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NMDA型グルタミン酸受容体の定量的解析
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要 旨

NMDA型グルタミン鮫受容体(NMDAR)は, !|!枢神経系においてシナプス形成やシナプス

可塑性など脳機能に|flわる分子群である.NMDARは，単一遺伝子にコードされスプライスに

より多様性を持つGluN1サブユニットと, 4椰煎のGluN2サブユニットが2分子ずつ会合して

榊成されており，それらの組み合わせがチャネル特性を決定する． しかし，脳におけるGluNサ

ブユニットタンパクI蘭の定賦的な解析はなく，その椛成比率はIﾘlらかにされていない．そこで

脳各部位におけるNMDARサブユニットを定litするために,AMPA型グルタミン酸受容体サブ

ユニットGluA1を標準物質とした定並的ウエスタンプロットを行った．その結果，大脳皮f'I,

海馬，小脳いずれにおいてもGluN1がGluN2より多く存在していたが,NMDARが機能してい

ると考えられているシナプトソーム画分では，ほぼ等壁の割合になっていた．また,GluN1のC

末端の形状は,C2'卿がC2型よりも多かった， これは小脳でとりわけ猟苦で，約10陪多いと煎

定された．

キーワード:NMDA受容体，ウエスタンブロッ l､ ， タンパク『'[定II(

グリシン結合部位をもつGluN1とグルタミン酸

結合部位をもつGluN2が2分子ずつ会合して機能

していると考えられている’)3)． このうちGluN1

は，単一の辿伝子にコードされているが，選択的

スプライシングによりC末端側にC2またはC2'

カセットを含むGluN1-1～N1-4の4繩顛が存

はじめに

NMDA型グルタミン酸受容体(NMDAR)は，

イオン透過型グルタミン酸受容体の一種であり，

中枢神経系においてシナプス形成，シナプス可塑

性などの鍵になる分子僻である1)2)．NMDARは，
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在しており，シナプスへのターゲティングや安定

性に関与することが州告されている‘')－(;)．一方

GluN2は,GluN2A, 2B, 2C, 21)の4 II瀬のサブ

ユニットが存在しており， この分-I＆的な多様性が

この受容体の機能的な多様性のjif雛となっている

ﾘ＃が示されているl)7)-11). したがって，脳の各

部位におけるNMDA受容体の性価を分子レベル

で解析するには，各サブユニットタンパク質の里

を知る必要がある． これまでに各分子に対する抗

体を用いた免疫組織化学解析により,GlllN1が脳

の広い範囲に発現している ･〃で， 4種願の

GluN2は発生段階やlliW械域によって分布が変化

することがフバされてきたがll),その』it的な|卿係

はIﾘlらかではなかった．mRNAレベルの定IIt的な

解析としては, nucleasepl･()tecli()nilssilyによる報

告があり,GllIN2よりGluN1が多いことや，脳髄

域によってGluN2の発現が災なることが示され

ている12). さらにウエスタンプロットによって，

各サブユニットの発現l,(の述いが慨告されている

が． これらの解析はいずれも|両1-･分子の多凍であ

り，サブユニット|ﾊlのl,t的な検討は，海’鴨のCA3

髄域でGluN2BがN2Aの約2階多いことを報告

しているのみであった'3)．

タンパク蘭の1両l定や定lit法には, Wilit分析法14)

やウエスタンプロットなどの方法があるが，前者

に比べ後者は実験方法が簡便であり，脳部位や細

胞画分などの異なった試料lHlの|両'一分子解析には

適した方法である．一方この乎法は，使lllする抗

体の反応性（抗体ﾉjilli)が異なるために分子間の

IIt的な比較をすることができない． この|H1題点を

克服するため, Inl一分子に標峨タンパク価と比較

する他のグルタミン酸受容体サブユニットを持つ

キメラ分子を作製し，抗体ﾉjilliをWIi正することに

よりカイニン酸型サブユニッ 1,の定ii(をした報告

がある15)16).本li冊先では, NMI)AR榊成サブユ

ニットの型を脳部位と各細llumli分において調べる

ために,AMPA型グルタミン樅受容体サブユニッ

I､GluA117)18)を標準物I'(として，各NMDARサ

ブユニット抗体の力illiを測定し，ウエスタンプロ

ット法をlllいて定l,tを行うことにした．

材料と方法

キメラタンパク質

各抗GluN抗体力illliを抗GluA1抗体ﾉj価と比鮫

して算定するために,GluA1抗体とGluN抗体両

者が認識するエビ|､一プを|同'一分子上にもつキメ

ラタンパクY'iを作製した．キメラタンパク質は，

GluAl (1-907)のCイミ端側を,GluN1-1 (834-

938),GluN1-4 (834-885),GIIIN2A(838-1464),

GlllN2B(839-1482) , GluN2C (836-1239) ,

GluN2D(863-1323)にif.i換したものである．こ

れらのキメラタンパク面をコードするcDNAを

pEF-BOSベクター19)に迎絲し, Lipofectamine

とPlusReagc,II (IIIvilroge,,)を川いてHEK293

細胞に導入した. 20-24時llll後，細胞を溶解液

(1mMI)hellylmelllylsulfonylnuoride,cOmplete

Tabletsmini (Roche,Gemlany) inlOmlPBS)に

より1回l収し，超背波破砕機で処理した． これを

12,000×g, 30分, 4℃で速心して得た沈殿を溶

解液に1%TrilonX-1()0を川lえたもので懸濁し

さらに超尚波破砕機で処理した．この懸濁液を30分

間， 2℃ローテーターで撹枠させた後12,000X

gで10分|H1速心した上iI'iを標準キメラタンパク

質試料とした．なおタンパクf'棚度は,BCApro-

teinassaykil (Theml()SCientinc)で測定した．

脳組織の細胞分画

細胞分m'iは,Carlillら20)の方法に準拠して行っ

た．8～12週齢のC57BL/6N系統マウス (Charles

River,Japan)の大脳皮『'(,海馬，小脳を摘出し，

ホモジネー|､バッファー (0.32Mショ糖, 5mM

EDTA,Tris-HCl l)II7.5, cOmlpleteTabletsmini)

でポッター型ホモケナイザーを用いてホモジナイ

ズした後, 1,()()0×g, 10分|Al遠心した上浦(S1)

を細II"l画分とした（以降ホモジネート画分と呼

ぶ)．ホモジネー1,mi分の一部を12,000×g,2｡C

で10分lAl速心分離し |:ii'i (S2)と沈殿(P2)に

分離する．マイクロソーム画分は,S2を2℃，

200,000×gで90分llll遠心して得た沈殿を

40mM'Ii･is-CI, 1%SI)Sに満解し使川した．シナ

プトソームI血i分は, P21il'i分をホモジネートバッ
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ファーに懸濁した後, 0.8Mと1.2Mショ柵を川い

た密度勾配遠心を74,000×gで130分行うこと

で得た．調製した試料は， タンパク定獄した後，

－80℃で保管した．

淵で2時間または4℃で一晩反応させた後，メン

ブレンをTBS-Tで15分×1回, 5分×2回洗浄

し，ペルオキシダーゼコンジュゲート2次抗体に

1時間室温で反応させた'mS-Tで15分×1回，

5分×3Im洗浄した後, ECL-Prmeウエスタン

ブロッティング検出システム(GEHealthcal･e)

を用いて発光させ,冷却CCDカメラ内蔵化学発光

イメージアナライザー(EZCapmreMG,ATIO)

で検出した．

ウエスタンプロット

調製した試料に最終濃度1xSampleBuffel･ (63

mM'ITis-C1, 2%SDS, 10%グリセロール, 1%

メルカプトエタノール）になるように加え加熱し

た（キメラタンパク質： 37℃, 60min,脳サンプ

ル： 100℃, 5min).SDS-PAGEは, 4%淡縮ゲ

ルと7～7．5％分離ゲルで行い，分離したタンパ

ク質をニトロセルロース膜(GEヘルスケア・ジャ

パン）に魎気的に転写した． この膜を5％スキム

ミルクを含むTBS-T(20mMTris-CI I)H7.6,

137mMNaCl, 0.1%Tween20)で1時間ブロッ

キングし，その後'IBS-Tで15分×11u1, 5分×

2回洗浄した． 1次抗体反応（条件は後述）を室

抗体

ウエスタンプロットには,以下の抗体を使用した．

1次抗体；マウス抗GluA1抗体(0.5"g/ml)

(Millipo'･e),ウサギ抗GluN1-C2抗体(0.5"gJnl),

モルモット抗GluN1-C2'抗体(0.2"g/ml), ウ

サギ抗GluN2A抗体(0.2"g/ml), ウサギ抗

GluN2B抗体(0.2"g/ml), ウサギ抗GluN2C抗

i*(1.0"g/ml)(以上北海道大学渡辺稚彦教授よ
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図l抗体特異性の鵬測

(A)野生型と各ノックアウトマウスの脳試料を川いた，抗G1uA1, GluN1-C2,

GluN1-C2、 .GluN2A,GluN2C,GluN2D抗体のウエスタンプロット．

(B)HEK293細胞に発現させたGluAlN2A～Dタンパク衝を用いた,MGluN2B抗体の
ウエスクンブロ.ソト．
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(B) 抗GiuNZC抗体(A) 抗GluN2B抗体

薪熾脊鏡蕊
250kDa-ケ

250kD訂一ケ
、

＊
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一
缶
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図2脳部位におけるGluN2BとGluN2Cの発現確認

(A)小脳のホモジネート，マイクロソーム，シナプトソーム画分における抗GluN2B

抗体によるウエスタンプロット．

(B)大脳皮Wi及び海腸幽i分における抗GluN2C抗体によるウエスタンプロット．

り分与)， マウス抗GluN2D抗体(0.5/49/ml)
(Millipore). 2次抗体;HRP抗マウス抗体(GE

healthcare)(×10,000希釈),HRP抗ウサギ抗体

(Amersham)(GluN1-C2抗体, GluN2A抗体，

GluN2B抗体：×10,000希釈,GluN2C抗体：×

4,000希釈), HRPモルモット抗体(Dako) (X

8,000希釈)．

GIuAINキメラタンパク質

}…‘…
十:,,剛淵抗G,,耐抗体」 GluN14(834-885)
GluN2A(838-1464)

GluN2B(839-1482)

GluN2C(836-1239)

GIuN2D(863-1323)

図3キメラタンパク質G1uA1Nの棋式図

GluA1を骨格とし,C末端I1llをGluNに世換し

たキメラタンパクl間を設計した．

ウエスタンプロットの定量解析

ウエスタンブロッ|､で得られたバンドのシグナ

ルは, ImageJsotwa'･eを用いて測定した．

結 果

体では，予測分子』it位岡にバンドが認められ,KO

マウスではバンドが消失することが確認された

(予測分子並: GluA1; 100kDa,GluN1-C2: 103

kDa,GluN2A: 163kDa,GluN2C; 134kDa,

GluN2D;140kDa). lhGluN1-C2'抗体は，バン

ドが2本検出されたが， ノックアウトマウスでは

これらのバンドが洲失したので, i'ijバンドを定爪

の対象とした（図lA). また, lhGluN2B抗体は

GluAIN2Bタンパク蘭を特異的に検出した（図lB).

なお，小脳におけるGluN2Bと，大脳皮質と海賜

におけるGluN2Cは, 8～12週齢マウスにおいて

抗NMI)AR抗体の特異性

まず，本研究で使川する抗GluAlと各抗GluN

抗体の特異性の確認をそれぞれのノックアウト

(KO)を川いて行った.GluN1KOマウスは，新生

児致死であったため，出生直後のマウスを川いた

21).GluN2Dはタンパク蘭発現の時期を考臘し生

後7「l前後のマウスをlllいた. jXGluN2B抗体の

特異性はHEK293細胞に発現させたGluN2キメ

ラタンパク質を用いて行った. lhGluA1,GluN1-

C2, GluN1-C2' ,GluN2A, GluN2C, GluN2D杭

■■■●



鈴木:NMI)A型グルタミン酸受容体の定l,t的解析 483

GluAIN2A-D)を設計し，これらをコードする発

現ベクターを椛築した（図3)． このベクターを

HEK293illl胞に導入して発現させキメラタンパク

価を標準タンパクrliとした． これらのキメラタン

パク頃は,MGluA1抗体と各抗GluN抗体が認識

するエビI､一う°を同一 ･分子上にもつので，抗

GluA1-N末端抗体ﾉjilliと各抗GluN-C末端抗体

の力価がウエスタンプロットのバンドの淡度とし

検出限界以下であったので定II(は断念した（図

2A,B).

抗NMDA型受容体の抗体力価の測定

各サブユニットタンパク蘭の定litをウエスタン

プロット法で行うために, GluA1のC末端を

GluNのC末端に|〃樅した6伽顛のGluAINキメ

ラタンパクf'i (GluA1N1-C2, GluAlN1-C2' ,

GI｡爵1-CZ(O)CltlA1(e) GI心ﾙC2･(O) GluA1(O)
－一
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図.l抗GluA1抗体を基準にした各抗GluN抗体のﾉJilli測定

GluAlとGluN1-C2,GluN1-C2' ,GluN2AGluN2B,GluN2C,GluN2Dのキメラタンパク質の戯を

変えたウエスタンプロットのシグナル値から各抗GluNサブユニット抗体のﾉj価を輔定した．
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て比鮫することが可能になる． これらのキメラタ

ンパク蘭GluA1Nを用いて，各抗GluN抗体の力

illiを測定した（図4).

て, lhGluA1抗体と抗GluN1-C2抗体の力価比

を求め，脳試料におけるGluA1とGluN1-C2の

定l,iをした例を示す.GluA1N1-C2キメラタンパ

クr吸び脳試料（大脳皮質マイクロソーム画分）

を|司一ケルで泳動し，それぞれ抗GluA1抗体と抗

GluN1-C2抗体により検出した（図5A).GluA1N1-

定量的ウエスタンプロット法

図5にGluA1N1-C2キメラタンパク賀を川い

(A)
GluN1-C2 GluA1

大脳皮質 大脳皮質
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(GluA1N1-C2) × （抗GluA1抗体）抗GluA1抗体に対するー

抗GluN1-C2抗体の力価 GluAIN1-1タンパク質量 GluA1シグナル強度=1．55
（抗GluN1-C2抗体) (GluA1N1-C2)

大脳皮質マイクロソーム
GluN1-CZシグナル強度 タンパク質量

G1uA1に対する （大脳皮質ﾏｲｸﾛｿｰﾑﾀ<j抗GluA1抗体）
l

GluN1-C2の相対量＝
×一5面雨元テ

鋼皮質ﾏｲｸﾛｿｰﾑ)篭雛藍ﾑ(患議鰯雲皇) 擁俸力価“タンパク質量

0.65’
一

(大脳皮質マイクロソーム）大脳皮質マイクロソーム
タンパク質量

（抗GluW1-CZ抗体）

図5定l,tilりウエスタンプロット法によるタンパク質定最

(A)GluA1N1-C2と大脳皮f'iマイクロソーム両分を, liil－のゲルでSDS-PAGEした後,mGluN1-C2抗体と

lhGluA1抗体でウエスタンブロッ 1,を行い，バンドを検出した．

(B)GluA1N1-C2シグナルから抗体川iliを調べた(OG111N1-C2,OGluA1)．大脳皮衝マイクロソーム画分

における,GluN1-C2とGluAlのバンドのシグナル標螂IIIIMI (OGluN1-C2,､GluA1).

(C)各バンドの計測に用いる，抗体川lliとGluN1-C2趾を算定するill･陳式．
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C2キメラタンパク『'iの, GluAlのバンドのシク′

ナル仙4点(20783, 13466, 8293, 5011) と

GluN1-C2のバンドのシグナル価4点(21093,

13560, 8908, 5018)から標準llll線を柵いた（図

5B左). これらのシグナルll'!iとタンパク質城の比

から，抗GluN1-C2抗体ﾉjilliは抗GluAl抗体の

1.551i'fとわかった（図5C上段式).続いて脳試料

において, GluAlのバンドのシグナル値3点

(18355, 9997, 5762） とGluNl-C2のシグナルIIIII

3点(16002, 10560, 6010)から標準llll線を猫い

た（図5B右).脳試料のGluA1とGluN1-C2の

シグナル値とタンパク蘭騒の比を，上で求めたﾉj

Ⅲi比で袖正すると, GluN1-C2はGluAlの0.65

倍と卯:定された（図5C下段式).

このように，脳I武料のウエスタンプロットのバ

ンドシグナル強哩率を抗体力illi比でllii[すること

で，各脳部位と細胞IIIi分における各GluNサブユ

ニットの定li(を行った．抗GluAl抗体と各抗

GluN抗体によって検IIIされたシグナル価の極端

な韮は定量誤埖を大きくするため，各バンドのシ

グナル値が近い範|刑においてのみ，定』itを行った．

またウエスタンプロットで検出されるバンドのシ

グナルは, Inl ･試料でも反応ごとに異なるため，

GluA1Nキメラタンパク『'iと解析試料を|同'一・のゲ

ルに1‘E気泳動し，それぞれを抗GluA1抗体と各抗

GlllN抗体で検,'llした．上記の方法で求めた，抗

GluAl抗体に対する抗GlllN1-C2' , GluN2A,

GluN2B,GluN2C,GluN2D抗体の各ﾉjilliは，それ

ぞれ0.07, 0.57, 0.43, 0.35, 1.48であった（図.1).

GluXサブユニットの定量

GluNサブユニットの各脳傾城と細胞内におけ

る分4iを解析するために，大脳皮Wi,海'!!j,小脳

を淵ll l抱分画し， ホモジネート，マイクロソーム，

8-12Weeks

C57BL/6Nマウス脳(大脳皮質,海馬,小脳）
ホモジネート懸濁液

+,｡00,x圏,10分
ホモジネート画分(S1)

Sup.(S2)

半200,000×g,90分
Ppt.

マイクロソーム画分

(P3)

Ppt.(P2)

ず蓋繍繍
シナプトソーム

含有画分

＋""‘…・
Ppt.

(シナプトソーム画分）

図6脳試料の作製過稗の模式同

マウスの大脳皮f'i,海Mｳ，小脳を，細胞分II1ji法を川いて分IIIiし，ホモジネートI師分，
マイクロソームl'l'i分，シナブトゾームl'l'i分をi(｝た．
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図7各脳領域の各細胞画分におけるGluAlを基準にした各GluNの髄比

(A)大脳皮質ホモジネート，マイクロソーム，シナプトソーム画分

(B)海馬ホモジネート，マイクロソーム，シナプトソームIIIIi分

(C)小脳ホモジネート．マイクロソーム．シナプ|､ソーム画分
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シナプトソーム画分に含まれるGluNサブユニッ

|､を算定した（図6)．

大脳皮質におけるGluA1に対する各GluNの比

率を算定した（図7)． ホモジネート画分での

GluN1-C2, GluN1-C2' , GluN2A, GluN2B,

GluN2C, GluN2Dは，それぞれGllA1に対して，

0.79±0.11, 1.88±0.06,0.65±0．1，0．98±0.07,

ND, 0.04±0.01であった（各n:=3,平均値±

標準誤差)． マイクロソーム画分では， 067±

0.02, 1.39±0.16, 0.59±0.02, 1.0±0.05,ND,

0.07±0.01であった(n=3)．シナプl､ソーム

画分では， 0．83±0.04, 1.33±0．1， 0．97±0.19,

1.51±0.07,ND, 0.05±0.01であった（図7上

段)．海馬ホモジネー|､画分においては， 0．32±

0.04, 1.22±0.11,0.34±0.03, 0.57±0.12,ND,

0.03±0.004であり (n=3),マイクロソーム画

分では0．3±0.04, 0.99±0.13, 0.46±0.08,

0.5±0.05,ND, 0.03±0.01であった(n=3).

シナプ|､ソーム画分では0．46±0.02, 0.86f

0.08, 0.65±0.05, 0.56±0.02,ND, 0.04±0.01

であった（図7中段)．小脳ホモジネート画分に

おいては，0．08±0.01, 0.82±0.06,0.12±0.01,

ND, 0.24±0.03, 0.05±0.02であった(n=3) .

マイクロソーム画分においては， 0．08±0.001,

0．66±0．16， 0．09±0.01, ND, 0.16±0.03,

0.06±0．01であった． シナプトソーム画分では

0．08±0.01． 0.49±0.05, 022±0.05, ND,

0.24±0.04,0.06±0.02であった（図7下段）
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図8大脳皮質ホモジネートのGluA1を紺(@とした各GIIINの比率

各画分中のGluA1蕊を，大脳皮質ホモジネー|､篭を韮準に算定し，その値で各分凹の

NMDARサブユニット髄を猟出した
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脳領域間細胞画分におけるGluNの比較

各脳領域の細胞仙i分におけるNMDARサブユ

ニット埜を調べるため，大脳皮I('iホモジネートに

含まれるGluAlをjI側&とし，各lliM緬域の細胞l'l'i分

におけるGluNの比率を比鮫した． まず, li､l一の

メンブレンに大脳皮衝，海賜，小脳のホモジネー

|､ ，マイクロソーム， シナプ|､ソーム画分試料を

のせて抗GluA1抗体によってウエスタンプロッ

トを行い，検出したバンド強度から各両分の

GluA1壁を算定した．大脳皮Y'iホモジネートに含

有されるGluAl _IkをJIW(1.00) とすると，大脳

皮蘭，マイクロソーム，大脳皮価シナプトソーム，

海賜ホモジネート，海‘鴨マイクロソーム，海‘!!jシ

ナプトソーム，小脳ホモジネート，小脳マイクロ

ソーム，小脳シナプトソームにおけるGluAlのl,t

はそれぞれ, 1.29, 1.52, 2.32, 3.08, 4.05, 0.90,

1.19, 1.88であった．次に，これらの比率を各脳仙

域の細胞画分に当てはめ,GluNサブユニットの

相対的な最比を算:,lllした（図8).

火脳皮衡のホモジネート凹分における,GluN1-

C2, GluN1-C2' , GluN2A, GIIIN2B, GluN2C,

GluN2Dは,0.79, 1.88, 0.65,0.98,ND,0.04であっ

た（各n==3平均11![).マイクロソームI血i分では，

0.86, 1.79, 0.76. 1.29,ND､).()9であり， シナプ|、

ソームでは， 1.26, 2.02, 1.47, 2.30,ND,0.08であ

った． また，海‘11ウホモジネートl山i分では， 0.74,

2.83, 0.79, 1.32,NI), 0.07であり，マイクロソー

ム画分では,0.92,3.05, 1.42, 1.54,ND,0.的であり．

シナブトソーム1曲i分では1.86, 3.48, 2.63, 2.63,

ND,0.16であった．そして、小lliMホモジネー|､ 1曲i

分では, 0.07,0.74,0.11,NI),0.22,0.05であっ

た． また，マイクロソームI山i分において算定した

ところ, 0.10, 0.79, 0.11.NI), ().19, 0.07であり，

シナプトソームmii分では().15, 0.92, 0.41, NI),

0.45, 0.11であった．卿:定結果より，細胞画分llllで

比較したときの海‘11ｳのGluNは大脳皮質よりも多

いことが示された． また，小lliMでの比率は，人脳

皮蘭や海‘鴨に比べて少ないことも示された．

考 察

本研究では,GluNサブユニットの11tをウエス

タンブロッ 1,によるバンドのシグナルll1'iを比較す

ることで凍定した．そのために抗GluA1抗体と各

抗GluN抗体のエピトープをl'il-分子上にもつ

GluAINキメラタンパク質を標碓物f'iとすること

で，力1lliの異なる抗体を川いても分子|H1の量的比

較が可能となった． この手法の催れている点は，

煩雑な試料の処理過栂とiWilliな機器を必要とする

質l,t分析法などと述い，簡便な手法で定量的な解

析がII1能になることである．

mRNAの発現1,tと今Inlの研究でIﾘlらかとなっ

たタンパクr雌を比較すると，前者で想定されて

いた各サブユニット多嘩はおおよそタンパク量と

一致する． しかし，海I!!ﾘにおいてnucleaseprotec-

tio11assilyによるmRNA定最では, GluN2Aが

GluN2Bよりも多いと報告されているが12), タン

パク伽,tでは逆である． したがって,mRNA鼓と

タンパク『'i品のIA1係は部位によって災なってお

り，それは脚11沢後のj1節機椛に依存すると推察さ

れる．

本定1,tの結果,NMDARの全体並は海馬で最も

量が多く，大脳皮衝，小脳の順であり，小脳の含

有1,tはホモジネー|､ ill'i分で海‘鴨の21%であった．

それぞれの部位で稗腫の差はあるが，いずれもシ

ナブトソーム画分にNMDARは濃縮している事

がわかった． また,NMI)ARは,GluN1とGluN2

が等モルで会合し機能するが， シナプトソーム画

分ではいずれの部位でもGluNlとGluN2の量比

はほぼ等Iiであった．一方，ホモジネート画分の

大脳皮価GluN1とGluN2のlit比は，大脳皮質と

海馬が1．6階，小脳が2．1倍GluNlの11tが多い．

また，マイクロソームIl'i分では，大lli1皮蘭，海Mj，

小脳各部位でGluNlとGluN2のII(比はそれぞれ

1.21if, 1.3倍, 2.4傭となっており，合成過程とサ

ブュニッ |､分子秘送過礎でもGluN1は過剰に存

在していた． このことは，細胞|人lには非会合型の

GluN1が過剰に存ｲfしており，それがどのように

調節されているのかは興味ある問題である．なお，

小脳においては2陪以k作在するGluN1は，プ
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ルキンエ細胞にGluN2が存在しないことを反映

しているのかもしれない'())22)23）

サブユニットの分布特性からみると，いずれの

部位においてもホモジネート画分のGluN1-C2'

はGluN1-C2より多く， ホモジネートIImi分で大

脳皮磁2．4倍，海馬3．8傭，小脳10.6階であった．

GluN1は，選択的スプライシングにより,Cｲﾐ端

側はC2またはC2'をもつ4 11噸のサブタイプが

存在しているが, invitroにおけるGluN1の細胞

表山iへの発現は, C2'型がC2型よりｲ1利である

ことが慨告されている5)． しかし，ホモジネート

画分でC2･型がC2型より相当商いのに対して，

シナプトソーム画分では，それぞれ1.61i'f, 1.91i.f,

6.1僻に減少することから, Cｲﾐ端側の選択制は

単純に膜への移行性だけで決まっているのではな

いと思われる．

一方, NMDARの機能的特性を決めるGluN2

の分布は部位と細胞画分により大きな違いがあ

る．大脳皮間ホモジネート画分ではGluN2Bが

GluN2Aの1.5階多く， シナプス画分でも1．61iｷあ

る． これに対して海馬ではホモジネート画分では

1.71iYGluN2Bが多いが， シナプス凹分では

GluN2AとGluN2BはほぼIril並なっていた． ｜閲l様

のこのことは小脳でも認められ，ホモジネートlil'i

分ではGluN2CはGluN2Aの2.0倍が征するが，

シナプトソームm'i分では1.1傭になる． これらの

ことは， シナプスで機能するNMDARの組成は，

合成されてから秘送される間に調節されることを

示唆する．
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