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研究成果の概要（和文）：AMPA型グルタミン酸受容体（AMPA受容体）の細胞内輸送に異常の

起きるAP-4を欠損したマウスでは、不安様行動、および運動学習に異常が見られた。また小脳

におけるシナプス可塑性に異常があることが明らかとなった。また、AMPA 受容体が TARP とよ

ばれるタンパク質を介して、他のアダプタータンパク質複合体である、AP-2およびAP-3Aにも

結合することを明らかにした。興味深いことにこれらのアダプタータンパク質複合体と TARP

との結合はTARPのリン酸化によって制御されていることも明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： We indicated that the AP-4 deficient mice, which induces AMPA 
receptor mislocalization, showed abnormalities on the motor learning and anxiety behavior.  
Our electrophysiological analysis also indicated that the cerebellar LTP was impaired. 

We also indicated that the AMPA receptors bind to AP-2 and AP-3A via TARP.  These 
interactions are regulated by the phosphorylation of TARPs. 
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１．研究開始当初の背景 
神経細胞は、樹状突起と軸索という、機
能的・構造的に大きく異なった領域をもっ
た極性細胞である。神経細胞の極性とその
維持は、神経細胞の情報伝達・記憶維持の
発現に必須である。神経細胞の極性そのも

のが決定される機構については近年、解明
が進んできた。しかし形成された極性にし
たがって、生涯にわたって細胞内部位特異
的にタンパク質が輸送される機構につい
ては不明な点が多い。神経細胞間の興奮性
のシグナル伝達の大部分は AMPA 型グルタ
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ミン酸受容体（AMPA受容体）が担っている。
AMPA 受容体は神経細胞の樹上突起に存在
しており、軸索にはほとんど存在しない。
樹上突起表面に局在する AMPA 受容体数は
エンドサイトーシス・エキソサイトーシス
によって調節されており、この数の調節が
シナプス可塑性の基盤となっていること
が知られている。しかし AMPA 受容体の細
胞内輸送機構は明らかにされていない点
も多く存在している。 
申請者はこれまでの研究により、AMPA受
容体は Stargazin を含む TARP ファミリー
タンパク質を介して小胞輸送を制御する
アダプタータンパク質複合体の１つ AP-4
に結合することを明らかにしていた。また、
この結合が AMPA 受容体を樹上突起特異的
に輸送するために必須の役割を果たして
いることも明らかにしていた。 
 

２．研究の目的 
本申請研究では上述の結果をさらに発
展させ、アダプタータンパク質複合体がど
のようなメカニズムで、AMPA受容体、ある
いは他のタンパク質の神経細胞内での輸
送を制御するのか、を明らかにしていくこ
とが本研究の目的であった。具体的には以
下の点を目的に研究を行った。 
１）これまで樹状突起特異的に分布する
ことが知られているタンパク質が AP-4 の
ノックアウトマウスの神経細胞ではどの
ように分布しているのかを明らかにする。
また、輸送するターゲットタンパク質を認
識することが知られている AP-4 のμサブ
ユニットに結合するタンパク質（群）を同
定し、どのようなタンパク質が樹状突起に
輸送されるのかを明らかにする。 
２）AP-1ではβサブユニットがモーター
タンパク質である、キネシンファミリーの
タンパク質に結合することが報告されて
いる。そこで AP-4 のβサブユニットある
いは他のサブユニットに結合するタンパ
ク質を同定し、AP-4がどのようなメカニズ
ムで樹状突起特異的輸送を制御するのか
を解明する。 
３）AP-4のノックアウトマウスの海馬や
小脳の神経細胞の電気生理学的性質を解
析しさらに、個体レベルの行動や学習にど
のような異常があるのかを明らかにする。
このことにより樹状突起特異的輸送に生
理学的意義を明らかにする。 
４）アダプタータンパク質複合体には、
大きく分けて AP-1,2,3,4 の４種類あり、
AP-4 以外のアダプタータンパク質が AMPA
受容体の細胞内輸送を制御しているか否
かを明らかにする。 

 
３．研究の方法 

AP-4はどのようなタンパク質（群）を樹
状突起特異的に輸送するかを解析するた
め、これまでに樹状突起特異的に輸送され
ることが報告されているタンパク質が
AP-4 のノックアウトマウスの神経細胞で
はどのように分布するのかを免疫組織化
学的手法を用いて明らかにする。さらに輸
送するターゲットタンパク質を認識する
ことが知られているμサブユニットに結
合するタンパク質（群）をYeast Two-Hybrid
法あるいは免疫沈降と質量分析を組み合
わせた方法により同定する。 
AP-4 がどのようなメカニズムで樹状突

起特異的輸送を制御するかを明らかにす
るため、AP-4の他のサブユニットに結合す
るタンパク質も上述の方法を用いて同定
する。実際 AP-1 ではβサブユニットにモ
ータータンパク質であるキネシンファミ
リーのタンパク質が結合することが報告
されている。 
AP-4 のノックアウトマウスの海馬や小

脳の神経細胞の電気生理学的性質を解析
しさらに、個体レベルの行動や学習にどの
ような異常があるのかを明らかにする。 
AP-4 以外のアダプタータンパク質が

AMPA 受容体の細胞内輸送を制御するかに
ついての研究については、AMPA 受容体が
AP-1,2,3に結合するか否かを、免疫沈降法
を用いて解析する。また、様々なアダプタ
ータンパク質をsiRNAを用いて、ノックダ
ウンした神経細胞において、AMPA受容体の
細胞内輸送がどのような影響を受けるか
を免疫組織化学的手法や電気生理学的手
法を用いて解析する。 
 
４．研究成果 
本研究では以下のような成果が得られ

た。AP-4を欠損したマウスでは、不安様行
動、および運動学習に異常が見られた。ま
た小脳におけるシナプス可塑性の１つで
ある、PKA依存的な LTP が引き起こされな
いことが明らかとなった。これらのことか
ら、AP-4に依存したタンパク質の樹上突起
特異的輸送は、シナプス可塑性、および個
体レベルの行動に重要な役割を持ってい
ることが示唆された。 
また、予備的な結果であるが、AP-4のβ

サブユニットが mLin-7 に結合することを
示唆する結果も得ている。mLin-7は間接的
にキネシンスーパーファミリーのタンパ
ク質と結合して NMDA 受容体を樹上突起特
異的に輸送することが示唆されている。こ
のことからAP-4はAMPA受容体をキネシン
ファミリーのモータータンパク質に結合
させ樹上突起特異的輸送を制御している
可能性が考えられる。さらに、AP-4欠損マ
ウスの小脳においては本来樹上突起のみ



 

 

に存在しているはずのLDL受容体が軸索に
も存在していることを明らかにしている。
このことから、AP-4 は AMPA 受容体以外の
タンパク質についても、樹上突起への極性
輸送を行っていることが示されている。一
方、同じく樹上突起特異的に存在するNMDA
受容体や、mGluR1 は AP-4 のノックアウト
マウスにおいても、軸索への輸送は見られ
なかった。これらのタンパク質の極性輸送
は AP-4 に依存していないものであると考
えられる。これらの点に関しては現在も、
研究を続行中である。 
さらに、TARP が AP-4 だけでなく、他の
アダプタータンパク質複合体である、AP-2
およびAP-3Aにも結合することを明らかに
した。さらに興味深いことにこれらのアダ
プタータンパク質複合体と TARP との結合
は TARP のリン酸化によって制御されてい
ることも明らかにした。つまり、TARPの九
つあるセリン残基がすべて脱リン酸化状
態であると、AP-2、AP-3A の両方に結合す
ること、セリン残基すべてがリン酸化状態
であると、AP-2にもAP-3Aにも結合できな
いことが明らかとなった。我々はこのセリ
ン残基に様々な変異を導入することで、
AP-2にのみ結合する変異TARP、AP-3Aにの
み結合する変異 TARP を作成することに成
功した。これらの変異 TARP を発現させた
神経細胞では AMPA 受容体の細胞内輸送に
異常が見られた。AP-2に結合できない変異
TARP を発現させた神経細胞では、NMDA 刺
激を与えた場合、AMPA受容体のエンドサイ
トーシスは見られなかった。AP-3に結合で
きない変異 TARP を発現させた神経細胞で
は、AMPA 受容体は NMDA 刺激によりエンド
サイトーシスされるが、リソソームに輸送
されることなく、速やかに細胞表面にリサ
イクルされた。これに対して、野生型の
TARP を発現させた神経細胞では、AMPA 受
容体はエンドサイトーシスされた後、リソ
ソームに輸送されて、細胞表面の AMPA 受
容体が NMDA 刺激により、長時間にわたっ
て減少した。また siRNA を用いて AP-2 を
ノックダウンした神経細胞では AP-2 に結
合できない変異 TARP を発現させた神経細
胞と同様に、NMDA 依存的なAMPA 受容体の
エンドサイトーシスが見られないことが
明らかとなった。また、AP-3A をノックダ
ウンした神経細胞ではAP-3Aに結合できな
い変異 TARP を発現させた神経細胞と同様
に、AMPA受容体はリソソームに輸送される
ことなく、速やかに細胞表面にリサイクル
されることが示された。これらの結果から
TARP とアダプタータンパク質との間のリ
ン酸化による結合制御が AMPA 受容体の細
胞内輸送を巧妙に制御していることが示
唆された。今後、このアダプタータンパク

質に依存した、AMPA受容体の細胞内輸送が、
神経細胞の機能、特にシナプス可塑性に果
たす役割について、電気生理学的手法、行
動学的手法を用いて解析していく予定で
ある。 
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