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研究成果の概要（和文）：変異PDZドメインを導入したNMDA受容体非結合型のPSD-95-EGFPをノッ
クインした遺伝子改変マウスを樹立し、細胞組織レベル、個体レベルの解析を行った。その結果、
PDZドメイン結合はPSD-95を安定にシナプスに局在させるために重要であり、NMDA受容体と
PSD-95のPDZ ドメインを介した直接結合が正常なシナプス情報伝達の調節に必須であることが
示唆された。 
 

研究成果の概要（英文）：The scaffolding molecule PSD-95 at excitatory synapse is composed 
of three PDZ domains and SH-GK domain. We examined the roles of PDZ1 and PDZ2 binding 
by using mice that carry mutated PDZ1 and PDZ2. The results suggest that the PDZ binding 
stabilizes PSD-95 localized at synapses, which allows normal regulation of synaptic 
transmission via the direct binding of NMDAR and PSD-95. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) NMDA型グルタミン酸受容体(NMDA受容
体)はシナプス可塑性を担う中心的分子で
あり、その電位依存性かつ神経伝達物質依
存性カルシウムチャネルとしての機能は、
神経細胞に多様な反応性を賦与している。

NMDA受容体の足場タンパク質であるPSD-95
の機能は、シナプスのNMDA受容体近傍に多
様なシグナル伝達分子を活動依存的に集積
させることであり、それに伴うシグナル伝
達の質的変化が可塑性を反映していると考
えられる。 
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(2) PSD-95 は、3個の PDZ ドメインを含む５
個のドメイン構造をしており、複数個の PDZ
ドメインによるシグナル分子の集積機構、さ
らに PSD-93、SAP102、SAP97 という類似の足
場タンパク質との役割分担、作用機構の相違
が十分明らかでない。これら多様な分子群は
哺乳類以降の生物にのみ見出される分子群
であり、複雑な脳機能を担う分子基盤として
各々の機能を明らかにすることは重要であ
る。 
 
 
２．研究の目的 
興奮性シナプス後細胞の足場タンパク質
PSD-95による情報伝達調節機構の解明を目的
とする。具体的には、NMDA受容体非結合型PDZ
ドメインを持つ変異型PSD-95を用いて、PDZ変
異によってPSDのどのタンパク質の発現や局
在に変動をきたすのかを調べて、正常なシナ
プス伝達のために必要な情報伝達系、及び
PSD-95との結合によってもたらされるNMDA受
容体のチャネル活性や細胞内局在の調節機構
を解明する。 
 
 

３．研究の方法 
独自に設計開発したNMDA受容体に結合しない、
PDZ ドメイン変異 PSD-95 を導入したノックイ
ンマウスを確立し、その表現型を神経細胞組織
レベル、個体レベルで解析する。 
 
 
４．研究成果 
(1) ノックインマウス系統樹立： 
PSD-95のPDZ1とPDZ2に特異的変異(PDZドメイ
ンのβB-βC loopの6残基欠失及び保存され
ている2残基の変異)を導入して、NMDA受容体
に直接結合しない、変異PSD-95（C末にGFPを
融合: 1mD2mD-PSD95-EGFP）を導入したノック
インマウスのホモ個体を樹立し、遺伝子背景
を97%程度までC57BL/6Jに戻した。 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
(2）変異PSD-95の発現と集積： 
ノックインした1mD2mD-PSD95-EGFP遺伝子の
発現量は野生型PSD-95に比べて約5～8分の1
程度に減少していた。ノーザン解析によって
mRNA量を比較したところ、いずれもほぼ同程
度であった。これは、タンパク質レベルで観
察された量の違いは、PDZ結合の欠損がPSD-95
の不安定化に寄与していることを示唆してい
る。in situ hybridizationによって、ノック
インマウス脳内の発現様式(場所)は野生型と
変わらないことを確認した。 
脳ホモゲネートからPSD画分を調整して、生化
学的な局在状況を調べると、WTと同様な分画
様式を示した。また、PSDに局在するSAP102 
PSD-93, SAP97, NR1, NR2A, NR2B, GluA1, 
SynGAP, neuroligin-1をWTとKIマウスについ
て検討したところ、SAP102のみが約3.5倍の増
加を示した。PSD-95のPSDにおける結合欠損は
SAP102によって補償されていることが明らか
となった。PSDに輸送されたPDZリガンドタン
パク質はPSD-95の結合能がないために、代わ
りにSAP102を足場タンパク質として活用して
いた。 
 
(3) ノックインマウスの脳細胞形態： 
ノックインマウス海馬領域の電子顕微鏡観察
(図左)では、野生型とほぼ同様な組織構造が
観察された。ゴルジ染色によっても、海馬領
域の神経細胞の形態は野生型と著しく違わな
いことが明らかとなった。抗GFP抗体を用いた
免疫組織染色(図右)によって、海馬CA1領域や
大脳に強く発現していることが確認された。 
 
 

 
 



WeightWeightWeightWeight

0000

5555

10101010

15151515

20202020

25252525

0000 10101010 20202020 30303030 40404040 50505050 60606060 70707070

Postnatal DaysPostnatal DaysPostnatal DaysPostnatal Days

gr
am

s
gr

am
s

gr
am

s
gr

am
s

系列系列系列系列1111

系列系列系列系列2222
系列系列系列系列3333

系列系列系列系列4444
系列系列系列系列5555

系列系列系列系列6666

系列 1-3: WT 

系列 4-6: KI 

(4) 1mD2mD-PSD95-EGFPのシナプス局在： 
PSD-95のシナプス局在のためにN末領域と
PDZ1、PDZ2ドメインが必須であるとドメイン
欠損変異体の強制発現系を用いて報告されて
いる。他方、SH3-GKドメインを欠損しても
PSD-95のシナプス局在性は顕著に低下する。
PSD-95がN末領域を介して複合体を形成する
ために、シナプス局在のためのPDZドメインの
役割が明確になっていない。本ノックインマ
ウスは野生型のPSD-95を発現しないので、
PDZ1、PDZ2ドメイン結合がシナプス局在に必
須であるかどうかがはっきりわかる。本ホモ
マウスは非常に低い割合で妊娠出産すること
ができた。子育てはできなかった。P0産仔の
脳を用いて海馬分散培養を行い、さらに
1mD2mD-PSD95-EGFP遺伝子を強制発現させる
と、野生型より効率は悪いが、シナプスに局
在することがわかった。PSD-95は、PDZ1、PDZ2
ドメイン結合がなくてもSH3-GKドメインがあ
れば、シナプスに輸送集積されることが明ら
かになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（1mD2mD-PSD95-EGFP由来のGFP蛍光観察） 
 
(5) 行動テストバッテリー： 
本マウスを飼育繁殖し、各16匹の♂野生型お
よび♂ホモ個体について一連の行動テストバ
ッテリーを実施した（宮川剛博士、高雄啓三
博士との共同研究）。本ノックインマウスは
体が小さく、活動量が極めて低い。野生型と
ホモ個体の体重差は、P30くらいの時期に特に
顕著であった。Light/dark transition test
では不安様行動が亢進した表現型を示し、
Porsolt forced swim testでは抗うつ剤投与
時様の行動を示した。 
 

 
 
 

 
 
 

 

Light/dark transition テストでは、明箱の
滞在時間が短い、行き来した回数が少ない、
最初に明箱に入るまでの潜時が長いなど、不
安様行動の亢進が観察された。Elevated plus 
maze テストにおいても、同様な不安様行動の
亢進が観察された。 

 

 
Open fields testでは、KIマウスの著しく低
い活動量が観察された。 

 

 
(6) 電気生理学的解析： 
ノックインマウスの海馬スライスCA1領域の
電気生理学的性質（細胞外興奮性シナプス後
電場電位、PPF等）を調べた結果、正常なLTD
誘導が起きる一方で、低周波でもLTPが誘導さ
れ、LTPの増強が観察され、異常なメタ可塑性
を示した(塩坂貞夫博士、石川保幸博士との共
同研究)。 
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