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学 位 論 文 題 名

NIVIDA型グルタミン酸受容体の

シナプス局在制御機構に関する分子解剖学的研究

学位論文内容の要旨

  中枢神経系において、グルタミン酸は早い興奮性神経伝達物質として機能している。グル

タミン酸を介するシグナル伝達は、感覚性上行路や、大脳・小脳などの高次領域で情報の伝

達と処理に関与している。グルタミン酸受容体を構成する主要なサプタイプのうち、N-

    丶

methyl-D-aspartate (NMD．A）受容体は電位依存性のマグネシウム阻害と高いカルシウム透過性

を背景として、神経活動依存的なシナプス回路の発達、シナプス可塑性の誘発、学習や記憶

の基盤として重要な役割を果たしている。本研究では、遺伝子改変動物などの生体解析シス

テムを用いて、NMDA受容体のシナプス局在の制御機構について、1）興奮性シナプスの

足場蛋白PSD‐95、2）NMDA受容体の基本サブュニットNR1、3）NMDA受容体の制御

サプュニットNR2、の3つ側面から総合的に検討した。

  1）PSD・95は興奮性シナプスの足場蛋白の1つで、そのPDZドメインを介してNMDA

受容体と結合し、シナプス可塑性の発現を調節する分子である。PSD‐95に対する特異抗体

を作成し、シナプス後部分子の検出に有効な切片のぺプシン処理法や包埋後免疫電顕法を用

いてPSD‐95の分子局在を検討した。その結果、PSD‐95陽性反応は興奮性シナプスの後膜肥

厚部に選択的に局在していた。また、NMDA受容体のNR2サプュニットとの共存が確認さ

れた。しかし、NMDA受容体を発現しない海馬CA3錐体細胞や小脳プルキン工細胞の興奮

性シナプスにも、PSD‐95が単独で分布し、NMI）A受容体の実験的欠失にも関わらずPSD‐95

のシナプス局在に変化は起こらなかった。これらの結果から、PSD‐95はNMDA受容体のシ

ナプス局在自体を制御する分子ではなく、シナプス後部に到達後に受容体や他のシグナル分

子との会合化を通してシナプス伝達の機能調節に関与する分子であると結諭した。

  2）海馬CA1特異的NR1ノックアウト（NR1‐CA1‐KO）マウスを用いて、NR1欠損状

態におけるNR2サブュニットの細胞内局在変化を解析し、NMDA受容体の生体内発現過程

におけるNR1の役割を検討した。NR1―CA1‐K0マウスでのNR2サブュニットの転写レベル

は正常であった。しかし、NR1欠損に伴ってNR2サブュニットのシナプス局在は完全に消

失し、錐体細胞の細胞体に集積するようになった。その細胞内集積部位について包埋後免疫
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電顕法で解析した結果、NR2サブュニットは電子密度の高い顆粒(intracistemal granule)とな

って小胞体の腔内に貯留していた。以上の結果は、NR2サプュニットの小胞体からゴルジ装

置への輸送はNR1サブュニットに依存しており、その非存在下では小胞体腔内において凝集

体となり処理されることを示している。

  3）NR2サブュニットを欠失する（NR2A/NR2C-KO)小脳顆粒細胞を用いて、NR2欠損

状況におけるNR1サブュニットの細胞内分布を検討し、NMDA受容体の生体内発現過程に

おけるNR2の役割を検討した。NR1サブュニット転写レベルに変動は生じなかった。しか

し、NR2欠損に伴ってNR1サブュニットのシナプス局在は著明に減少し、免疫組織化学的

にはほぼ完全に消失した。ところが、NR1欠損時とは異なり、NR2欠損によりNR1サブュ

ニットの細胞体貯留は起こらなかった。これらの変化は、NR1サブュニットのC末変異体の

種類に関係なく同様であった。以上の結果は、生体脳ではNR2欠損により、NR1サブュニ

ットの小胞体貯留は起こらないが、シナプス局在が不能になることを示している。

  これらの生体解析系の研究を通して、NR1サブュニットとNR2サブュニットとが正しく

へテロメリックチャネル複合体を形成した場合にのみ、NMDA受容体のシナプス発現が許さ

れることが明かとなった。また、このような機構により機能的なNMDA受容体がシナプス

後部に到達した後に、PSD-95などの足場蛋白との結合が起こり、シナプス伝達とシナプス可

塑性の発現に適したシナプス後部の分子環境へと整えられることが考えられる。
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

    NMDA型グルタミン酸受容体の

シナプス局在制御機構に関する分子解剖学的研究

  学位論文の内容は以下の通りであった。グルタミン酸受容体を構成する主要なサブタイプ

のうち、NMDA受容体は神経活動依存的なシナプス回路の発達、シナプス可塑性の誘発、学

習や記憶の基盤として重要な役割を果たしている。本研究では、遺伝子改変動物などの生体

解析システムを用いて、NMDA受容体のシナプス局在の制御機構について、NMDA受容体

の足場蛋白PSD-95、NMDA受容体の基本サプュニットNR1、NMDA受容体の制御サブュニ

ットNR2の3つ側面から検討した。まず、PSD－95に対する特異抗体を作成し、シナプス後

部分子の検出に有効な切片のべプシン処理法や包埋後免疫電顕法を用いてPSD-95の分子局

在を検討した。その結果ごPSD-95陽性反応は興奮性シナプスの後膜肥厚部に選択的に局在し、

NMDA受容体のNR2サプュニットとの共存が確認された。しかし、NMDA受容体を発現し

ない興奮性シナプスにもPSD-95が単独で分布していた。これらの結果から、PSD-95はNMDA

受容体のシナプス局在自体を制御する分子ではなく、シナプス後部に到達後に受容体と会合

してシナプス伝達に関与する分子であると結論した。次に、海馬CA1特異的NR1欠損マウ

スを用いて、NR1欠損状態におけるNR2サブュニットの細胞内局在変化を解析した。NR1

欠損マウスでのNR2サブュニットの転写レベルは正常であったが、NR1欠損に伴ってNR2

サブュニットのシナプス局在はほぽ完全に消失し、錐体細胞の細胞体に集積するようになっ

た。その細胞内集積部位について包埋後免疫電顕法で解析した結果、NR2サブュニットは電

子密度の高い顆粒となって小胞体の腔内に貯留していた。以上の結果は、NR2サブュニット

の小胞体からゴルジ装置への輸送はNR1サプュニットに依存しており、その非存在下では小

胞体腔内において凝集体となり処理されることを示している。さらに、NR2サブュニットを

欠失する小脳顆粒細胞で、NR1サブュニットの細胞内分布を検討した。NR1サブュニット転

写レベルに変動は生じなかったが、NR2欠損に伴ってNR1サブュニットのシナプス局在は
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著明に減少し、免疫組織化学的にはほぽ完全に消失した。これらの変化は、NR1サブュニッ

トのC末変異体の種類に関係なく同様であった。以上の結果は、生体脳ではNR2欠損によ

り、NR1サブュニットの小胞体貯留は起こらないが、シナプス局在が不能になることを示し

ている。これらの生体解析系の研究を通して、NR1サブュニットとNR2サブュニットとが

正しくへテ口メリックチャネル複合体を形成した場合にのみNMDA受容体のシナプス発現

が許されること、そしてNMDA受容体がシナプス後部に到達した後にPSD－95などの足場蛋

白との結合が起こり、シナプス伝達とシナプス可塑性の発現に適したシナプス後部の機能的

な分子環境となることが考えられる。

  質疑応答では吉岡教授から、ベプシン処理の効果について、PSD－95のNMDA受容体以外

に結合する分子について、小胞体からの輸送時における正常なNMDA受容体の分別のシス

テムについての質問があり、ペプシンの濃度、処理時間、検出分子の局在部位の違いによっ

てべプシン処理の効果は異なること、PSD－95は多くのシナプス後膜関連蛋白と結合し、分

子の集約に関わっていること、ER retention配列が複合体形成により隠されることで輸送が

可能となるとの回答があった。井上教授からは、小胞体腔内顆粒におけるNR2サブュニッ

トの生化学的な証明についての質問があり、今回の実験ではサンプル調整の難しさから生化

学的な証明はなく、分子解剖学的な所見だけであるとの回答があった。主査の渡辺教授から

はNR1とNR2のER retentionの違いについて、他の受容体の品質管理機構についての質問

があり、NRllこはER retentionの自己抑制機構が存在し、NR2にはそれがないこと、他の複

合体を形成する受容体チャネルや代謝型受容体にもNMDA受容体とは異なるものの品質管

理機構が存在し、ヘテロメリックな複合体を形成して機能する分子には必要な機構であると

いう回答があった。

  この論文は、NMDA受容体のシナプス局在制御機構を興奮性シナプスの足場蛋白PSD-95、

NMDA受容体の基本サプュニットNR1、NMDA受容体の制御サブュニットNR2の3つ側面

から研究し、生体内におけるそれぞれの役割を明らかにした点で高く評価され、これらの結

果を基盤として、今後さらにNMDA受容体のシナプス局在制御機構についての知見が得ら

れるものと期待される。

  審査員一同は、これらの成果を高く評価し、大学院課程における研鑽や取得単位なども併

せ、．申請者が博士（医学）の学位を受けるのに充分な資格を有するものと判定した。
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