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研究成果の概要（和文）：中枢神経における神経活動依存的な遺伝子発現の制御は、神経の発達から記憶や学習に至る
神経回路構築において必須である。その分子メカニズムは、記憶等のメカニズム解明だけでなく様々な神経疾患の治療
方法につながる。本研究では、その分子メカニズム解明を目指して、Ca2+透過性のイオンチャネルであるAMPA型グルタ
ミン酸受容体の選択的な活性化方法の開発を目的とした。AMPA受容体においては、リガンドの結合に伴いリガンド結合
部位の構造変化が大きく変わることが知られる。その構造変化に着目し、変異導入と金属錯体の組み合わせという簡便
なアプローチにより、GluA2を特異的に活性化できる方法を開発した。

研究成果の概要（英文）：In central nervous systems, excitatory neurotransmission is essential for our 
memory and learning. Glutamate, a typical excitatory neurotransmitter in animals, is recognized by 
glutamate receptors in synapses. Glutamate receptors are categorized into ionotropic- or 
metabotropic-types. These are composed of 25 subtypes, each of which has essential roles in 
neurotransmission and synaptic plasticity, a putative molecular mechanism of our memory. For 
subtype-selective activation of glutamate receptors, we here developed a novel method for selective 
activation of the receptor subtypes using genetic manipulation and coordination chemistry,. In this 
method, we introduced two His mutations in the vicinity of the ligand binding pockets in glutamate 
receptors. These His mutations acted as an allosteric site upon complexation with a Pd complex in a 
bidentate coordination fashion to stabilize the active conformation of the ligand binding pockets.

研究分野：ケミカルバイオロジー
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１．研究開始当初の背景 
	 中枢神経における神経活動依存的な遺伝
子発現の制御は、神経の発達から記憶や学習
に至る神経回路構築において必須である。そ
の分子メカニズムの解明は、記憶等のメカニ
ズム解明だけでなく様々な神経疾患の治療
方法につながるため、世界中で精力的に研究
が進められている。神経活動依存的な遺伝子
発現においては、グルタミン酸受容体や電位
依存性 Ca2+チャネルを介した Ca2+流入が必
須である。 
	 電位依存性 Ca2+チャネルは１０種類の遺
伝子群から構成される。遺伝子配列およびチ
ャネル機能から、３種類のチャネルタイプに
さらに分類される。遺伝子発現に関わるのは、
主に CaV1ファミリー（別名：L型 Ca2+チャ
ネル）だと考えられている。CaV1 ファミリ
ーの作用薬に関しては、ジヒドロピリジンを
代表とした化合物群（活性化剤および阻害
剤）が知られており、CaV1 ファミリー全体
の機能解明は進められてきた。しかし、
CaV1.1〜1.4の各サブタイプを介したCa2+流
入がどのような遺伝子発現を制御している
か、またどのチャネルサブタイプが神経の発
達過程や回路形成を制御するかは未解明な
状態である。CaV1.1〜1.4 サブタイプの機能
解明は、神経の発達過程を明らかにするだけ
でなく、新たな創薬対象の同定を意味し、神
経疾患薬の開発につながる。 
	 グルタミン酸受容体は、主に興奮性の神経
伝達を担い、記憶や学習において深く関わる。
機能的な特徴から、イオンチャネル型と Gタ
ンパク質共役（代謝）型に大別され、約３０
種類の遺伝子群から構成される。特にイオン
チャネル型グルタミン酸受容体が早い神経
伝達に関わることが知られている。イオンチ
ャネル型グルタミン酸受容体は、約２０種類
のサブタイプが知られており、アゴニストの
種類から、AMPA 型、NMDA 型、カイニン
酸型に大別される（図 1）。しかし、それぞれ
のサブタイプを選択的に活性化できる化合
物は知られていない。特に、AMPA型受容体
においては、それぞれのサブタイプ
（GluA1–4）が、記憶のメカニズムとして知

られるシナプス可塑性に対して固有の機能
を有していると考えられているが、それぞれ
の活性を選択的に区別できる方法は知られ
ていない。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、神経活動依存的な遺伝子発現
の制御の分子メカニズムを明らかにするた
めに、電位依存性 Ca2+チャネル各サブタイプ
および AMPA 型グルタミン酸サブタイプの
選択的な人工的活性化方法の開発を目的と
した。 
(1) 電位依存性 Ca2+チャネル各サブタイプ
選択的な活性化方法の開発 
	 化学的手法および進化工学的・遺伝子工学
的な手法を組み合わせて、Ca2+チャネルサブ
タイプを選択的に活性化する方法を開発す
る。 
(2) AMPA受容体サブタイプ選択的な活性化
方法の開発 
	 AMPA受容体の結晶構造解析により、リガ
ンド結合に伴い、リガンド結合部位の構造変
化が大きく変わることが知られる。そこで、
その構造変化を人工的に惹起することで
AMPA 受容体を特異的に活性化することを
目指した。 
	 本報告書では、当初の予定以上の成果が得
られた AMPA 受容体の特異的な活性化に関
する研究成果に関して主に報告する。 
 
３．研究の方法 
	 AMPA受容体においては、アゴニストの結
合に伴いリガンド結合部位の構造変化が起
こることが知られる（図 2）。著者は、ケミカ
ルバイオロジー的な観点に基づき、このよう
な構造変化を人工的に惹起することを発案
した。具体的には、リガンド結合に伴い構造
変化が大きく起こる部位（2 ヶ所）にヒスチ
ジンの変異導入を行い、金属錯体を用いて、
変異導入したヒスチジンに対してシス型に
配位させて活性化型の構造へと惹起する戦
略である 

	 本研究では、AMPA受容体の中でも、シナ
プス可塑性と深く関与することが知られる
GluA2サブタイプを用いて、その人工的な活
性化を評価した。過去に知られる結晶構造を
基に、リガンド結合に伴い大きく構造変化を



 

 

起こす上領域と下領域にそれぞれヒスチジ
ン変異を加えた変異体を計８種類作成した
（図 3）。その際には、Ca2+透過能を有する
GluA2i(Q)サブタイプの cDNA に対して、
Q5-site directed mutagenesisを用いて各種
変異体を作成し、その cDNAを発現ベクター
（pCAGGS）に組み込んだ。 

	 GluA2の活性化の評価に関しては、蛍光性
Ca2+インジケーターであるFura-2を用いた。
各種 GluA2 受容体変異体をトランスフェク
ション法を用いてHEK293T細胞に過剰発現
させた後に、各種金属錯体を用いて、人工的
に活性化できる金属錯体と変異体のスクリ
ーニングを行った。また、ヒット変異体およ
び錯体の組み合わせに関しては、その活性化
メカニズムについて検討した。 
 
４．研究成果 
	 Ca2+イメージングにより添加に伴う GluA2
の活性を網羅的にスクリーニングした。本研
究では、金属イオンとして、Zn2+、Ni2+、Pd2+

を評価した。また、金属錯体としては、
Pd2+(en:	 ethylenediamine) 、 Pd2+(bpy:	
2,2'-bipyridine)を用いた。活性化の評価に
おいては、グルタミン酸に対する結合に対し
て金属錯化がアロステリックに働くことを
期待して、わずかに GluA2 を活性化できる 30
μM のグルタミン酸存在下において、金属イ
オンおよび金属錯体の効果を検討した。各種

変異体と金属イオンによる活性化の相関に
関するヒートマップを図４に示す。この結果
から、２つの変異体（G480H/R716H 変異体、
K481H/R716 変異体）において、Pd2+(bpy)添加
に伴う活性化を確認できた。一方で、今回の
評価に使用した他の金属イオン（Zn2+、Ni2+、
Pd2+）および金属錯体（Pd2+(en)）においては、
すべての変異体に対して活性化を全く確認
できなかった。	
	 次に、K481H/R716 変異体にフォーカスして、
Pd2+(bpy)による活性化メカニズムを評価し
た。まず、30μM グルタミン酸存在下におけ
る Pd2+(bpy)錯体の濃度依存性を評価したと
ころ、GluA2 変異体における EC50 値は約 2μ
M であった（図 5）。	

	 次に、3μM	Pd2+(bpy)錯体存在下における
グルタミン酸の濃度依存性を評価した。図 6
に示すように、野生型(WT	AMPAR)では、濃度



 

 

依存性がほとんど変わらなかったのに対し
て、(K481H/R716H)変異体においては、グル
タミン酸濃度依存性が約６０倍ほど低濃度
側にシフトした。また、Pd2+(bpy)錯体単独の
処置では、GluA2 変異体を活性化することが
できなかった。これらの結果から、今回導入
したヒスチジン変異と Pd2+(bpy)錯体の錯化
は、グルタミン酸の親和性に対する新たなア
ロステリック部位として機能していること
が示された。	
	
	 以上、本研究により、変異導入と金属錯体
の組み合わせという簡便なアプローチによ
り、AMPA 型グルタミン酸受容体のサブタイプ
である GluA2 を特異的に活性化できる方法が
開発できた（図 7）。この方法は、同様の構造
変化を起こす他のイオンチャネル型受容体
に対しても同様に適用できると期待される
ため、今後は、他の受容体にも本手法を適用
して特異的な活性化方法として確立し、神経
活動依存的な遺伝子発現の制御の分子メカ
ニズムを明らにしていく。	
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