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研究成果の概要（和文）：小脳平行線維－プルキンエ細胞シナプスの研究から、デルタ2グルタミン酸受容体（GluD2）
がCbln1と結合して、シナプス形成・維持と可塑性に関与することが解明された。しかし、GluD1に機能については不明
である。本研究では、GluD1欠損マウスの海馬CA1ニューロンの透明分子層における嗅内皮質からの投射線維とのシナプ
スの電気生理学的解析から、GluD1は本シナプスにおけるNMDA受容体の反応の増大及びシナプス可塑性の閾値の決定に
関与しており、本回路が関与することが知られている遅延恐怖条件付にも異常が見られた。本研究はシナプス可塑性に
おけるGluD1の機能を初めて示したものとして特筆される。

研究成果の概要（英文）：Although it was demonstrated that the delta2 glutamate receptor (GluD2) played cru
cial roles in synapse formation/maintenance and synaptic plasticity through interactions with Cbln1, funct
ion of GluD1 remains still elusive. Using GluD1-null mice, we investigated electrophysiological characteri
stics of the hippocampal CA1 neuron synapses in stratum lacunosum-moleculare where the entorhinal cortical
 neurons directly project. We found that GluD1 was critically involved in tuning NMDA/AMPA ratio and the t
hreshold of synaptic plasticity. Furthermore, GluD1-null mice showed impairment in trace fear conditioning
 in which synaptic transmission in the stratum lacunosum-moleculare of the CA1 region is essential. It sho
uld be noted that this study, for the first time, revealed biological function of GluD1 in synaptic plasti
city.
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１．研究開始当初の背景 

申請者は、小脳顆粒細胞から分泌される

Cbln1 と小脳プルキンエ細胞に特異的に発

現している2 グルタミン酸受容体(GluD2)

の研究から、Cbln1 が GluD2 のリガンドで

あり、Cbln1－GluD2 系が、顆粒細胞の軸索

である平行線維－プルキンエ細胞間シナプ

スの形成・維持と可塑性の双方を担ってい

る重要なシステムであることを、明らかに

してきた。GluD2 には同属の1 受容体

(GluD1)が、また Cbln1 には Cbln2～4 が類

縁分子として存在し、それらは脳の様々な

部位に発現していることから、Cbln ファミ

リー－GluD 系が小脳のみではなく、脳全体

における普遍的なシステムであろうと想定

された。GluD1 は GluD2 同様、グルタミン

酸及びその類似アミノ酸でイオンチャネル

活性を示さず、その生理的機能は不明であ

ったが、Cbln1-GluD2 の機能的連関からの予

測通り、in vitro の系において GluD1 には

Cbln1 依存的なシナプス誘導能があること

が報告されたものの、GluD1 のシナプス可

塑性への寄与、その細胞内シグナルについ

ては明らかになっていない。また、疾患関

連遺伝子の探索研究から、GluD1 が統合失

調症及び自閉症と連鎖もしくは関連してい

ることが報告されている。そこで申請者は、

脳全般に広く発現しているCbln-GluD1系の

シナプス可塑性及び細胞内シグナルの解明

とその異常がもたらす行動への影響を解析

することは、回路形成や長期記憶の新たな

普遍的分子機構の解明だけでなく、上記機

能性精神疾患の新たな病因・病態の発見に

繋がると着想するに至った。 

２．研究の目的 

申請者らが GluD2 及び Cbln1 に関する研究

において培った経験と技術を駆使して、

GluD1 と Cbln ファミリー分子のシナプス

可塑性における機能及び駆動される細胞

内シグナル伝達の機構を、各種ノックアウ

ト・マウスを用いつつ、分子レベルから行

動レベルまで、統合的に解明する。また、

Cbln-GluD1 系の遺伝子レベルの変異を、患

者ゲノムを用いて探索する。変異を検索す

るに当たり、遺伝子のエクソン内の変異を

中心に解析を進める。有意と考えられる変

異が発見された場合は、上記の表現型回復

実験の手法により、そのヒト型変異の意義

を電気生理学的、形態学的、行動学的に解

析し、疾患との関連性を追及する。 

３．研究の方法 

（１）GluD1 欠損マウスを用いた電気生理学

的解析 

GluD1 欠損マウスの海馬急性スライスを作

製し、ホールセル・パッチクランプ法によ

り、海馬 CA1 ニューロンの透明分子層にお

けるシナプス伝達及びその可塑性を解析し

た。 

（２）行動学的解析 

生後 12 週の GuD1 欠損マウスを用いて以下

の行動学的解析を行った。 

・open field test 

・paired-pulse inhibition 

・強制水泳 

・tail suspension test 

・social interaction test 

・八方放射迷路 

・T 字迷路 

・恐怖条件付け 

（３）ゲノム解析 

GluD1 エクソンに対するプライマーを作製

し、統合失調症患者及び正常者のゲノムサ

ンプルを用いて、シークエンシングを行っ

た。 

４．研究成果 

（１）GluD1 欠損マウスを用いたシナプス可

塑性の解析 

GluD1 は海馬 CA1 において、透明分子層に

限局して発現し、同部位に投射する嗅内皮

質ニューロンには Cbln1 及び Cbln4 が発現

している。そこで、GluD1 欠損マウスを用

いて、本シナプスの電気生理学的解析とシ

ナプス可塑性の解析を行った。その結果、



AMPA受容体の反応に対するNMDA受容体

の反応の比が大きくなっており、LTP 及び

LTD は誘導されたが、可塑的変化の閾値を

詳細に検討したところ、LTP の閾値が低下

している（つまり、LTP が起きやすく、LTD

が起きにくい）ことが判明した。この結果

は、GluD1 がシナプス伝達及び可塑性に関

与することを初めて示した成果である。

GluD1 欠損との因果関係をさらに明確にす

るために、現在、ウイルスベクターを用い

て GluD1 マウスに GluD1 を発現させ、異常

表現型は回復させる実験を行っているとこ

ろである。 

（２）GluD1 欠損マウスを用いた行動解析 

GluD1 欠損マウスの行動異常を探索したと

ころ、paired-pulse inhibition（PPI）の異常や

強制水泳における無動時間の延長が見られ

た。前者は統合失調症において見られる感

覚運動フィルタリングに関係する障害を反

映すると考えられ、また後者は抑うつ傾向

を示すとされている。従って、GluD1 はこ

れらの機能性精神疾患の症状形成に関与す

ることが示唆される。さらに、上記の嗅内

皮質－透明分子層シナプスが関与すると報

告された遅延恐怖条件付にも障害が見られ

た。この結果は、本シナプスの電気生理学

的異常とも合致する所見であり、GluD1 の

行動レベルでの機能的意義を初めて明らか

にするものである。本所見についても、表

現型回復実験を行い GluD1 欠損との因果関

係を確認中である。open field test、social 

interaction test、方放射迷路、T 字迷路にお

いては、有意な差は見られなかった。 

（３）統合失調症患者サンプルを用いた

GluD1 遺伝子エクソン内の変異の探索 

統合失調症患者のゲノムにおける GluD1 エ

クソン内の変異を探索したところ、アミノ

酸変異を伴う SNP として、L313F、A832T、

を見出した。特に前者は今まで正常群の

SNP としても報告のない変異であり、GluD1

の Cbln1 の結合部位内の変異である。この

変異に注目して Cbln1 への結合能、変異

GluD1 の細胞表面発現、シナプス形成能を

培養細胞系で解析したところ、野生型

GluD1 との間に有意差は見いだせなかった。

引き続き、自閉症患者サンプルで GluD1 変

異の探索を進めるとともに、Cbln ファミリ

ータンパクの変異の探索も行っている。 

（４）GluD2 のシグナル伝達の解析 

GluD1 の細胞内シグナル伝達を明らかにす

る途上、同族分子である GluD2 のそれに関

する有力なデータが得られたため、未解明

であった GluD2 の情報伝達系の解析を進め

た。GluD2 欠損マウスの小脳プルキンエ細

胞では、野生型に比べて、2 型 AMPA 受容

体（GluA2）の Y876 のリン酸化が有意に増

えていた。また化学的 LTD 刺激を小脳急性

スライスに与えると、野生型では S880 のリ

ン酸化が亢進し、Y876 のそれは低下したが、

GluD2 欠損マウスにおいては、双方ともに

有意な変化が見られなかった。LTD の分子

的実体である GluA2 のエンドサイトーシス

には S880 のリン酸化が必須であることが

知られていたが、Y876 の役割に関しては未

解明である。しかし、上記の所見は、LTD

に Y876 の脱リン酸化が必要であることを

示唆している。GluD2 の細胞内領域にはチ

ロシン脱リン酸化酵素であるPTPMEGが結

合していることが知られているが、申請者

は GluA2 の Y876 がこの基質となっている

ことを明らかにし、さらに in vitro の系にお

いて Y876 のリン酸化は S880 のリン酸化を

阻害すること、さらに LTD が障害されてい

ることが知られているPTPMEG欠損マウス

においても、Y876 のリン酸化の所見が

GluD2 欠損マウスと一致することが分かっ

た。そして Y876 がリン酸化されない変異

GluA2Y876F を GluD2 欠損マウスに導入す

ると、LTD が回復することを示し、Y876 の

脱リン酸化が LTD を回復させるのに十分で

あることを明らかにした。これらの結果は、

今まで未解明であった GluD2 の細胞内シグ

ナリングを初めて明らかにしたものであり、

論文として報告した。 
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