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マウス脳におけるデルタ型グルタミン酸受容体
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要 旨

デルタ型グルタミン酸受容体サブユニット (GluD1,GluD2)は，アミノ酸の相同性からイオ

ン透過型グルタミン酸受容体に分類されてきたが,GluDサブユニットにはグルタミン酸結合

能がなく， イオンチャネルとして通常機能しない．それゆえ，その生理機能は長い間不明であっ

たが，近年シナプス接着因子として脳内で働くことが報告されたユニークな分子群である． 2種

のサブユニットは脳内において特徴的なパターンで発現しており，特にGluD2は小脳プルキン

エ細胞に強く発現し，平行線維シナプスの形成と維持に必須であることが示されている． ヒト

のゲノム解析や変異マウスから得られた知見より,GluDサブユニットが脳の高次機能に関与

している可能性が示唆されるが，小脳以外の脳部位での各サブユニットの機能的重要性は明ら

かとなっていない．接着因子としての機能とタンパク質存在量は密接な関連があると考えられ

るため，キメラタンパク質を用いた定量的なウェスタンプロット法を用いて，脳内における

GluD1とGluD2の存在量比を測定した．その結果，大脳皮質，海馬の各画分におけるGluDサ

ブユニット量はGluA2の10%以下程度であった． また，小脳の各画分のGluD1はGluA2の

7.6％－16．1％と大脳皮質や海馬と比べて大きく変わらないのに対し,GluD2はGluA2の

127％－255％と突出して多かった.GluDサブユニット間の発現比は，小脳ではGluD2は

GluD1の10-22倍と多いが，大脳皮質や海馬ではその差は1－2倍と小さかった．興味深いこ
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とに，大脳皮質や海馬ではGluD2がGluD1に匹敵するレベルで発現していることが明らかと

なった． さらに，免疫沈降法によりそのサブユニット構成を調べた結果，大脳皮質や海馬では

GluD1とGluD2がヘテロメリックな構成でも存在していることが強く示唆された．

ウェスタンプロット，免疫沈降定量，サブユニッキーワード：デルタ型グルタミン酸受容体，

ト構成

ブス形成能をもつことが報告されているが4)16)17）

GluD1とGluD2に機能的な差異が存在するのか

は明らかとなっていない.GluDサブユニットの

役割を明らかにする上で，各サブユニットのタン

パク質量を知ることは重要であるが， これまで

GluD1とGluD2を量的に比較した報告はなかっ

た．そこで本研究においては，キメラタンパク質

を用いた定量的なウェスタンプロット法を用い

て18)-20)，脳内におけるGluD1とGluD2の存在

量比を測定し， さらに免疫沈降法を用いてそのサ

ブユニット構成を調べた．

緒 一

一

ロ

デルタ型グルタミン酸受容体(GluD)は

GluD1とGluD2の2つのサブユニットから構成

され，アミノ酸の相同性からイオン透過型グルタ

ミン酸受容体(iGluRs)に分類されてきた．

GluD1とGluD2は56%のアミノ酸の相同性を有

し，他のiGluRsであるAMPA (a-amino-3-

hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionate)型

やカイニン酸型,NMDA(N-methyl-D-aspar-

tate)型とは14-24%の相同性を有する1)-3)

しかしながら,GluDサブユニットはグルタミン

酸に対する結合能がなく ’)3)，その機能は長らく

不明だったが，最近になりシナプス接着因子とい

う他のiGluRsとは異なるユニークな機能をもつ

ことが明らかとなった．小脳平行線維一プルキン

エ細胞シナプスにおいて,GluD2はプルキンエ細

胞のポストシナプスに集積し，分泌タンパク質で

あるCblnlを介して，プレシナプスのニューレキ

シンと結合することで，シナプス形成と維持に重

要な役割を果たすことが報告された4)5).GluD2

を欠損したマウスは重篤な運動失調，小脳IﾉTD

の消失，シナプス形成異常といった顕著な表現型

を呈する6)－10)． また，小脳より発現レベルは低

いもののGluD2が大脳皮質や海馬，線条体，視床

などに発現することや11)， ヒトGluD2欠損では

重篤な運動失調に加え認知機能障害を呈するとい

う報告から12)，小脳以外でGluD2が高次脳機能

に関与していることが示唆される．一方,GluD1

は大脳皮質や海馬をはじめ脳全体に広範に発現

し3)11)13)，その欠損マウスには社会性の低下やう

つ様行動,認知機能障害やシナプス形成異常が認め

られる14)15)． さらに,GluD1もCbhと結合しシナ

材料と方法

抗体

ウサギ抗GluD2抗体はマウスGluD2のC末端

38アミノ酸残基(897-934aa,NM_OO8167)に対

して作製した.GluD1のC末端38アミノ酸残基

(895-932aa,NM_OO8166) を認識する抗ウサギ

GluD1抗体13),GluA2のN末端の256アミノ酸

残基(175-430aa,NM_O13540;MilliporeComo-

ration,BedfOrd,MA,USA)を認識する抗マウス

GluA2抗体を用いた．

キメラタンパク質の作製

mGluD1抗体および抗GluD2抗体の抗体力価

を算出するために，キメラタンパク質を作製した．

キメラタンパク質はAMPA型グルタミン酸サブ

ユニットのGluA2 (1-833aa)のC末端側細胞

内領域をGluD1 (851-1009aa) またはGluD2

(851-1007aa)に置換したものである （図2A).

これらの領域をコードするマウスcDNAは,pKCR

2421), pYA91-51), pA37-312)からそれぞれPCR
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で増幅後pEF-BOSベクター22)に連結し,upo-

fectamineLTXandplusregents (Thermofisher

Scientificlnc.,Waltham,MA,USA)を用いて

RFK293細胞に導入した. 20-24時間後，細胞を

SDSサンプル溶液(2%sodiumdodecylsulfate

(SDS),62.5mMTris-Cl,pH6.8, 10%Glycerol,

0.002%BPB)にて可溶化し，超音波破砕機

(TERACLEANER500,TERAOKA,Tokyo,Japan)

により1分間処理後, 12,000xgで10分間遠心分

離した上清を標準キメラタンパク質試料とし，

SDS-PAEに使用した．

ノールを添加したSDSサンプル溶液に試料を添

加し, 1Ⅱ℃,5分間加熱した.8％分離ゲルでSDS-

PAGEを行い，分離したタンパク質をニトロセル

ロース膜(GEHealthcare,PiscatawayTownship,

NJ,USA)に電気的に転写した． メンブレンは

5％スキムミルクを含むTBS-T(20mM'Iieis-

ClpH7.6,137mMNaCl,0.1%Tween20)で1時

間ブロッキング後,TBS-Tで10分間3回洗浄し

た． 1次抗体を1/zg/mlになるようTBS-Tで希

釈し，室温で3－4時間メンブレンと反応させた．

メンブレンをTBS-Tで10分間3回洗浄後，ペ

ルオキシダーゼコンジュゲート2次抗体に室温で

1時間反応させた.TBS-Tで10分間3回洗浄後，

ECL-primeウェスタンブロッテイング検出シス

テム (GEHealthcare,PiscatawayTownship,NJ,

USA)を用いて発光させ，冷却CCD化学発光イ

メージアナライザー (EZcaptureMG;ATTO,

Tokyo,Japan)で検出した．得られたバンドのシ

グナル強度をCSAnalyzerver.3.0 ( rlTO,Tokyo,

Japan)により定量した．

マウス脳の細胞分画

動物を用いたすべての実験は，新潟大学動物実

験倫理委員会と遺伝子組換え実験安全委員会の許

可のもと，そのガイドラインに沿っておこなった．

細胞分画は4℃で行い,Carlinらに準じた方法

で行った23)． 8～12週齢のC57BL/6N系統マウ

ス (CharlesRiverLaboratoriesJapan)および

GluD1-KO,GluD2-KOマウスの大脳皮質，海馬，

小脳を摘出し，ホモジネート溶液(0.32Mショ糖

5mMEDTAcOmpleteMini (Roche,Mannheim,

Germany)によりホモジナイズ後, 1,000xg, 10

分間遠心分離した得られた上渭をホモジネート画

分(S1) とした. S1を12,000x9,10分間遠心分

離し，上渭(S2) と沈殿(P2)に分離した.S2を

200,000x9,90分間遠心分離して得た沈殿を，溶

解液(40mMTris-Cl,pH8.0, 1%SDS)で溶解

しマイクロソーム画分(P3) とした. P2画分を

ホモジネート溶液に懸濁後,0.8Mおよび1.2Mショ

糖の密度勾配遠心(90,000xg,2時間）によりシ

ナプトソーム画分(Syn)を得た． シナプトソー

ム画分を等量のTriton溶液(1%TritonX-100,

0.32Mシヨ糖,12mMTris-Cl,pH8.0)で15分処

理後, 200,000xg,1時間遠心分離し得られた沈殿

を溶解液で溶解したものをPSD画分とした．

免疫沈降

全長のGluD1およびGluD2cDNAをpCAGGS

ベクターにサブクローニングした発現ベクターを

LipofectamineLTXandplusregentsにより

HEK293細胞に導入し, 24時間培養後, cOmplete

Miniを添加した1%NP40溶液(1%Nonidet

P40 (NP40),50mMTris-Cl,pH7.4,250mM

NaCl, 5mMEDTA, 50mMNaF, 1mMNa3VO4,

andO.02%NaN3;ThermofisherScientificlnc.，

Waltham,MA,USA)にて可溶化した. 1時間回転

混合後, 10,000xg, 10分間遠心分離し，上清を得

た．マウス脳の大脳皮質と海馬を併せて調製した

m画分を, cOmplefMiniを添加した1%NP40溶

液で可溶化し,4℃で1時間回転混合後,54(),0()()xg,

30分間遠心分離し上渭を得た．脳試料の上渭のタ

ンパク質濃度はBCAProteinAssayReagentで測

定し, 1mg/mlとなるように調製した． ProteinG

Dynabeads (ThermofisherScientificlnc.)にコン

ジュゲートしたNormalrabbitlgG, GluD1,

GluD2抗体を，濃度がHEK293細胞で1.3/zg/ml,

ウェスタンブロッティング

調整した試料のタンパク質濃度はBCAprotein

assaykit (ThermofisherScientificlnc.,Waltham,

MA,USA)により測定した. 1%メルカプトエタ
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大脳皮質海馬P2画分で2.7,ug/mlになるよう添

加し4℃で1時間反応させた．抗体ビーズは洗浄

液(0.05%TritonX-100, 50mMTris-HCl, pH

7.5, 100mMNaCl)で6回洗浄後,SDSサンプル

溶液で溶出し免疫沈降物とした．

するためには，抗体の抗体力価を考慮する必要が

ある． そこで，抗GluD1抗体と抗GluD2抗体の

力価を標準タンパク質に抗原ペプチドを融合した

キメラタンパク質により決定した．キメラタンパ

ク質は, AMPA型グルタミン酸サブユニット

GluA2のC末端側細胞内領域をGluD1または

GluD2に置換したものである （図2A).抗GluD1

抗体および抗GluD2抗体はC末端側を，抗

GluA2抗体はN末端側を認識するため， これらキ

メラタンパク質を標準物質として用いることで抗

GluA2抗体を基準とした抗GluD抗体の抗体力価

を浪l1定することが可能となる．各キメラタンパク

質を抗GluA2抗体，抗GluD抗体で検出し，その

シグナル値から標準曲線を作製した．キメラタン

パク質に対して抗GluA2抗体と抗GluD2抗体の

シグナル値が同程度になるようにキメラタンパク

質の濃度を調整し，そのタンパク質量とシグナル

値が直線的であることを確認し定量に用いた．図

2Bを例にとると，各抗体のシグナル値の傾きか

ら得られた抗GluD1抗体および抗GluD2抗体の

抗体力価はGluA2に対してそれぞれ14.4および

30.8であった．

結 果

抗GluD抗体の特異性

抗体の特異性はノックアウトマウスを用いて確

認した（図l).大脳皮質,海馬,小脳のホモジネー

ト両分において，抗GluD1抗体により野生型で

はGluD1のバンドが予測分子量位置(113kDa)

に検出され, GluD1-KOマウスではそのバンド

は消失した．抗GluD2抗体により野生型では

GluD2のバンドが予測分子量位置(114kDa)に

検出され, GluD2-KOマウスでそのバンドは消

失した． これら特異的な抗GluD1抗体および抗

GluD2抗体を用いて，以下の実験をおこなった．

キメラタンパク質を用いた抗GluD抗体の抗体力

価の測定

ウェスタンプロット法でタンパク質の量を比較

野生型 野生型 GIuD2-KOGIuD1-KO

鍔･鎌畿鍔･鶴。
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図l抗GluD抗体の特異性の確認

野生型と各ノックアウトマウスの大脳皮質，海馬，小脳のホモジネート1曲i分(20"g/lane)

を抗GluD1抗体，抗GluD2抗体，抗Actin抗体で検出した．
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図2キメラタンパク質を用いた抗体力価の測定

(A)キメラタンパク質(GluA2D1,GluA2D2)の模式図.GluA2を基本骨格とし，細胞内C

末端をGluD1またはGluD2に汽換し作製した．

(B)抗GluA1抗体を基準にした各抗GluD抗体の抗体力価測定法．各キメラタンパク質の

タンパク質量とウェスタンプロットのシグナルil両から標準曲線を作成した．

マウス脳におけるGluDサブユニットの存在量

ウェスタンプロット時に検出されるサンプルの

シグナルは，複雑な実験工程を経るごとに変化す

るため，キメラタンパク質と脳試料の標準曲線は

実験毎に作成した．図3に測定例を示す．小脳

PSD向分におけるGluD1の存在量を測定するた
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（雲1147698）

図3脳試料中のGluDサブユニットの定量法

(A)GluA2D1と小脳PSD両分を|同1－メンブレン上にプロットし，抗GluD1抗体

および抗GluD2抗体で検出した．

(B)各バンドのシグナル値をプロットし作成した標準llll線GluA2D1の標準曲線

(DGluD1,mGluA2),脳試料の標準曲線(OGluD1,OGluA2).

(C)抗体力価の計算式（上段）および，脳試料中のGluA2に対するGluD1の存在量

の計算式（下段)．



今 の 画
ｓ 六 ・ 十 ｘ 山 蛍 に 真 ｑ 踊 ⑦ 盲 シ 函 ロ 』 苛 針 ｑ 今 震

易 己 国 津 離 罫 ⑦ 盲 達 罫 喜 訪 片 ｑ 罫 ⑦ 盲 己 画 言 喜 汽

針 ｓ 莎 監 で 》 夏 に 元 Ｓ 、 酎 斗 苧 両 号 ① 箔 儲 雪 論 餅

寺 舜 ｒ 汁 ． 吠 罫 喜 ぶ 薄 庄 吠 昔 汁 峰 動 斗 や 両 獣 コ ロ

図 ら ⑦ 言 鹿 六 辻 叫 が 吠 惑 其 国 津 汽 討 １ が ⑦ 盲 ロ ヰ 削 隠 Ⅱ ． 】 ｝ Ｓ 説 罰 淫 偶

汁 震 馬 鯛 ゞ 蔚 調 ． 与 震 Ｓ 汁 州 地 剖 ’ 一 二 圓 津 》 ４ 《 ご 口 逗 ｌ い 国 津 ． Ｔ 牛 乳 テ 里 Ｉ 陽 国 印 ．

調 口 国 印 行 計 ラ バ ・ の 旨 シ 画 餅 ち つ ま ぽ で 計 零 ｓ の 旨 己 岸 代 ⑦ 盲 ロ 画 Ｓ 説 湿 濤 偶 ．

G
I
U
A
2
に
対
す
る
G
i
u
D
の
比
率
(
%
)

→
→

。
、

。
、

G
I
U
A
2
に
対
す
る
G
I
U
D
の
比
率
<
%
>

→
→

。
、

。
伽

G
I
u
A
2
に
対
す
る
G
I
U
D
の
比
率
(
%
)

一
“

“
0

○
○

○
。

。
。

挙 諭 雨 椛 恥 謀 別 職 岸 窒 味 職 の 叩 判 舜 躍 捕 （ 淫 ご ） の 工

＃ ＃ 秘 〉 ＊ ミ オ ム 琶 ・ ） 、 ｖ “ 〉 も 缶 〉 、 ｖ

心 銅 も

鐵 調 ロ の 盲 。 ↓

、 単 、 ＃ Ａ 透 。 ） 、 ｖ ” 〉 も イ 〉 、 ｖ

二 墨 睡

洲 １ 唖 ） ＊ 、 対 Ａ 吾 。 ） 、 ｖ 脈 ｝ 火 山 奴 ） 、 ｖ

心 血 。

汁 涯 溺 鴎
ｒ 酎 斗 や 懲 岡 汽 舜 小 片 Ｊ 奄 疋 易 き 鯛 萠 岡 離 識 臘 で

計 （ 図 四 里 ・ 、 苦 い 謂 儲 雪 論 号 ① 誠 ① 苦 汁 恵 叫 Ｓ

凄 味 罫 喜 ご ヨ 刷 罫 月 叫 び ｎ 代 。 》 ⑦ 盲 琵 汽 達 寺 が

⑦ 盲 己 」 Ｓ 討 計 凄 偶 離 升 さ 汁 ． ⑦ 盲 己 画 鮮 。 熟 両 》 升

ゃ

も
ロ の 言 口 ↓

■ の 盲 。 卿

■ の 盲 画 緬

ロ の 言 ○ 《

■ の 言 。 ”



中本：マウス脳におけるデルタ型グルタミン酸受容体サブユニット構成の定量的解析 483

メラタンパク質GluA2D2を用いて各脳試料中の

GluD2の存在比率を測定した．

内在のGluA2タンパク質を基準として，大脳皮

質海馬,小脳のホモジネート画分，マイクロソー

ム画分，シナプトソーム画分,PSD画分における

GluD1とGluD2の存在比率を算出した（図4).

ホモジネート画分は総タンパク質量,マイクロソー

ム画分は小胞体やゴルジ体を多く含む画分，シナ

プトソーム画分はプレおよびポストを含むシナプ

スを多く含む画分,PSD画分はシナプトソーム画

分から興奮性のポストシナプスに特徴的なシナプ

ス後肥厚(PSD)を多く含む画分である.GluA2

を100%とした時のGluD1とGluD2の存在比率

は，大脳皮質のホモジネート画分ではそれぞれ

7.1士0．8％， 3．4士0.3%,マイクロソーム画分で

は8．2士0．9％,3．3士0．3％，シナプトソーム画分

では9．7士0．6％， 4．4士0.6%, PSD画分では

2.5士0.3%, 2.5士0.2%であった(n=3,平均

値SEM).同様に，海馬のホモジネート両分では

それぞれ5．0士0．2％,2．5士0．5％，マイクロソー

ム画分では8．3士0.5%,3.6士0.8%,シナプトソ

ーム画分では7．6士0.7%,2.7=tO.3%, PSDm

分では3．1士0．3％， 1．8士0．4％であった(n=

3－5)． 同様に，小脳のホモジネート画分では

16.1士1．6％， 168士27％，マイクロソーム両分

では10．4士1．8％， 127士15％，シナプトソーム

画分では11．6士1．0％,255士46%, PSD画分で

は7．6士0.1%, 163士12%であった(n=3).

各脳画分のGluD1とGluD2は， それぞれGluA2

の16％以下と少なく，小脳GluD2はGluA2より

多いことが明らかとなった. GluD1とGluD2の

存在量を比較すると，小脳では各両分のGluD2

はGluD1の10-22倍と非常に多く発現していた．

大脳皮質や海馬では， 各画分ではGluD1は

GluD2の1-2倍発現しており，小脳に比べると

GluDサブユニットは等量に発現していることが

明らかとなった．

次に，脳領域間のGluDサブユニットの存在比

を決定した． まず，各脳領域間のGluA2の発現比

を測定した．図3Aに示したGluA2抗体で検出し

たバンドのシグナル値を用いて，キメラタンパク

質GluA2D1を基準に各脳試料中のGluA2の存在

比を算出した．大脳皮質ホモジネート画分の

GluA2を1.0とした時の，各脳領域細胞画分の

GluA2の発現パターンを示す（図5A).大脳皮質

ではホモジネート画分，マイクロソーム画分，シ

ナプトソーム画分, PSD画分のGluA2は1.0士

0．39, 0．9士0.09, 1.7士0.27, 6.1士0.42,海馬で

はそれぞれ1．9士0.33, 1.6士0.43, 2.1士0.15,

5.1士0.05,小脳ではそれぞれ0.4士0.06, 0.4士

0.07, 1.7士0.19,2.6士0.29であった（平均値SEM).

この数値を各脳領域の細胞画分に当てはめ，大脳

皮質のGluD1を1.0としたときのGluDサブユニ

ットの相対的な量比として算出した（図5B).

大脳皮質ではホモジネート画分，マイクロソーム

画分，シナプトソーム画分,PSD画分のGluD1は

1.0, 0.9, 2.0, 1.9であり,GluD2は0.5, 0.4, 0.9,

1.9であった．海馬ではそれぞれの画分でGluD1

は1.1, 1.1, 2.0, 2．0であり, GluD2は0.6, 0.4,

0.7, 1.2であった．小脳ではそれぞれの画分で

GluD1は0.7, 0.5, 2.4, 2．4であり,GluD2は7.7,

5.6, 53.5, 52.0であった. GluA2およびGluD1,

GluD2ではマイクロソーム画分への濃縮が認め

られなかったことから，これらの分子は細胞内プー

ルの存在するGluN1などと異なり18),細胞内か

ら細胞膜表面へと比較的滞りなく輸送されること

が示唆される.GluA2は各脳領域においてシナプ

トソームからPSDに濃縮しているのに対し，

GluD1はいずれの領域においてもPSDへの濃縮

がみられなかった.GluD2もGluA2に比べるとシ

ナプトソームからPSDへの濃縮の程度が弱かっ

た． このことは,GluDサブユニットがエキストラ

シナプスにも豊富に存在する可能性を示唆する．

免疫沈降法によるGluDサブユニットの構成

GluDサブユニットが大脳皮質や海馬で同程度

に発現することが明らかとなったことから （図5)，

GluDサブユニットの存在様式にヘテロメリック

な構成があるか免疫沈降法を用いて検証した．

HEK293細胞にGluD1およびGluD2を強制発現

し，各GluD抗体を用いて免疫沈降した．その結

果，抗GluD1抗体で免疫沈降するとGluD2が共
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免疫沈降したところ野生型ではGluD1が共沈し，

GluD2-KOマウスではそのバンドは消失した．

抗ラビット IgG抗体でも非特異的なバンドは認

められなかった（図6B).以上のことから,GluD

サブユニットがヘテロメリックな構成でマウス脳

内に存在することが示唆された．

沈し,mGluD2抗体で免疫沈降するとGluD1が

共沈した（図6A).GluD1とGluD2がヘテロマー

形成する性質をもつことがmvi"℃で示唆された．

次に，マウスの大脳皮質と海馬の粗膜画分(P2

画分）を抗GluD1抗体で免疫沈降すると，野生

型ではGluD2が共沈し,GluD1-KOマウスでは

そのバンドは消失した同様に抗GluD2抗体で
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図6免疫沈降によるGluDサブユニットの構成

(A)HEK293細胞にGluD1およびGluD2を強制発現し，各GluD抗体で免疫沈降した

(10%input).

(B)大脳皮質海馬の粗膜IIII分を各GluD抗体で免疫沈降した (5%input) .
GluD1-KOマウスおよびGluD2-KOマウスをコントロールとして用いた．

考 察 成を明らかにした

キメラタンパク質を用いたウェスタンプロット

は，複数のタンパク質の量を比較するために有用

な方法の一つである18)-20)．脳内に広範に発現

するGluA2を標準物質として選択し，成体マウス

の大脳皮質，海馬，小脳におけるGluDサブユニッ

本研究では，キメラタンパク質を用いた定量的

ウェスタンプロット法によりマウス脳内における

GluDサブユニットの相対的な量比，ならびに免

疫沈降法によりデルタ型受容体のサブユニット構
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海馬に発現していることは， これらサブユニット

が有する分子機能を発揮するに十分な発現量であ

ることが推測される． さらに，小脳における

GluD2の非常に高い発現量は，平行線維一プルキ

ンエシナプスという脳内で最も多数存在する特殊

なシナプス結合の制御がGluD2依存的であるこ

とを反映していると考えられる．本研究で開発さ

れたGluDサブユニットの定量法を用いること

で， より限局した脳部位や神経核におけるGluD

サブユニット発現量の詳細を調べることが可能で

ある． このような情報は今後，特定の脳領域や神

経回路におけるGluDサブユニットが担う生理機

能を解明するために有用であると考える．

大脳皮質や海馬でGluD1とGluD2が量的に十

分に発現することから，次に,GluDサブユニッ

トにヘテロメリックな構成をとりうるか調べた．

通常, iGluRsはホモあるいはヘテロ4量体を形成

し,AMPA型(GluA1-A4),NMDA型(GluN1,

GluN2A-2D),カイニン酸型(GluK1-4)の各サ

ブユニットの構成がチャネルの性質を決定づけ

る27)－31)．各iGluRサブユニットの構成はm

vi伽発現系と電気生理学を組合せた手法や免疫

沈降法などにより証明されている32)-37)．小脳

ではGluD2はGluD1より多く発現し, 4量体で

存在するという報告からも38),GluDサブユニッ

トは主にホモメリックな構成をとることが示唆さ

れている． しかし, GluDサブユニットが他の

iGluRsのようにヘテロマーを形成し得るかどう

かこれまで検証されていなかった． そこで，

HEK293細胞を用いた強制発現系および大脳皮質

海馬の膜画分でのサブユニット構成を調べた結

果，その両方において,GluD1とGluD2が共沈し

た．大脳皮質や海馬においてGluD1とGluD2を

共発現する細胞の存在がシングルセル解析でも示

されていることからも’1)，両者が部分的にヘテ

ロマーを形成し脳内で機能している可能性は十分

考えられる．

GluD1は脳に大脳皮質や海馬，線条体，扁桃体

といった情動や記憶学習に関わる領域に発現して

おり3)11)13)，本解析結果からもカイニン酸受容体

と同程度と豊富に発現していることが示唆され

トの存在量を定量した．その結果，大脳皮質，海

馬の各画分におけるGluDサブユニット量は

GluA2の10%以下程度であった．また，小脳の各

画分のGluD1はGluA2の7.6%-16.1%と大脳皮

質や海馬と比べて大きく変わらないのに対し，

GluD2はGluA2の127%-255%と突出して多かっ

た.GluDサブユニット間の発現比は，小脳では

GluD2はGluD1の10-22倍と多いが，大脳皮質

や海馬ではその差は1－2倍と小さかった．興味

深いことに，大脳皮質や海馬のホモジネートにお

ける総発現量をみるとGluD2はGluD1より少な

い傾向にあるものの, PSD画分ではGluD2が

GluD1に匹敵するレベルで発現していることが

明らかとなった．グルタミン酸受容体を含む， シ

ナプスに集積する膜タンパク質の多くが細胞内領

域でのMAGUKS等との結合によりその局在が決

定される24)25)． また近年，カイニン酸受容体の海

馬CA3領域におけるシナプス局在化はCblnファ

ミリーの類縁分子であるC1ql2/3に依存的である

ことが示された26).GluD1とGluD2の細胞内結

合分子は異なっていることも知られており，シナ

プス局在化の効率が異なっていることを反映して

いるのかもしれない．

カイニン酸受容体(GluK2-5)の存在量を同

様の手法で測定した報告によると，海馬のPSD

画分では, GluA2に対するGluKサブユニット

(GluK2-5)の量は少ない順からGluK4 (0.47%)-

GluK2 (7.0%)であり，小脳のPSDの画分では，

GluK4 (1.1%)-GluK2 (9.9%)であった20).本

研究から，海馬のPSD画分では,GluD1は3.1%

とGluD2は1.8%,小脳GluD1は7.6%であり，

興味深いことに,GluDサブユニットの発現量は

カイニン酸受容体とも同程度であることが明らか

となった．小脳におけるGluD2を除き,GluDサ

ブユニットの発現量はGluA2より少なく，カイニ

ン酸受容体と同レベルであることが示された．高

等哺乳動物の中枢神経系における興奮性シナプス

伝達を担う主要な受容体であるAMPA型GluA2

サブユニットの約1割，その伝達の調節因子とし

て多様かつ重要な生理機能を有するカイニン酸型

と同程度の量でGluDサブユニットが大脳皮質や



中本：マウス脳におけるデルタ型グルタミン酸受容体サブユニット構成の定量的解析 487

た．またGluD1遺伝子が統合失調症や自閉症などの

リスクフアクターといったヒトの報告や39)-43）

その欠損マウスが社会性や認知機能の低下や情動

異常を示すことなどが報告されている14)15)．一

方,GluD2はこれまで小脳に着目した研究が主だ

ったが2)3)6)-10)，本研究から明らかとなった大

脳皮質や海馬におけるGluD2の高い発現量は，

GluD2を欠損したヒトにおいて運動失調ととも

に認められる認知機能障害'2)の原因が，小脳以

外のGluD2によるものであることを示唆する．

高次脳機能に果たすGluDサブユニットの役割の

詳細，ならびにGluD1とGluD2の組み合わせに
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量を定量的ウェスタンプロット法により測定した
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はGluD2の1-2倍程度の差であり, GluD2が

GluD2に匹敵するレベルで発現していることが
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