，PSD画分と小脳 P2画分，PSD画分において，前述の方法で GluK2-5

の GluA2 に対する相対的割合を定量した．電気泳動するタンパク質量は，各抗体の力
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価と各サブユニットの組織に含まれる量によって変えた．GluA2に対する相対量を図 4

に示した．海馬 P2画分では，GluK2，GluK3，GluK4，GluK5 はそれぞれ GluA2に

対して，9.2±0.77%，3.5±0.92%，0.77±0.30%，2.0±0.31% (各 n=3，平均値±標準

誤差，図 4A)であった．海馬 PSD画分では， 7.0±0.55%，4.2±0.78%，0.47±0.09%，

3.1±0.16% (n=3，図 4A)．小脳 P2画分では，22±2.14%，17±3.78%，1.9±0.44%，

2.8±0.51%であった (n=3，図 4B)．小脳 PSD 画分は， 9.9±2.4%, 7.3±0.97%, 1.1

±0.14%, 1.4±0.17% (n=3, 図 6B)．これらの結果から，海馬と小脳において KARは

AMPARよりも少ないことが示され，このことは KARを介した興奮性シナプス後電流 

(EPSC) が AMPARのものに比べ非常に少ないという報告を支持している 22) 23) ．また

全ての画分で GluK2-5の中で最も発現量が多いのは GluK2であることがわかり，脳領

域や細胞画分によってKARサブユニットの量及び構成に差があることが明らかとなっ

た． 

海馬及び小脳における KARサブユニットの定量解析は，GluK2がどの領域において

も発現量が高いのに加え，KAR サブユニットの構成が異なることを示唆した．このこ

とを理解しやすくするために，各領域と画分の GluK2 を 1 とした時の割合を算出しサ

ブユニットの量比を単純化した (図 6A)．各サブユニット発現レベルは， 海馬と小脳

のどの画分でも GluK2，GluK3，GluK5，GluK4の順になっていた．P2画分では，海

馬 GluK2が他の GluK3-5を合わせたものの 2倍近く多く，GluK2 : GluK3 : GluK4 : 

GluK5 = 1.0 : 0.38 : 0.08 : 0.22 となる．一方小脳では GluK2と GluK3が GluK4と

GluK5を合わせた 8倍以上多く発現しており，GluK2 : GluK3 : GluK4 : GluK5 = 1.0 : 

0.78 : 0.08 : 0.13 であった．PSD画分では，海馬 GluK2の量は GluK2-5の約 50%と

なり，GluK2 : GluK3 : GluK4 : GluK5 = 1.0 : 0.6 : 0.07 : 0.44だった．小脳では 

GluK2 : GluK3 : GluK4 : GluK5 = 1.0 : 0.74 : 0.11 : 0.15となった．また，他の目立つ

特徴として GluK4は全ての領域と画分で非常に量が少なく，GluK5は小脳より海馬に
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おいて発現量が高かった． 

 

低親和性 GluK2，GluK3サブユニットが海馬と小脳の主要成分である  

次に各脳領域間の KARサブユニットのタンパク量を比較することにした．標準とし

た GluA2 の含有が海馬と小脳の各画分で異なっている 24) ．そこで海馬 P2 画分の

GluK2を 1とした時の各画分のGluK2の量比を求めることにした．GluA2K2 (1.25 g) 

を基準に，このシグナル強度と一致する各画分のタンパク量を抗 GluK2 抗体で認識さ

れた脳試料の標準曲線から計算した (図 5B テーブル GluK2 列)．各画分の GluK2 の

量比をもとに補正し，他の KARサブユニットの割合を求めた． 

PSD 画分と P2 画分で GluK2-5 のタンパク量を比較すると，GluK2-5 全てで P2 画

分から PSD 画分へサブユニットが濃縮されていることがわかった (図 5B)．低親和性

サブユニットのGluK2と特にGluK3は，海馬 (GluK2 : GluK3 : GluK4 : GluK5 = 1.0 : 

0.38 : 0.08 : 0.22) よりも小脳 (GluK2 : GluK3 : GluK4 : GluK5 = 1.28 : 0.99 : 0.11 : 

0.16) で割合として高い．海馬 PSD 画分の GluK5 の割合は小脳 PSD 画分よりも 3 倍

高い．一方 GluK2，GluK3，GluK5 の割合は両領域で同じであった．海馬 PSD 画分

で (GluK2 : GluK3 : GluK4 : GluK5 = 3.57 : 2.13 : 0.24 : 1.57)，小脳 PSD画分では 

(GluK2 : GluK3 : GluK4 : GluK5 = 3.83 : 2.83 : 0.43 : 0.56) となった．GluK2と

GluK4はそれほど海馬 PSD画分で濃縮していないのに対して，GluK3と GluK5は濃

縮していた．さらに，GluK2-5 の 4 つの KAR サブユニットは小脳 PSD 画分に 3-4 倍

濃縮していた．そして GluK4が海馬と小脳どちらの領域でも発現割合が低いことが明

らかになった．また GluK5は小脳 PSD画分よりも海馬 PSD画分により多く発現して

いることが，定量的に明らかになった．これらの結果から，GluK2，GluK3，GluK5

は海馬PSD画分に主要に発現し，さらに小脳PSD画分では低親和性のGluK2とGluK3

が主要に発現していることが示された． 



10 

 

 

考察 

本研究で開発した定量的ウェスタンブロット法は，標準タンパク質と比較したい分子

類を融合した同一分子上に 2 つのエピトープを持つキメラタンパク質を複数作ること

により，異なった力価を持つ抗体を用いても，バンドの濃さを比較するという簡便な手

法で，特定の画分に含まれる異なった分子のタンパク量の多寡を測定することが可能で

ある．これまで質量解析法など大がかりな装置が無いとできなかった 25)，特定分子間

の量の比較が簡便にできることは画期的なことである．本研究では，この手法を興奮性

神経伝達を担うカイニン酸型グルタミン酸受容体サブユニット量の測定に応用し，新た

な知見を得ることができた．この手法は他にも応用可能であり，適当な標準タンパク質

を選べば，同一の画分に存在する様々な分子の量の比較が可能になる． 

カイニン酸受容体は中枢神経系に広く分布しており，構成する 5つのサブユニットの

mRNA の発現から，脳部位や細胞によってホモメリック及びヘテロリックな組み合わ

せが多数存在すると考えられてきた．本研究では，低親和性サブユニットの GluK2 と

GluK3 が海馬と小脳で多く発現していること，またそれに対し高親和性サブユニット

の GluK4と GluK5は，特に小脳において低親和性サブユニットより極めて少ないこと

を明らかにした． 

 GluK1 は海馬では抑制性神経細胞と少数の錐体細胞に発現されることが知られてい

るが 13) 26) ，本研究では高い力価の抗 GluK1 抗体が得られず測定できなかった．さら

に，in vitro 合成 GluK1 に強く反応するが GluK2 に交差してしまう Upstate の抗

GluK1 抗体でも GluK2KO マウス海馬 P2 画分でバンドが検出できないことから，

GluK1 は GluK2 よりも相当少ないことが予想される．さらなる KAR サブユニット構

成を明らかにするためには，特異性と力価の高い抗 GluK1抗体の作製が必要となる． 

 高親和性サブユニットの GluK4の発現は海馬で非常に少なかったが，GluK5は多く
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発現していた．一方，低親和性サブユニットの GluK2と GluK3は海馬で非常に多く発

現していた．GluK4/GluK5 ダブルノックアウトマウスでは，高親和性サブユニットの

欠損により苔状線維とCA3間シナプスでのKAR-EPSCが消失する 27) ．一方GluK2KO

マウスの同部位における KA-EPSCは消失し，さらに苔状繊維での長期増強 (LTP) は

障害された 15) 28) ．免疫沈降実験において，GluK2/GluK3，GluK4と GluK5は共沈す

る 29)-31) ことから，海馬 CA3透明層の KARはこれらサブユニットのヘテロマーとして

存在することが示唆されてきた 32) ．しかし本研究で，海馬 PSD画分において低親和性

サブユニット GluK2 と GluK3 は高親和性サブユニット GluK4 と GluK5 の 3 倍高い

発現量であることが分かった (図 5)．このことは高親和性サブユニットと組まない低親

和性サブユニットの存在を示唆するが，これらはチャネル形成に寄与していないことが

想定され，その生理的役割は今後解明すべき課題である． 

 P2画分から PSD画分への濃縮の差は細胞内でのKARサブユニットの局在を反映し

ており，海馬において GluK2と GluK4はシナプス後肥厚以外やプレシナプスにも多数

存在し，GluK3と GluK5はシナプス後肥厚に多く局在することが予想される． 

これまでの研究では抗 GluK2/GluK3抗体を使用したものが多く，特異的な抗 GluK3

抗体を使用して内在の GluK3 を調べた報告はない．本研究では，特異的な抗体を用い

てマウス脳において初めて GluK3が確認でき，さらに GluK3は海馬と小脳において予

想以上に多く発現していることを見出せた． 

 本研究において最も興味深い点は，小脳において高親和性サブユニット GluK4 と

GluK5の発現が非常に少ないことである (図 5)．これまで，GluK4と GluK5両方共が

小脳において少ないことは予想されていなかった．ラット小脳顆粒細胞において

GluK5 mRNAは強く発現しているにもかかわらず 6) 12)，免疫組織化学の報告 33) と一

致して，小脳での GluK5 タンパクの発現量は非常に少なく，これらの領域では翻訳レ

ベルでの調節が行われているのかもしれない．アフリカツメガエル卵母細胞 11) や
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HEK293細胞 34) において，GluK5を含む KARは低親和性サブユニットにより構成さ

れる KARよりもグルタミン酸に対して高いチャネル活性を持つことが in vitroの実験

で示されており，高親和性サブユニットを持つヘテロマーがチャネル機能の中心だと考

えられてきた．このことは，GluK4/GluK5ダブルノックアウトマウス海馬での観察 27) 

からも支持されている．それゆえ小脳において，高親和性サブユニットを持たない多量

の低親和性サブユニット GluK2 と GluK3 の存在は，KAR がイオンチャネル以外にも

働いているのではないかという考えを起こさせる． 

 

結語 

 本研究は定量的ウェスタンブロット法を開発し，その技術を応用してカイニン酸型グ

ルタミン酸受容体の定量を行った．その結果，これまでmRNA量から推定されていた

結果とは異なり，低親和性サブユニットが KARの主要な構成成分であることがわかっ

た．今後，低親和性サブユニットの生理的役割は遺伝子改変マウスの解析を発展させ解

明していきたい． 
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