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研究成果の概要（和文）：四量体で機能するAMPA型グルタミン酸受容体(AMPAR)は、神経細胞シナプス領域に集
積し速い興奮性伝達をもたらすイオン透過型チャネルである。これまでにAMPARの主要サブユニットGluA1上の糖
鎖構造解析を行い、複数のN型糖鎖付加部位で未成熟な糖鎖(高マンノース型糖鎖)が存在すること、加えて特定
のN型糖鎖付加部位では一定の割合で糖鎖付加が成されていないことを見出してきた。一方で、特徴的な糖鎖付
加が四量体形成能へどのように影響するかは分かっていなかった。本研究の目的は、AMPAR上の特徴的糖鎖付加
の機能的意義を生細胞膜上で解析し、神経可塑性への影響を明らかにすることである。

研究成果の概要（英文）：AMPA-type glutamate receptor (AMPAR) is an ionotropic channel that 
accumulates in neuronal synaptic regions and provides rapid excitatory transmission. Until now, I 
analyzed the glycan structure on GluA1, the major subunit of AMPAR, and found that the immature 
glycans (high-mannose type glycan) existed at several N-glycosylation sites and also the specific 
N-glycosylation site was not glycosylated at a constant rate. Meanwhile, it was still unknown how 
the characteristic N-glycosylation on AMPAR could affect the ability of tetramer formation. The 
purpose of this study is to analyze the functional significance of characteristic N-glycosylation on
 AMPAR on living cell membranes and clarify the influence on neuronal plasticity.

研究分野： 神経糖鎖生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
AMPARは記憶学習形成の基盤となる神経可塑性において中心的役割を担うことから、そのチャネル形成調節機構
の解明は神経科学分野での重要課題の1つとなっている。本研究成果は四量体形成における糖鎖の重要性を示す
ものであり、その学術的意義は高いと考える。また、創薬においてAMPARはてんかんや統合失調症などの標的分
子として注目されており、事実拮抗薬等が近年研究開発されている。本研究はチャネル形成能を糖鎖が制御する
ことを示すものであり、AMPAR上の糖鎖が新たな創薬ターゲットとなることも期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
AMPA 型グルタミン酸受容体(AMPAR)は、4つのサブユニット(GluA1,GluA2,GluA3,GluA4)の組み
合わせから成るホモまたはヘテロ四量体として機能し、神経細胞のシナプス領域において速い
興奮性伝達をもたらすイオン透過型チャネルである。シナプス領域での受容体数に従い伝達効
率が変化することから、その膜表面での受容体数制御機構や、単量体から四量体への会合制御
機構が重要な課題となる。私はこれまでに、特徴的な 3糖構造を示す Human Natural Killer-1 
(HNK-1)糖鎖(HSO3-3GlcAß1-3Galß1-4GlcNAc-)がGluA2上の特定のN型糖鎖付加部位に発現する
こと、神経接着分子として知られる N-cadherin との相互作用を増強させること、さらにその相
互作用が AMPAR の細胞膜表面発現量を維持することを見出した(PLoS One. 10, e0135644, 2015)。
事実、HNK-1 糖鎖を欠失させたマウスでは未成熟なスパインの増加とそれに伴う長期増強の減
弱ならびに記憶学習能力の低下が観察されており、特定の糖鎖が神経細胞の可塑的変化に重要
であることを明らかにしてきた(Biochim. Biophys. Acta. 1861, 2455-2461, 2017)。加えて、
N 型糖鎖のコアフコースを欠失させたマウスでは、その脳内で AMPAR サブユニットのヘテロの
会合が亢進していることを見出し、HNK-1 糖鎖欠失マウスと同様に長期増強の減弱といった神
経機能異常が観察されることを明らかにしてきた(J. Biol. Chem. 290, 17566-17575, 2015)。
このように AMPAR 上の N型糖鎖が膜表面での受容体数および四量体形成を制御する上で重要な
因子と考えられるものの、これまでにどの N型糖鎖が機能的であるかについては詳細に分かっ
ていなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究を進める上ではじめに、AMPAR の主要サブユニットの一つである GluA1 を 2 週齢のマウ
ス脳膜画分より精製し、液体クロマトグラフィー−質量分析法(LC/MS)による糖鎖構造解析を行
った。細胞膜表面へ輸送される膜タンパク質では通常、未成熟型糖鎖が小胞体内で付加され、
ゴルジ体内で複合型糖鎖へとプロセシングされることが知られる。ところが LC/MS 解析により
GluA1 における 6 箇所の糖鎖付加部位(N63,N249,N257,N363,N401,N406)のうち N63,N249,N257
位に豊富に未成熟型糖鎖が存在し、N401 位においては GluA1 の約 70%で糖鎖付加が無いまま膜
表面に発現することを見出した。未成熟型糖鎖を有する分子が神経細胞膜表面上に発現するこ
とは報告されてきたものの(eLife 5, e20609, 2016)、その機能については詳細に調べられてい
なかった。また、N401 位における糖鎖付加の有無が、どのような生理的意義を有するか不明で
あった。そこで本研究ではこのような特徴的な糖鎖付加が AMPAR の四量体形成能に影響を与え
るかを調べるために、岐阜大学鈴木健一博士の研究協力のもと一分子イメージング法を導入し
生細胞膜上での解析を目指した。加えて、特定の糖鎖による神経可塑性への影響を明らかにす
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 一分子イメージング法は、全反射顕微鏡を用いて生細胞膜表面上の一分子の会合の瞬間を
リアルタイムに可視化できる手法である。特に鈴木健一博士が有する手法では膜表面に発現さ
せた目的分子に対し 100%の蛍光ラベル効率で導入することが可能なため、全ての一分子の時空
間的なダイナミクスを観察でき、一分子同士の会合の時間を計測・定量化できることが特色で
ある。そこで本方法を用いて AMPAR 上のどの N型糖鎖がサブユニット同士の会合に重要である
かを調べるために、HEK293 細胞(AMPAR を内在的に発現していない細胞)に各糖鎖付加部位変異
体を導入し、それぞれの会合時間を調べた。ただし GluA1 を HEK293 細胞に発現させると、多く
は複合型糖鎖として膜表面に発現しており、神経細胞での付加パターンと異なることが分かっ
ている。一方で AMPAR 補助サブユニットの一つである Cornichon-2 (CNIH-2)は、AMPAR サブユ
ニット上の一部の糖鎖付加部位に未成熟型糖鎖を維持させて細胞膜表面に発現させる機能があ
ることが知られる(PLoS one. 7, e30681, 2012)。そこで未成熟型糖鎖の意義を調べるために、
CNIH-2 の安定発現株を作製し、その細胞膜上での会合時間も同様に計測した。さらに前述の糖
鎖構造解析において、特徴的な糖鎖構造として知られるコアフコース型糖鎖も見つかった。そ
こで、コアフコース転移酵素である Fut8 を欠損させた HEK293 細胞でも同様に会合時間の計測
も目指した。 
(2) 神経細胞上での AMPAR 上の特定の糖鎖付加部位を欠損させて解析する方法は難しく、なぜ
なら内在的に多く AMPAR が発現しているため、欠損変異体の評価を正しくできない可能性が考
えられるからである。そこで N型糖鎖切断酵素である N-glycosidase F (PNGase F)処理を培地
中に添加することで、内在性 AMPAR 上の特定の糖鎖が切断されうるか試みた。そしてその際の
神経細胞の形態およびスパインの数も同時に計測することで、神経可塑性への影響について調
べた。 
 
４．研究成果 
(1) GluA1 の 6つの糖鎖付加部位変異体のなかでも、N401 位変異体ではホモ二量体の会合能が
著しく低下することが分かった(野生型:約 170 ミリ秒、N401 位変異体:約 100 ミリ秒)。GluA1
の細胞外領域である ligand binding domain (LBD)の上流に位置する N-terminal domain (NTD)
は、会合に重要なドメインであることが知られる(Trends Neurosci. 30, 407-416, 2007)。そ
こで NTD を欠損させた変異体を作製し、HEK293 細胞膜表面上でそのホモ二量体会合時間を計測



すると、約 100 ミリ秒で、予想通り野生型と比べて有意に会合時間が低下していた。ここで N401
位変異体は NTD 欠損変異体とほぼ同程度の会合時間であったことから、N401 位の糖鎖は NTD の
会合能を調節する糖鎖であることが示唆された。特に N401 位は NTD と LBD の間の linker 部分
に位置することから、その調節を構造的に支持する可能性は十分に考えられる。また、前述の
通り N401 位では一定の割合で糖鎖付加が見られなかった。従って本研究成果により、生理的条
件下における N401 位の糖鎖の有無が、GluA1 の会合を調節する上で重要であることが予想され
た。 
 CNIH-2 安定発現株上で GluA1、GluA2 のホモ二量体形成時間を調べると、野生型と同程度の
結果だった。すなわち当初の予想に反し、GluA1 上の未成熟型糖鎖は四量体形成能への影響は
特に無いことが示唆された。一方で、Fut8 欠損 HEK293 細胞膜上で解析すると、有意に二量体
形成時間が減弱した。コアフコース型糖鎖は N401,N406 位の N型糖鎖上に存在すること、両部
位は linker 部分に存在することから、この特徴的な糖鎖付加もまた NTD の会合能を調節する上
で重要な因子であることが示唆された。 
(2) はじめに HEK293 細胞に GluA2 野生型および各糖鎖付加部位欠損変異体(GluA2 の糖鎖付加
部位; N256,N370,N406,N413)を発現させ、PNGase F を培地中に添加した。すると、細胞膜表面
上の GluA2N406 位の N型糖鎖のみが切断されていた。これは立体構造上 N406 位の糖鎖にのみア
クセシブルであると考えられるが、逆に言えば、PNGase F 添加により N406 位の欠損変異体を
擬似的に創り出すことができると考えられる。そして海馬初代神経細胞に対して PNGase F の培
地添加を行ったところ、細胞膜表面上の GluA2 は分子量の低下を示した。すなわち特定の糖鎖
が切断されていると考えられ、それが N406 位の N型糖鎖である可能性が高い。この条件におい
て海馬初代神経細胞の形態的観察を行ったところ、樹状突起の分岐数などには影響が見られな
かったものの、スパイン数(PSD95 陽性クラスターの数)を計測すると、未添加と比べて減少傾
向にあった。従って、GluA2 上の特定の糖鎖がシナプス可塑性に影響を及ぼすことが示唆され
た。 
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