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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、グルタミン酸受容体の発現と安定性、さらにシナ

プスへの移行と除去が細胞の種類や脳部位により異なった様式で調節され、このことが単純

な入力を多様な出力に変換し、複雑な神経機能発現の基礎課程となるという作業仮説を証

明することである。この解析ために、4 種類の AMPA 型グルタミン酸受容体、4 種類の NMDA

型受容体はじめとして複数の floxed 型標的マウスを樹立した。また、GAD67-Cre マウスなど

幾 つかの Cre ドライバーマウスを樹 立 した。これらのマウスを交 配 させ解 析 した結 果 、海 馬

CA3 では、GluN2B がシナプスでの NMDA 型受容体の機能発現に必須であることを明らか

にした。また、小脳 TARPγ-2 とγ-7 が AMPA 型受容体の発現に必須であることを見出した。

さらに発達期のシナプスにおいて、GluN2A と GluN2B が異なった様式で AMPA 型受容体を抑制す

ることを単一神経細胞でのノックアウトを用いて示した。 
 
研究成果の概要（英文）：The objective of this study is to verify a working hypothesis that the 
expression and stability of glutamate receptors, including (further) transition to synapses 
and removal, are responsible for (are involved in) different modes of neuronal regulation 
depending on each kind of brain cells and regions, which transforms simple inputs into 
various types of outputs, thus underlying complex neuronal expressions.  For this 
purpose, we established floxed mice of 4 AMPA-type- and 4 NMDA-type-glutamate 
receptors, as well as several kinds of synaptic functional molecules floxed mice.  We also 
generated Cre-driver mice such as GAD67-Cre mouse.  By inter-crossing these mice, we 
have clarified that a GluN2B subunit is crucial for synaptic functional expression of 
NMDA-type receptors in a CA3 area of hippocampus, and that TARPγ-2 andγ-7 are 
essential for the expression of AMPA type receptors in cerebellum.  We have also shown 
that at developing synapses GluN2A and GluN2B suppress AMPA receptors in their own 
mode, by using a single-cell NMDA receptor subunit deleted mouse.       
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１．研究開始当初の背景 

申請者等は、脳機能の分子的基盤を理解す

る端緒として主要な興奮性シナプス伝達を担う

グルタミン酸受容体チャネルに着目し、その分

子動態と脳機能の関連を広範に解析してきた。

NMDA 型受容体サブユニット GluRε1/NR2A 及

び GluRε2/NR2B のノックアウトマウスの解析は、

これら受容体が脳機能に果たす役割の一端を

明らかにしたが、一方通常のノックアウト法その

ものの限界をも示した（Sakimura et al. Nature 

1995, Kutsuwada et al. Neuron 1996）。そこで申

請者は、脳機能の分子レベルでの解明には、発

生段階での致死や発達異常が避けられる、脳の

部位と時期選択的に遺伝子改変ができるコンデ

ィショナルノックアウト法が必須であると考え、

Cre/loxP 組換え系を用いた変異マウスの開発を

進めてきた(Kitayama et al. BBRC 2000, 

Takeuchi et al. J Neuroci 2005)。また、脳機能解

析で問題とされる遺伝子背景の問題を解決する

ために、脳機能解析に適した近交系マウス

C57BL/6 系統より独自に ES 細胞株 RENKA を

樹立し、129 系統由来 ES 細胞株と変わらない効

率で遺伝子改変マウスを作製できる方法を実用

化することに成功した（Mishina & Sakimura, 

Neurosci Res 2007）。 

 また申請者等は、当初AMPA型受容体の膜表

面への発現とシナプスへの移送に関与すると報

告された stargazin が（Bredt & Nicoll, Neuron 

2003）、APMA 型受容体と直接会合しそのチャ

ネル活性を上昇させる補助的なサブユニットで

あることを最初に見出した（Yamazaki et al. 

Neurosci Res. 2004）。stargazin ファミリータンパ

クは TARPs (transmembrane AMPA receptor 

regulatory proteins)と命名され、AMPA 型受容

体の補助的サブユニットと定義されるようになっ

た。 

 申請者等は、これらの成果を基に TARP ファミ

リーを含め AMPA 型及び NMDA 型グルタミン酸

受容体を構成する全てのサブユニットをコンディ

ショナルに欠損できる floxed マウスを樹立し、解

析を始めた。その結果グルタミン酸受容体チャ

ネルの安定性と発現メカニズム、さらに活性調節

機序の様式は細胞種（脳部位）により異なってい

る、という作業仮説を持つに至った。 

 

２．研究の目的 

本 研 究の目的 は、グルタミン酸 受容体 の発

現 と安 定 性 、さらにシナプスへの移 行 と除

去 が細 胞 の種 類 や脳 部 位 により異 なった

様 式 で調 節 され、このことが単 純 な入 力 を

多 様 な出 力 に変 換 し、複 雑 な神 経 機 能 発

現 の基 礎 課 程 となるという作 業 仮 説 を証 明

することである。 

 

３．研究の方法 

本研究では、我々が開発した C57BL/6 系統由

来 ES 細胞株 RENKA を用いて各種の遺伝子改

変マウスを作製して解析をおこなった。まず、

グルタミン酸受容体の各種サブユニット及

びシナプス伝達調節に関わる分子群を標的

とする floxed 型マウスを樹立し、発生初期

に全身で Creを発現するマウスと交配させて

全身で遺伝子欠損を起こした null ノックア

ウトマウスを作出した。また、特定の脳部位

あるいは神経細胞で Creを発現するドライバ

ーマウスと floxed 型マウスを交配させ、部

位選択的なノックアウトを作出した。これら

の変異マウスを形態学、電気生理学、生化学

等の手法を駆使して解析をおこなった。 

 

４．研究成果 

 本 研 究 では、まずグルタミン酸 受 容 体 の

各サブユニットの floxed 型標的マウスを作

成した。4 種類の AMPA 型受容体サブユ

ニット GluA1-4)、4 種類の NMDA 型受容

体 サブユニット（GluN1,GluN2A,B,D）、2

種 類 の カ イ ニ ン 酸 型 サ ブ ユ ニ ッ ト

(GluK2,5)、6 種類の TARP 分子群(g2-7)

の他、シナプス伝達に関わる P/Q タイプカ

ルシウムチャネル分子等の floxed 型マウ

スも樹立した。また、ドライバーマウスとして、

海馬 CA1 錐体細胞の CP14、CA3 錐体



細 胞 の GRg1CreN、抑 制 性 神 経 細 胞 の

GAD67Cre など、それぞれの細胞に選択

性高く組換えを惹起できるマウスを樹立し

た。さらに、ドーパミン受 容 体 D1R 及 び

D2R 遺 伝 子 のプロモーターで駆 動 する

Cre マウスもそれぞれ樹 立 した。これらの

マウスを交 配 させて各 種 のコンディショナ

ルノックアウトマウスを作 出 して解 析 をおこ

ない次のような成果を得た。 

 NMDA 型受容体 GluN2B サブユニットを海馬

CA3 興奮性細胞で選択的にノックアウトするマ

ウスを作出して解析をおこなった。その結果、

GluN2B 海馬 CA3 欠損マウスでは、GluN2A と

GluN1 がシナプスに存在するにもかかわらず

CA3 に入力する NMDA 受容体応答が消失し

ていた。しかし、シナプス外では活性を持つ受

容体が存在することが明らかになった。このこ

とはGluN2BがNMDA型受容体の活性化に必

須であり、かつシナプスにおける NMDA 受容

体自身の安定化とシナプス後肥厚(PSD)の分

子複合体の維持に関与していることが示唆さ

れた。さらに NMDA 受容体のシグナルがアク

チンを介して PSD 蛋白質の複合体の集積と安

定性に関与する知見を得た。一方、小脳顆粒

細胞シナプスでは GluN2B が存在しなくともシ

ナプスでNMDA型受容体の活性は認められる

ことから、NMDA 型の受容体のシナプスへの

移行と活性調節は細胞により異なっていること

が示唆された。さらに、発達期シナプスにおい

て単一神経細胞で GluN2A と GluN2B を欠損

させると、AMPA 型受容体が異なった様式で

活性調節されることが明らかになった。 

 グルタミン酸受容体の活性調節の機序を知

るために、この受容体を構成する各サブユニッ

トの定量をおこなった。最初にそれぞれの特

異抗体の力価を決定した。この値を用いて、

定量的ウエスタンブロット法により各サブユニッ

トの量を測定た。海馬では GluA1 と GluA2 が

豊富に発現しているのに対して、大脳皮質で

は GluA1 に代わり GluA3 が高い発現をしてい

た。一方、小脳では GluA1-4 おのおのの量が

ほぼ同じであった。また、カイニン酸型受容体

量は AMPA 型受容体よりも相当に低いことが

明らかになった。一方、NMDA 型受容体は部

位にもよるが、AMPA 型受容体よりやや少ない

程度であった。一方、小脳プルキンエ細胞に

特異的だと考えられてきた GluD2 サブユニット

が、カイニン酸受容体と同程度に海馬や大脳

皮質にも存在することが明らかになった。 

 小脳プルキンエ細胞選択的に GluA1 サブユ

ニットを欠損したマウスでは、GluD2 の量が減

少し、GluA2 を欠損したマウスでは GluD2 の量

が増加することが明らかになった。このことは、

GluD2がAMPA型受容体の活性を何らかの形

で調節していることを示唆しており、更なる解

析を進める。 

 TARPγ-8 欠損マウスが示す AD/HD 様多

動の原因として、線条体でのドーパミン量が上

昇していることが明らかになった。また、その責

任領域は、大脳皮質である可能性が高いこと

が、コンディショナルノックアウトの解析から明

らかになった。 

 ヒト神経脊髄炎の中に NMDA 型受容体サブ

ユニットに対する自己抗体が原因であるものが

存在することを新たなスクリーニング法により見

出した。 
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