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研究成果の概要： 

NMDA受容体は、イオンチャネルであると共に、細胞内シグナル分子でもある。私は NMDA
受容体構成成分であるNR2A, 2Bのチロシンリン酸化がNMDA受容体の機能や作用の制御に関
わると提唱してきた。本研究では、NMDA受容体のチロシンリン酸化部位を改変した遺伝子操
作マウスを用い、NR2Aや NR2Bのチロシンリン酸化が、それぞれ線条体でのドーパミンニュ
ーロンの活性化や扁桃での LTP誘導を制御し、マウスの抗鬱反応や恐怖学習に関与することを
示した。 
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１．研究開始当初の背景 
グルタミン酸は哺乳類の中枢神経系におけ

る主要な興奮性神経伝達因子である。その受

容体の一つ、NMDA型グルタミン酸受容体(以

下NMDA受容体)は、学習・記憶といった脳高

次機能に必須な役割を果たしている。刺激に

応じて細胞内に Ca2+イオンを流入させ様々な

細胞内シグナル伝達経路を活性化するとい

う NMDA受容体の機能の特性上、外界の状況

に応じた NMDA受容体の速やかな機能調節機

構が求められる。申請者はその一つに NMDA

受容体自身のチロシンリン酸化・脱リン酸化

反応を提唱してきた。 

 
２．研究の目的 
申請者はこれまでにSrc型チロシンキナーゼ
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のメンバーであるFynやLynが、NMDA受容体

2A、2Bサブユニット（NR2A、NR2B）のリン酸

化を触媒することを世界に先駆けて示して

きたが、そのリン酸化の分子生物学的意義に

ついては未解明であった。本研究では、実際

の脳内における NR2A、NR2Bのチロシンリン

酸化の生物学的意義を、リン酸化部位改変マ

ウスを解析することで明らかにし、記憶・学

習等の脳高次機能や脳の病態の理解を深め

る。 

 
３． 研究の方法 
(1) NR2A, NR2Bサブユニットチロシンリン酸

化部位の解析とリン酸化部位変異マウスの

作成 

①これらサブユニットの主要チロシンリン

酸化部位（NR2Aでは1325番目、NR2Bでは1472

番目のアミノ酸）のTyrをPheに変異させた

NMDA受容体を発現するノックインマウス用

い、認知行動学的解析を行う。 

②yeast tri-hybrid systemを用いてリン酸

化依存的に会合する分子を同定する。 

③主要リン酸化部位のリン酸化が NMDA受容

体チャネルの特性に与える影響を、in virto

培養細胞系並びにin vivo脳スライスを用い

て解析する。 

④主要リン酸化部位を特異的に認識するリ

ン酸化抗体を作成し、これらを用いて免疫生

化学的、免疫細胞生物学的研究を行い、それ

ら主要リン酸化部位のリン酸化の脳部位特

異性を検討する。また海馬、扁桃体における

生理的な電気刺激や個体に学習させた時の

主要リン酸化部位のリン酸化レベルの挙動

を調べる。 

 

(2) NMDA受容体会合分子 p100NYAP及び

PTPMEGの機能解析と両分子の欠損マウスの

解析 

①p100NYAPが脳特異的に発現し、NMDA受容

体と機能的に会合することを見いだしてい

る。まず、p100NYAPの NMDA受容体複合体に

おける機能を生化学的に明らかにする。これ

と並行して p100NYAP遺伝子欠損マウスを作

製し認知行動学的解析を進める。 

②NMDA受容体脱チロシンリン酸化の分子基

盤はほとんど明らかになっていない。本課題

では、ポストシナプスに局在する脱リン酸化

酵素PTPMEGのNMDA受容体機能発現における

役割解明を目指す。既に p100NYAP、及び

PTPMEGに関しては遺伝子欠損マウスの作成

を完了しており、NMDA受容体との会合の意義

のや生理機能の解明を目的とした表現型の

解析を行う。 

 

４．研究成果 

NMDA受容体は、刺激に応じて様々な細胞内

シグナル伝達経路を活性化する。申請者は

NMDA受容体調節機構の一つにチロシンリン

酸化による制御を提唱している。本研究では、

Src型キナーゼによる NR2A、及び NR2Bのリ

ン酸化の意義を追求し、以下の結果を得た。

【NR2A】①HEK293細胞を使った再構成系を用

いて、NR2Aサブユニットの Tyr-1325のリン

酸化が src型キナーゼによる NMDA受容体チ

ャネル活性の増強に必須であることを示し

た。その他の残基（Tyr-1246、Tyr-1267）の

リン酸化はチャネル活性の制御には関与し

ていないことも見出した。②Tyr-1325のリン

酸化を特異的に認識するリン酸化抗体を作

製し、それを用いて、Tyr-1325は海馬、線条

体で強くリン酸化されていることを見出し

た。これらから、NR2A-Tyr-1325のリン酸化

は NMDA受容体の活性を制御し、その結果マ

ウス個体の行動を制御していることが示唆

された。そこで、③NR2Aの主要なリン酸化残

基である Tyr-1325をフェニルアラニンに置

換した Y1325F改変マウスを作成し、tail 

suspension, forced swimming, open field, 

light/dark transition, elevated plus maze, 

rotor-rod, prepulse inhibition, tail 

flick, hot plate, Morris water mazeなど

一連の試験を課した。このうちマウスの恐怖

学習能力を問う試験では Y1325F改変マウス

で抗欝様行動が観察された。海馬依存的記憶

形成能を判定する試験においては、Y1325F改

変マウスは野生型マウスに比べトレーニン

グ回数が少ない状況で学習が成立しており、

空間学習能力が向上している可能性が考え

られた。その他、活動量、運動能力、感覚、

統合能力を問う試験では、Y1325F改変マウス

と野生型マウスと有意な差はなかった。一方

で、④Y1325F改変マウス脳線条体では、NR2B



 

 

のTyr1472のリン酸化が亢進していることを

見出し、Y1325F改変マウスでは NMDA受容体

の特定の機能が活性化されている可能性が

示唆された。また、⑤Y1325F改変マウス線条

体で、ドーパミン機能を調節する DARPP-32

の Thr-34のリン酸化が亢進していることを

見出し、それが抗鬱様行動に密接に関わると

推定した。 

【NR2B】NR2B-Y1472F改変マウスは扁桃体依

存的恐怖学習に異常がみられることをすで

に示している。そこでY1472リン酸化依存的

に NR2Bに会合する蛋白質を同定することを

目 的 と し て 以 下 を 進 め た 。 ①yeast 

tri-hybrid法によりNR2B会合分子を探索し、

PDZ蛋白質や、細胞接着分子、膜蛋白質、キ

ナーゼ、及び新規を同定した。また、②野生

型マウスとY1472F改変マウスからNMDA受容

体複合体を精製し、複合体中の成分を

2D-DIGEにより比較して、D-actinin2など数
種の蛋白質が野生型マウスと Y1472F改変マ

ウスで会合程度に差異があることを見出し

た。NR2B-Y1472F 改変マウスで見られる
NMDA 受容体の局在異常の分子基盤確立に
は、さらなる解析が必要である。 

 

一方、p100NYAPとPTPMEGに関しては以下の

結果を得た。【p100NYAP】p100NYAP分子が脳

特異的に発現し、Fynチロシンキナーゼでリ

ン酸化されることを示した。またこの分子が

脳でPI3Kに会合する主要な蛋白質であるこ

とを示した。また、遺伝子改変マウスの認知

行動学的解析からp100NYAPが子育てなどの

高次機能に関わる可能性を指摘した。

【PTPMEG】チロシンフォスファターゼ
PTPMEGをコードする遺伝子の欠損マウス
は、小脳依存性の運動学習において成績の低

下がみられ、瞬目反射条件づけにおいても学

習スピードの低下がみられた。PTPMEG欠損
マウスでは運動失調が見られないことから、

運動協調ではなく、運動学習に特異的に関与

することが示唆された。また PTPMEG欠損マ
ウスでは平行線維-プルキンエ細胞間のシナ
プスにおける長期抑圧が減弱していた。本研

究によって PTPMEGは小脳のシナプス可塑
性及び学習運動に関わることが明らかとな

った。PTPMEG による NMDA受容体機能制

御に関するより詳細な研究は今後の課題と

して残った。 
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