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研究成果の概要（和文）：哺乳類の中枢神経系において主要な興奮性神経伝達を担う、グルタミン酸作動性シナプスの
形成と維持・調節の分子機構について研究した。特に、シナプスにおけるタンパク質翻訳後修飾の解析を進めた。そし
て、グルタミン酸受容体およびその結合タンパク質がチロシンリン酸化やパルミトイルを受け、これらの分子修飾によ
り、グルタミン酸受容体のシナプス局在と細胞内の輸送が制御される機構を明らかにした。また、知的障害・自閉症原
因遺伝子であるシナプス接着分子IL1RAPL1に関する解析を行ない、IL1RAPL1が下流のRhoAシグナル系を介して、興奮性
シナプスの形成とそれに続く成熟・安定化の過程を制御することを示した。

研究成果の概要（英文）：Glutamate is the major excitatory neurotransmitter in the central nervous system. 
Through this program, we focused on the formation and the regulation of glutamatergic excitatory synapses.
 Our findings revealed that the localization and trafficking of ionotropic glutamate receptors are regulat
ed by tyrosine phosphorylation and palmitoylation in excitatory synapses. In addition, we showed that RhoA
-mediated signaling pathway regulates IL1RAPL1-dependent formation and stabilization of glutamatergic syna
pses. Mutations of IL1RAPL1 and some palmitoyl acyl transferases are associated with mental disorders, ind
icating the crucial role of these molecules in the proper formation and regulation of glutamatergic synaps
es.
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１．研究開始当初の背景 
興奮性シナプスの形成とその機能維持の

機構は、シナプス伝達やシナプス可塑性から
個体の学習・記憶、更には行動発現に至る、
脳神経系の正常な働きを支える基盤をなす
と考えられる。また、脳の機能変調としての
多くの精神神経疾患において、シナプス形成
と機能調節には多様な変化が生じている。こ
のシナプス形成と機能維持・調節の過程には、
神経細胞内の様々なタンパク質の分子修飾
や情報伝達系による複雑な制御機構がある
と予想される。 
中枢神経系における主要な興奮性神経伝

達物質はグルタミン酸である。グルタミン酸
作動性シナプスを構成するイオンチャンネ
ル型グルタミン酸受容体には、AMPA型
（AMPA受容体）、Kainate型（KA受容体）、delta
型（delta受容体）、NMDA型（NMDA受容体）
のサブファミリーが存在し、その分子実体と
して、それぞれ、AMPA受容体はGluA (GluRα)、
KA受容体はGluK (GluRβとGluRγ)、delta受容
体はGluD (GluRδ)、NMDA受容体はGluN 
(NR2/GluRεとNR1/GluRζ)の各サブユニット
が同定されている。この内、AMPA受容体が、
速い興奮性シナプス伝達を担う。シナプスに
おけるAMPA受容体の質的あるいは量的な変
化は、シナプスの機能調節と可塑性の本質で
ある。また、NMDA受容体は、電位依存的に
カルシウムイオンを透過させる特性を持ち、
シナプス可塑性の誘導に重要である。 
	 一般に、タンパク質の機能は、遺伝子の指
定するアミノ酸一次配列や発現部位・発現量
のみで単純に規定されるものではなく、様々
な翻訳後修飾により、空間的かつ時間的にダ
イナミックな制御がなされている。脳神経系
においても、多くのイオンチャンネルや神経
特異的受容体が、リン酸化等により制御され
ることが明らかにされてきた。そして、イオ
ンチャンネルや受容体および関連分子のリ
ン酸化やパルミトイル化といった可逆的翻
訳後修飾は、シナプス可塑性を担うものとし
て、最も考え易い基礎的な分子機構の一つで
ある。イオンチャンネル型グルタミン酸受容
体に関しては、AMPA受容体のセリン・スレ
オニンリン酸化、NMDA受容体のセリン・ス
レオニンリン酸化とチロシンリン酸化によ
る制御が、既に知られていた。更に、研究代
表者は、AMPA受容体のチロシンリン酸化
(Hayashi T. et al. Nature 397, 72-76 (1999); 
Hayashi T. et al. J. Neuroscience 24, 6152-6160 
(2004))とパルミトイル化 (Hayashi T. et al. 
Neuron 47, 709-723 (2005); Lin D.T. et al. 
Nature Neuroscience 12, 879-887 (2009))および
NMDA受容体のパルミトイル化(Hayashi T. et 
al. Neuron 64, 213-226 (2009))による新規制御
機構を明らかにした。これらAMPA受容体と
NMDA受容体のリン酸化とパルミトイル化
修飾に伴い、受容体会合分子群との結合ある
いは解離が起こる。その結果、それぞれの分
子修飾は、受容体のイオンチャンネルとして

の性質や局在および輸送機構を制御する。各
グルタミン酸受容体の分子修飾は、シナプス
機能の制御のみならず、より長期的には、シ
ナプスの構造変化をもたらすような細胞内
情報伝達系のシナプス後膜における情報起
点となるものと考えられるが、その分子機構
は現在未解明である。	 
一方、ヒトゲノム解析の進展により、各種

の精神神経疾患の原因因子あるいは危険因
子と考えられる遺伝子が、次々に明らかにさ
れてきた。これらの疾患関連分子は、いずれ
も中枢シナプスの形成や機能に関与すると
想定されている。脳神経系でのタンパク質翻
訳後修飾と精神疾患との関係については、幾
つかのキナーゼおよびホスファターゼやパ
ルミトイル化を触媒するパルミトイル・アシ
ルトランスフェラーゼ(PAT)が、精神疾患の
関連遺伝子である可能性が注目されていた。
例えば、リン酸化については、ホスファター
ゼであるカルシニューリンが、日本人の統合
失調症発症関連遺伝子として同定された
(Yamada K. et al. PNAS. 104, 2815-2820 
(2007))。また、パルミトイル化については、
PATの内、DHHC-5が双極性障害(Fallin M.D. 
et al. Am. J. Hum. Genet. 75, 204-219 (2004))、
DHHC-8が統合失調症(Otani K. et al. Neurosci. 
Lett. 390, 166-170 (2005); Mukai J. et al. Nat. 
Neurosci. 11, 1302-1310 (2008))、DHHC-9/15が
知的障害(Raymond F.L. et al. Am. J. Hum. 
Genet. 80, 982-987 (2007)); Mansouri M.R. et al. 
Eur. J. Hum. Genet. 13, 970-977 (2005))の原因
遺伝子であると示唆する報告があった。グル
タミン酸受容体と精神疾患との関わりは未
だ明確ではないが、研究代表者らは、ヒト
AMPA受容体サブユニットGluA3上のアミノ
酸変異とX連鎖知的障害との関連性を見出し
た (Wu Y. et al. PNAS. 104, 18163-18168 
(2007))。勿論、精神疾患は環境要因を含めた
複雑な発症過程を経ており、一遺伝子の一個
所の変異のみで単純に説明できるものでは
なく、脳神経系で発現する分子群の複雑な変
調状態が原因として想定される。また、それ
に伴うシナプス形成の異常もその要因とな
るものと思われる。 
更に、興奮性シナプス形成の破綻と精神疾

患発症の観点から見た場合、精神疾患原因遺
伝子Interleukin1-receptor accessory protein-like 
1(IL1RAPL1)の変異と、X連鎖知的障害および
自閉症との関連が報告されていた(Carrie A. 
et al. Nat. Genet. 23, 25-31 (1999); Piton A. et al. 
Hum. Mol. Genet. 17, 3965-3974 (2008))。
IL1RAPL1は、分子構造的にはインターロイ
キン(IL)-1/Toll受容体(TIR)ファミリーに属す
るが、免疫系ではなく、脳神経系にのみ発現
し、特に、興奮性シナプス後膜側に局在して、
シナプス形成に関与する。マウスでは、海馬
CA1領域および歯状回、小脳顆粒細胞層、嗅
球等で高発現を示す(Allen Institute for Brain 
Science)。 
	 研究代表者は、本研究において、上述の興



奮性シナプスに関する研究成果をふまえ、正
常あるいは疾患状態にある興奮性シナプス
を制御する分子機構の解明を目指した。 
 
２．研究の目的 
	 脳神経系におけるシナプスの形成および
維持・調節の分子レベルの素過程として、シ
ナプスで発現するタンパク質の分子修飾や
細胞内情報伝達系による制御が考えられる。
本研究は、哺乳類中枢神経系の代表的な神経
伝達物質受容体である、イオンチャンネル型
グルタミン酸受容体の翻訳後修飾による制
御機構に着目し、正常あるいは疾患状態にあ
る興奮性シナプスでの分子修飾と細胞内情
報伝達機構の解明を目指した。  
	 また、脳機能の変調状態としての多くの精
神疾患は、脳神経系の発達障害に起因すると
考えられているが、中枢におけるシナプス形
成異常と精神疾患発症との関連は依然とし
て不明なままである。本研究では、従来解明
の進んでいなかった、パルミトイル化に関わ
る精神疾患原因遺伝子産物の機能について
も解析を行なった。また、興奮性シナプスの
形成に関わる知的障害・自閉症原因遺伝子
IL1RAPL1下流の細胞内情報伝達系の解析を
行なった。殊に、以下の四つの具体的目標に
焦点を絞り、研究を進めた。	 
(1) 神経細胞には、その機能を安定的に確保
するため、慢性的な神経活動入力の過剰/不
足に対して、シナプスの反応性を減弱/増強
させ、シナプスを維持しようとする恒常性が
ある。AMPA受容体の翻訳後修飾による、シ
ナプスの恒常的可塑性の制御機構を明らか
にする。	 
(2) 精神疾患に関連するPATの機能解析を通
し、興奮性シナプスにおけるタンパク質パル
ミトイル化の意義付けを行なう。 
(3)	 電気生理学的手法により、NMDA受容体
のパルミトイル化に伴う、シナプス発現の制
御機構を明らかにする。	 
(4)	 IL1RAPL1依存的な興奮性シナプスの形成
と維持・調節を制御している細胞内情報伝達
系を解明する。 
	 当研究で得られた成果から、哺乳類の脳に
おけるタンパク質翻訳後修飾が、神経機能を
いかに制御しているかについて、理解が深ま
るものと考えられる。また、興奮性シナプス
の分子制御機構の解明という生物学的意義
に加え、未だ何ら本質的な原因が明瞭でない
多くの精神疾患の発症機構も含め、脳神経系
の分子レベルでの変化を理解する一助にな
ると考えられる。他にも、本研究の意義とし
て、知的障害、統合失調症、自閉症等の精神
疾患の創薬標的分子を考える上での基礎的
な神経薬理学的知見を提供した点も挙げら
れる。将来的には、これらの研究成果を基盤
として、健常人の学習・記憶・忘却の過程や
意識の変化をより深く分子レベルで理解し、
それを脳機能の変調としての精神疾患の診
断および治療に応用することが期待される。 

３．研究の方法 
AMPA受容体およびNMDA受容体の分子

修飾機構の解析と各グルタミン酸受容体か
らの細胞内情報伝達機構の解析を進めると
ともに、知的障害・自閉症原因遺伝子
IL1RAPL1が、興奮性シナプスの形成と成熟
に与える影響の解析を行なった。 
	 

(1) AMPA受容体のチロシンリン酸化による
シナプスの恒常的可塑性制御	 
代謝型グルタミン酸受容体mGluRの結合

タンパク質であるHomer1aのノックアウトマ
ウスおよび野生型マウスから、大脳皮質ある
いは海馬の初代培養神経細胞と急性スライ
ス切片を作製し、これら用いて、各種の刺激
条件下におけるAMPA受容体サブユニット
GluA1/2/3、mGluR5および即時型遺伝子産物 
Homer1とArcの各タンパク質の発現量と局在、
また、各受容体の細胞表面発現とGluA2チロ
シンリン酸化の変化を、生化学、免疫細胞化
学、電気生理学的手法により解析した。	 

 
(2) AMPA受容体結合タンパク質のパルミト
イル化によるシナプス機能制御	 
タンパク質翻訳後修飾の一種であるS-パル

ミトイル化は、飽和脂肪酸の可逆的な付加反
応である。これを触媒するPATは、ヒトでは
20種類以上が同定されている。中でも、それ
ぞれ双極性障害と統合失調症の関連遺伝子
であるDHHC-5とDHHC-8は、神経系で高発現
を示す。DHHC-5とDHHC-8は、他のPATsと
比較して特に長いC末端細胞内領域を有し、C
末端にタンパク質相互作用に関与するPDZド
メインのⅡ型リガンド配列(EISV)を持つ。両
者のC末端共通アミノ酸配列を用いたツー・
ハイブリッド・スクリーニング法および免疫
共沈実験とGST融合タンパク質を用いた結合
実験により、DHHC-5/8のC末端部位に会合し
得るタンパク質を同定し、その結合様式を解
析した。次いで、HEK 293T細胞に目的タンパ
ク質をトランスフェクションした系で、結合
タンパク質のパルミトイル化がDHHC-5/8に
よって亢進されるかどうかを生化学的に検
討した。同時に、大脳皮質および海馬の初代
培養神経細胞中で、AMPA受容体および結合
タンパク質のパルミトイル化依存的な局在
変化を免疫染色法により解析した。更に、海
馬の培養神経細胞に、pH感受性の改変GFPで
あるpHluorinのタグを付けたAMPA受容体
GluA2サブユニット(pH-GluA2)をトランスフ
ェクションし、pH-GluA2の神経細胞表面発現
を、蛍光顕微鏡によるライブイメージング法
で継時観察した。また、小脳の初代培養神経
細胞を用い、長期抑圧への影響を電気生理学
的手法で解析した。これらの実験により、パ
ルミトイル化修飾による、AMPA受容体の局
在と輸送の制御機構を検討した。 

 
(3) NMDA受容体パルミトイル化のシナプス
局在・輸送における意義付け 



	 NMDA受容体自体のパルミトイル化によ
り、シナプスでのNMDA受容体の局在と輸送
がいかに制御されるかを解明し、また、その
生理的意義を明らかにするため、電気生理学
的手法を用いた解析を行なった。培養海馬ス
ライスに、電気生理学的標識タグ(N598R)を
入れたGluN1と、蛍光標識としてGFPタグを
付けたGluN2AもしくはGluN2Bの野生型ある
いはパルミトイル化部位(システイン・クラス
ターⅠもしくはⅡ)の非修飾型変異体を共発
現させた。そして、GFP蛍光により、トラン
スフェクションしたNMDA受容体を発現し
ている海馬CA1領域錐体細胞を同定し、whole 
cell recordingを行なった。GluN1/GFP-GluN2A
およびGluN1/GFP-GluN2Bの野生型および非
パルミトイル化変異体から記録される反応
を比較して、GluN2AとGluN2Bのシステイ
ン・クラスターⅠおよびⅡのそれぞれのパル
ミトイル化が、NMDA受容体のシナプス後膜
組み込みに与える影響を解析した。	 
 
(4) IL1RAPL1による、興奮性シナプスの形成
および成熟・安定化	 

IL1RAPL1は、一回膜貫通部位と一つの細
胞内TIRドメインを持つ膜タンパク質である。
マウス脳可溶化液から、融合タンパク質を使
った共沈澱実験で、細胞内C末端領域の結合
候補タンパク質群を分離し、それぞれを、マ
ス・スペクトル法で同定した。更に、細胞外
からIL1RAPL1全長と各遺伝子を導入・発現
させたHEK 293T細胞中で、抗体染色法により
共局在を確認し、また、抗体および融合タン
パク質を使った共沈澱実験で会合を確認し
た。そして、マウス大脳皮質の初代培養神経
細胞を使い、各分子の野生型と変異体の過剰
発現実験や、siRNAを用いて内在性目的タン
パク質の発現量をノックダウンする実験、特
異的阻害剤により分子機能を低下させる実
験等により、これらのIL1RAPL1会合分子群
下流の細胞内情報伝達系を調べた。また、全
反射顕微鏡を用いた１分子観察法により、細
胞外pHluorinタグを指標として、AMPA受容
体各サブユニットのシナプス発現変化を可
視化解析し、IL1RAPL1と下流の細胞内情報
伝達系が、興奮性シナプスの形成と成熟に与
える影響を検討した。  
	 
４．研究成果	 
(1) AMPA受容体のチロシンリン酸化による
シナプスの恒常的可塑性制御	 	 
シナプスには、記憶・学習の基盤となるシ

ナプス可塑性に加え、神経ネットワークを構
成する個々の神経細胞の機能を安定的に確
保するために、慢性的な入力に対してシナプ
スを恒常的に維持・調節しようとする性質が
ある。興奮性シナプスにおけるAMPA受容体
の局在と輸送の制御は、シナプスの可塑性と
恒常性の双方に重要であるが、シナプス可塑
性での理解が進んだのに比して、恒常性にお
ける意義とその調節機構は未解明であった。

AMPA受容体サブユニットGluA2のC末端細
胞内領域中のチロシン残基876は、中枢神経
系で高発現を示すSrcファミリーチロシンキ
ナーゼによりリン酸化され、神経細胞中で
AMPA受容体の細胞表面発現や輸送を制御す
る。代謝型グルタミン酸受容体が、結合する
即時型遺伝子産物Homer1およびその下流の
情報伝達系を介し、AMPA受容体GluA2サブ
ユニットをチロシン脱リン酸化することに
より、AMPA受容体の局在と輸送過程を制御
していた。これにより、AMPA受容体のチロ
シンリン酸化による、恒常的可塑性の分子制
御機構が明らかになった  (Hu J.H. et al. 
Neuron (2010))。	 
	 

(2) AMPA受容体結合タンパク質のパルミト
イル化によるシナプス機能制御	 

DHHC-5/8が、その共通C末端配列を介して
AMPA受容体結合タンパク質のGRIP1と会合
し、かつGRIP1bのパルミトイル化と膜局在
を調節することで、AMPA受容体の神経細胞
内輸送を制御していることを明らかにした。
また、DHHC-8は、AMPA受容体結合タンパ
ク質のPICK1にも会合し、PICK1のパルミト
イル化を亢進した。更に、小脳の顆粒細胞
平行線維-プルキンエ細胞間のシナプスにお
いて、DHHC-8によるPICK1のパルミトイル化
依存的に、AMPA受容体の細胞内への取り込
みが促進され、シナプスに発現するAMPA受
容体が減少し、長期抑圧を誘導しているこ
とを明らかした。これは、パルミトイル化
依存的なシナプス可塑性の最初の報告であ
ると共に、長期抑圧に重要なパルミトイル
化タンパク質を同定した初めての研究であ
る。また、DHHC-5/8の解析結果から、脳内
の興奮性シナプスにおけるパルミトイル化
依存的なグルタミン酸受容体の局在および
輸送制御の不全が、興奮性シナプスの機能
変調をもたらし、ひいては双極性障害や統合
失調症の様な精神疾患を誘発する可能性が
示唆された  (Thomas G.M. et al. Neuron 
(2012); Thomas G.M. et al. J. Neuroscience 
(2013))。 

 
(3) NMDA受容体パルミトイル化のシナプス
局在・輸送における意義付け 
	 NMDA受容体GluN2AおよびGluN2Bサブユ
ニットに二ヶ所ずつ存在するパルミトイル
化部位それぞれに関し、電気生理学的手法を
用いた解析を行なった。その結果、GluN1/ 
GluN2Aからなる NMDA受容体と GluN1/ 
GluN2BからなるNMDA受容体は、共に、シス
テイン・クラスターⅠの非パルミトイル化状
態では、受容体のシナプス発現量は低下した。
このことから、GluN2システイン・クラスタ
ーⅠのパルミトイル化により、NMDA受容体
の神経細胞表面での発現が上昇するのみな
らず、シナプス後膜へのNMDA受容体の組み
込みも促進されていると考えられた。また、
ゴルジ体局在を制御するシステイン・クラス



ターⅡの非パルミトイル化変異体は、野生型
と比較して、シナプスでのNMDA受容体発現
量は、有意な差を示さなかった。GluN2シス
テイン・クラスターⅡのパルミトイル化に伴
い、NMDA受容体はゴルジ体に局在する。こ
の部位の脱パルミトイル化により、NMDA受
容体はゴルジ体から神経細胞表面に移行し、
表面発現量が上昇する。今回の実験結果より、
システイン・クラスターⅡの脱パルミトイル
化に伴ってゴルジ体から細胞表面まで輸送
されたNMDA受容体が、シナプス後膜に組み
込まれるには、システイン・クラスターⅠの
パルミトイル化を含む、更に厳密な制御機構
が存在すると考えられた。以上の研究を通じ、
NMDA受容体自体のパルミトイル化による
シナプス局在と細胞内輸送過程の詳細な制
御機構およびその生理的意義を明らかにし
た (Mattison H.A. et al. PLoS One (2012))。 
 
(4) IL1RAPL1による、興奮性シナプスの形成
および成熟・安定化	 
	 IL1RAPL1下流の情報伝達系を明らかにす
るため、アフィニティークロマトグラフィー
法により、マウス終脳からIL1RAPL1の細胞
内領域に結合するタンパク質群を精製し、マ
ス・スペクトル法を使って結合タンパク質を
決定した。そして、結合タンパク質の一つと
して、RhoGEFであるMcf2lを同定した。興奮
性シナプスの存在するスパインにおいて、ア
クチンはスパイン構造を規定する重要な構
成因子であり、その重合と脱重合は、Rac、
RhoA、Cdc42等のRho様Gタンパク質によって
制御される。次いで、マウス大脳皮質の初代
培養神経細胞を用いた解析を行ない、
IL1RAPL1が、Mcf2lおよびRhoA下流のROCK
キナーゼを介し、スパインと興奮性シナプス
の形成を制御することを見出した。従って、
IL1RAPL1は、シナプスからスパイン構造を
制御するアクチン系に至る細胞内情報伝達
系を調節していると考えられた。更に、全反
射顕微鏡を用いて、大脳皮質培養神経細胞中
のAMPA受容体サブユニットの挙動を観察し、
これを指標にして、興奮性シナプスの形成と
成熟の過程を可視化解析した。その結果、
IL1RAPL1は、下流のRhoAシグナル系依存的
に、GluA1のシナプス組み込み低下とGluA2/3
の組み込み上昇を制御していた。以上より、
IL1RAPL1-RhoAシグナル系が、大脳皮質神経
細胞の興奮性シナプス形成とそれに続く成
熟および安定化を促進することが示された。
従って、IL1RAPL1や下流のRhoAを介したシ
グナル系に変異が生じた場合、スパインおよ
び興奮性シナプスの形成異常と機能不全が
起こり、これが知的障害や自閉症を誘発する
分子レベルの発症機構になっている可能性
が考えられた  (Hayashi T. et al. PLoS One 
(2013))。 
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