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研究成果の概要（和文）：本研究では、光反応性AMPA型グルタミン酸受容体ブロッカーであるANQXの光分解を脳スライ
ス標本に適用することで、海馬シナプスでの内在性グルタミン酸受容体の生理的な分子動態を解析することを目的とし
た。静止状態ではAMPA受容体のシナプス移行はほとんど生じず、高頻度刺激により長期増強を誘発した際にシナプス移
行が加速されることが明らかとなった。PSD95ノックアウトマウスから作成したスライス標本のシナプスでは、静止状
態においてもシナプス移行の亢進がみられた。PSD95はAMPA受容体のシナプス局在化に関与し、シナプス内外の受容体
輸送を制限する受容体スロットとしての機能を有すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the dynamics of endogenous AMPA-type glutamate 
receptors at the intact synapses in acute hippocampal slices using photochemical inactivation by using 
photoreactive AMPA receptor antagonist ANQX. Postsynaptic AMPA receptors are less mobile at the resting 
condition, and the synaptic delivery from intracellular reserve pools were accererated during induction 
of long-term potentiation. We also adopted photochemical inactivation in hippocampal slices obtained from 
knock out mice of PSD95, one of the major proteins of postsynaptic density. In PSD95 kockout mice, 
synaptic delivery were accererated during the resting condition than wild type mice. These results 
suggested that PSD95 serves as a receptor slot to limit the mobility of AMPA receptors during the resting 
condition, and may upregulated after the induction of long-term potentiation to increase the synaptic 
efficacy.

研究分野：神経生理学
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１．研究開始当初の背景 
近年の研究において、脳の興奮性シナプス
伝達を担う AMPA 型グルタミン酸受容体のシ
ナプス局在は極めて動的に制御されている
ことが示されてきた。なかでも、記憶や学習
の細胞モデルとされる海馬シナプス伝達の
長期増強現象では、細胞内プールからシナプ
ス後膜への（１）膜移行 exocytosis や、シ
ナプス外からの（２）側方拡散 lateral 
diffusion の 2 つのメカニズムを介してシナ
プス後膜のグルタミン酸受容体の数が増加
するという、シナプス可塑性のグルタミン受
容体トラフィック仮説が提唱され、多くの実
験結果がこれを支持してきた。これに対し、
シナプス後部にはシナプス後肥厚PSDと呼ば
れる巨大分子複合体が存在するため、シナプ
ス直下には exocytosis（開口放出）の機構が
存在せず、グルタミン酸受容体は細胞内プー
ルから開口放出を介してシナプス「外」の細
胞膜表面に移行した後、側方拡散によりシナ
プスに移行する可能性が提唱されている。ま
た、グルタミン酸受容体のシナプス局在化に
は、膜移行と側方拡散に加えて、シナプス後
部にグルタミン酸受容体を捕捉する（３）拡
散捕捉 diffusional trapping と呼ばれる過
程が存在し、細胞内予備プールのグルタミン
酸受容体がシナプスに移行するには上記の
（１）-（３）の 3 つのステップが関わるこ
とが示唆されている。このグルタミン酸受容
体トラフィックの 3ステップモデルは、従前
の2ステップモデルでは説明できない多くの
実験結果を整合的に説明できることから、グ
ルタミン酸受容体のシナプス輸送に関する
統一的モデルとなると考えられている。しか
しながら、（１）-（３）のそれぞれがどのタ
イミングで活性化するか、あるいはどのステ
ップがグルタミン酸受容体のシナプス移行
における律速的過程として機能するか、など、
3 ステップモデルの定量的な分子動態や生理
的役割については不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
本研究では、光反応性（caged）グルタミ
ン酸受容体ブロッカーである ANQX の光分解
を脳スライス標本に適用することで、シナプ
ス後部のグルタミン酸受容体を光照射で不
活化した後のシナプス応答の回復の時間経
過を測定し、海馬シナプスでの「内在性」グ
ルタミン酸受容体の生理的な分子動態を明
らかにする。光照射に関して、全般照射と単
一シナプスレベルの局所照射によりグルタ
ミン酸受容体の膜移行とシナプス移行の動
態を区別して測定する。また、長期増強
（long-term potentiation: LTP）などのシ
ナプス可塑性を誘発した際にグルタミン酸
受容体輸送の加速がどのタイミングでみら
れるか調べることで、シナプス可塑性のグル
タミン酸受容体トラフィックの速度論的な
検討を試みる。さらに、これらの解析をシナ
プス後肥厚の主要構成タンパクである PSD95

のノックアウトマウスから作成したスライ
スに適用することで、シナプス後肥厚がグル
タミン酸受容体のシナプス局在化を規定す
る「受容体スロット」として機能する可能性
について検証することを目的とする。 
ANQX の光分解法では、光照射の部位とタイ
ミングを制御することで、時間的・空間的に
コントロールして細胞膜上に発現するグル
タミン酸受容体の不可逆的な機能阻害を行
うことが可能で、その後の回復過程をみるこ
とで内在性グルタミン酸受容体の動態を解
析できる。ANQX の化学反応論的な特性から、
光阻害するためにはシナプス部に ANQX を急
速投与する必要があり、急速灌流が可能な培
養ニューロンには適用可能であるが、スライ
ス標本には適用できないと報告された
（Adesnik et al., Neuron 48:977-985,2005）。
これに対し申請者は、ANQX の投与法を工夫す
ることで再現性良く海馬スライス標本の興
奮性シナプス伝達を不活化することに成功
した。長期増強などのシナプス可塑性の誘発
は培養系では困難だが、スライス標本では再
現性良く誘発できることから、本研究により
初めて「内在性」グルタミン酸受容体の生理
的な分子動態と可塑性への関与の様式が明
らかになることが期待される。また、長期増
強の誘発後、様々な時間間隔で光不活化を与
えることで、長期増強のどのタイミングでグ
ルタミン酸受容体輸送が加速されるかを明
らかにする。これまでの電気生理学的研究か
ら、長期増強の誘発直後の初期相と、誘発後
2～3 時間を経た後期相ではそのメカニズム
が変化する可能性も提唱されており、本研究
ではこの点についても直接的に検証する。 
海馬スライス標本を用いた ANQX の光分解
法では、細胞外記録による長時間の安定な記
録が可能であることから、グルタミン酸受容
体の動態とシナプス局在を制御する分子群
のノックアウトマウスの解析に応用するこ
とが容易である。グルタミン酸受容体のシナ
プス局在を制御する分子として、PSD95 をは
じめとする足場タンパク群やTARPsと呼ばれ
る受容体関連分子群など、多くの分子が関与
する可能性が指摘されている。本研究では、
特にシナプス後肥厚が拡散補足 diffusional 
trapping の構造的基盤、すなわちグルタミン
酸受容体の「受容体スロット」として作用す
る可能性に着目し、この「受容体スロット数」
の動的な調節が長期増強の発現機構である
との作業仮説に基づき、PSD95 ノックアウト
マウスから作成した海馬スライスに ANQX の
光分解法を適用することでこれを検証する。 
 
３．研究の方法 
（１）海馬スライスの CA1 野シナプスにおい
て光反応性グルタミン酸受容体ブロッカー
ANQX の光分解を行う。全般的な紫外線（UV）
照射によって細胞膜表面のグルタミン酸受
容体を架橋形成により不可逆的に阻害した
後にシナプス応答が回復する時間経過を観



察し、グルタミン酸受容体の細胞内プールか
らのシナプス移行の速度論的解析を行う。ま
た、側方拡散と拡散補捉によるシナプス「外」
受容体からのシナプス移行について実時間
解析するために、単一シナプスレベルの局所
的な UV 照射によりシナプス後膜でのグルタ
ミン酸受容体のみを光不活化する。また、長
期増強誘発後さまざまなタイミングで光不
活化を行い、これらの過程が長期増強（LTP）
のどのタイミングで加速されるかを解析す
る。 
 本研究では、海馬スライスに光反応性グル
タミン酸受容体ブロッカーである ANQX の光
分解法を適用する。ANQX 投与と光照射を組み
合わせて、細胞膜上の AMPA 型グルタミン酸
受容体を不可逆的に阻害し、その後のシナプ
ス応答の回復の程度と時間経過を計測する
ことで、グルタミン酸受容体のシナプス移行
の分子動態を明らかにする。細胞外から ANQX
を投与し紫外線（UV）照射を行うと、ANQX は
グルタミン酸受容体のリガンド結合部位に
不可逆的に結合し分子間架橋を形成するこ
とで、受容体応答を持続的にブロックする。
マウス海馬スライス標本において、グルタミ
ン酸性興奮性シナプス後電位（EPSP）を記録
し、ANQX 投与後に紫外線（UV）を照射し、EPSP
の抑制からの回復の時間経過を調べ、内在性
グルタミン酸受容体のシナプス移行の動態
を解析する。申請者は ANQX の合成法に関す
る論文が報告された後、直ちにカスタム合成
に取り掛かり、また実験条件の最適化を図る
ことで、スライス標本における適用を可能に
している。 
 光反応性 AMPA 型グルタミン酸受容体ブロ
ッカーANQX は紫外線（UV）照射によりグルタ
ミン酸受容体と分子間架橋を形成し、不可逆
的に受容体応答を抑制する。照射の領域やタ
イミングを制御することにより空間的・時間
的にコントロールされた興奮性シナプス伝
達の不活化（抑制）が可能になる。本研究で
は、光学的手法による時間的分解能を生かし
て、光不活化後のシナプス応答の回復の程度
と時間経過を計測し、シナプス後部のグルタ
ミン酸受容体の動態、ターンオーバーと可塑
性に伴う変化を明らかにする。 
 まず、CA1 野シナプスにおけるグルタミン
酸受容体トラフィックの解析を行う。これま
での GFP 標識分子追跡法を用いた解析から、
グルタミン酸受容体は細胞内プールから細
胞膜表面に輸送されること、また長期増強
（long-term potentiation: LTP の誘発に伴
いこの課程が促進されることなどが示され
ている。しかしながらこれらの研究では、GFP
で標識した外来性のグルタミン酸受容体サ
ブユニット（GluA1 など）を強制発現し蛍光
観察を行うため、必ずしも内在性グルタミン
酸受容体分子の生体内での挙動を反映しな
い可能性がある。そこで、内在性グルタミン
酸受容体についても同様の分子挙動をとる
かについてシナプス光不活化法を用いて検

討する。CA1 野シナプスの存在する放線層の
細胞外に ANQX を急速投与し、全般的な光照
射を与えることで、シナプスおよびシナプス
外の細胞膜表面のグルタミン酸受容体を不
活化する。光照射によりグルタミン酸受容体
応答が減弱した後に、シナプス応答（EPSP）
が回復する時間経過を測定し、グルタミン酸
受容体の細胞内プールからの膜移行、側方拡
散、拡散補捉の全経過によるシナプス移行の
速度論的解析を行う。また、入力線維に高頻
度刺激を与え長期増強を誘発した後に、様々
なタイミングで光不活化を行い、神経活動依
存的なシナプス移行の加速がどの時点で見
られるかについて解析を行う。 
 
（２）さらに PSD95 等のノックアウトマウス
を用いることで、グルタミン酸受容体輸送に
おけるシナプス後肥厚の役割について明ら
かにする。海馬スライス標本では細胞外記録
による長時間の安定な記録が可能であるこ
とから、ノックアウトマウスを用いる解析に
適用することも容易である。そこで、上記の
全般照射による解析を種々の遺伝子改変マ
ウスに適用することで、グルタミン酸受容体
シナプス移行の分子メカニズムの解析を行
う。AMPA 型グルタミン酸受容体のシナプス局
在を制御する分子として、PSD95 をはじめと
する足場タンパク群やTARPsと呼ばれる受容
体関連分子群など、多くの分子が関与する可
能性が指摘されている。このうち、PSD95 の
全欠損型マウスでは、シナプスでの AMPA 型
グルタミン酸受容体応答が低下し、また、高
頻度刺激による長期増強が亢進することが
報告されている（Beique et al., PNAS 
103:19535-19540, 2006）。PSD95 は脳内のほ
とんどの興奮性シナプスに存在するシナプ
ス後肥厚の主要成分であり、また AMPA 型グ
ルタミン酸受容体の足場タンパクとして機
能することから、前述の 3ステップモデルの
最終過程である拡散補捉 diffusional 
trapping の最重要因子、すなわち「受容体ス
ロット」の分子実体と予想される。そこで、
PSD95 ノックアウトマウスから作成した海馬
スライスを用いて、全般的 UV 照射による光
不活化実験を行い、グルタミン酸受容体のシ
ナプス移行における PSD の役割を検証する。
また、長期増強の誘発による影響についても
検討する。なお、上述した PSD95 の全欠損型
マウスは既に米国 Jackson Laboratory より
購入し繁殖して実験に使用した。 
 
４．研究成果 
（１）ANQX の光分解を用いた AMPA 受容体の
動態計測実験を行った。正常マウスから作成
した海馬スライスを用いた解析では、静止状
態では AMPA 受容体のシナプス移行はほとん
ど生じず、高頻度刺激により長期増強を誘発
した際にシナプス移行が加速されることが
示された。このうち、静止時にシナプス移行
がほとんどみられないという点は、培養細胞



を用いた他の研究で得られた結論と異なる。
培養細胞と脳スライスのシナプスでの定常
状態での AMPA 受容体ターンオーバーの違い
の原因として、培養細胞における成熟度の低
いシナプスでは、AMPA 受容体の可動性が高い
のではないか、との仮説を立てた。PSD95 な
どの足場タンパクの発現レベルが低く、
PSD95 ノックアウトマウスから作成したスラ
イス標本の CA1 野シナプスでは、静止状態に
おいてもシナプス移行の亢進がみられ、
PSD95 は AMPA 受容体のシナプスに局在化し、
シナプス内外の受容体輸送を制限する、いわ
ゆる「受容体スロット」としての機能を有す
ると考えられた。培養細胞では、スライス標
本のシナプスよりも PSD95 の発現量が低く、
AMPA 受容体の可動性が高くシナプス移行が
高率で生じている可能性が想定された。 

図 1  
シナプス後肥厚の主要タンパクである
PSD95によるAMPA型グルタミン酸受容体のシ
ナプス動態の制御 
 
 
 
（２）さらに、もう一つのグルタミン酸受容
体であるカイニン酸型グルタミン酸受容体
のシナプス局在化におけるPSD95の役割につ
いて検討を行った。カイニン酸型グルタミン
酸受容体は強い局在性を示し、海馬 CA3 野苔
状線維シナプスなど特定のシナプスに選択
的に発現することが知られている。苔状線維
シナプスでは AMPA 型受容体を介する速い成
分の興奮性シナプス後電流に加えて、カイニ
ン酸型受容体を介する遅い成分の二成分か
らなる興奮性シナプス後電流が記録される
が、PSD95 ノックアウトでは AMPA 型受容体成
分が減弱し、カイニン酸型受容体成分も 
より強く減弱していることが示された。
PSD95はAMPA受容体のシナプス後肥厚への局
在化因子であることが知られているが、カイ
ニン酸受容体のシナプス局在化にも重要な
役割を担う受容体スロットとして機能して
いると考えられた。 
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