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研究成果の概要（和文）：グルタミン酸受容体NR3Aは発現部位や生理機能に不明な点が多い。本研究ではマウス
脳において、登上線維―小脳抑制性介在ニューロン間、グルタミン酸作動性終末―大脳皮質ソマトスタチン陽性
介在ニューロン間の非シナプス性の結合部位にNR3Aが選択的に集積することを明らかにした。さらに、こうした
部位にはkv4.3とNR1が共局在していた。NR３Aと生化学的複合体を形成する分子を探索した結果、共局在する
Kv4.3は複合体には含まれておらず、NR1のみであることがわかった。またNR3A欠損マウスでは運動失調などの小
脳の異常に起因するような表現型や、小脳分子層での明らかな組織学的異常も観察されなかった。

研究成果の概要（英文）：The localization and physiological function of NMDA receptor subunit NR3A 
remain largely unexplored. In the present study, we found that NR3A was selectively localized to 
non-synaptic contacts between climbing fiber to cerebellar stellate cells, and those between 
glutamatergic terminals and somatostatin-positive GABAergic interneurons in the cerebral cortex. At 
such contacts, NR3A colocalized with NR1 and Kv4.3. To identify molecular partners that constitute 
biochemical complex, we immunopurified biochemical complex containing NR3A. We found that NR1 but 
not Kv4.3 was included in the complex. NR3A knockout mouse showed no evident motor discoordination 
or histological abnormality. 

研究分野：神経組織学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脳機能を担う神経回路の発達においてNMDA型グルタミン酸受容体NR3Aは重要な役割を持つが、発現部位やその機
能に不明な点が多く解明が期待されている。本研究では、NR3A受容体は他の受容体とは全く異なり、グルタミン
酸作動性神経終末の作る非シナプス性結合選択的に、NR1や早期不活性化Kチャネルkv4.3と共に集積することを
見出した。このユニークな知見は今後の脳回路研究の発展に貢献することが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１． 研究開始当初の背景 
NR3A(GluN3A)は NMDA 受容体サブユニットの１つであり、マウスの脳では生後１週頃に一過性に発
現が増加する。強制発現系の実験からは、NR1 とNR2(GluN1, GluN2)サブユニットから構成される“古典
的”NMDA受容体に NR3A が入ると、応答や Ca2+透過性が減弱するとされている (reviewed in Cavara 
and Hollmann, 2008)。 
 現在は、このような背景と発達期の大脳皮質・海馬由来の培養細胞を用いた細胞生物学的な解析結
果をもとに「発達期に不要なシナプスに運ばれて、除去へと導く」という説が展開されている。しかしなが
ら、実際には「どの細胞の、どの部位に局在するのか？」「成体の脳にはないのか？」「必須サブユニット
NR１と一緒にシナプスに局在するのか？」という分子機能を考える上で基盤となるはずの解剖学的裏付
けを欠いており、全体像の解明には程遠い状況である。 
 
２．研究の目的 
これまでの NR3A 受容体に関する知見は、主に in vitro での分子生物学・細胞生物学的な解析によ
るものが殆どで、in vivo での生理機能の基盤となる解剖・組織学的裏付けは得られていない。従ってま
ず、本研究により NR3A の発現部位や発達に伴う変化を明らかにし、NR3A を持つ非シナプス性結合の
機能的意義を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 発達期・成体期のマウス脳における NR3A 受容体の局在と機能的意義を明らかにするために、組織
学・生化学・電気生理学的手法を用いて多角的に解析を行った。具体的には以下の通りである。 
 
（１）発達・成体期における NR3A の発現細胞と局在部位の同定 
①多重蛍光 in situ ハイブリダイゼーション 
 各種細胞マーカーとの多重標識により発現細胞の神経化学特性を同定し、発現レベルの定量・比較
を行った。グルタミン酸作動性ニューロンのマーカー（１型、２型小胞膜型グルタミン酸トランスポーター
VGluT1, VGluT2）、GABA 作動性ニューロンのマーカー(GAD67、somatostatin、nNOS, VIP、CCK、
calretinin)を用いた(Yamasaki et al., 2010, 2011, 2014, 2016)。 
②特異的抗体を用いた多重蛍光免疫染色、包埋前免疫電顕・包埋後免疫電顕 
 興奮性シナプスのシナプス後膜肥厚のマーカーとして PSD95 抗体、また NMDA 受容体必須サブユ
ニットである NR1 抗体、すべての AMPA 受容体サブユニットを認識する panAMPAR 抗体を用いて、
NR3A の局在部位の特徴を明らかにした。 
③特異的抗体を用いた多重・フリーズレプリカ免疫電顕 
 シナプスとシナプス外の分子を同時に検出する目的において、最も信頼性の高い方法であるフリーズ
レプリカ免疫電顕(Matsumoto-Makidono et al., 2016)により、NR3A の非シナプス性結合部位での選択
的な局在を確認した。 
 
（２）NR3A と共局在し、生化学的複合体を形成する分子の探索および局在機構の解析 
①特異的抗体を用いた多重蛍光免疫染色による共局在分子の網羅的探索 
 多数所有している特異的抗体を使用し、NR3A と非シナプス性結合に共局在する分子（受容体、電位
依存性チャネルなど）を網羅的に探索した。 
②生化学的解析 
 アフリカツメガエル卵母細胞を用いた強制発現系や小脳シナプトソーム分画を用いた免疫沈降により、
①で判明した分子と NR3A が複合体を形成しているかどうかについて検討した。 
③コンディショナルノックアウトを用いた解析 
 NR3A と複合体を形成する NR1 を小脳抑制性介在ニューロンで選択的に欠損するコンディショナルノ
ックアウトマウスを作成し、NR3A の発現変化を免疫組織化学および生化学的手法で検討した。 
 
（３）非シナプス性結合における NR3A の機能的意義の検討 
 NR3A 欠損モデルマウス（遺伝子改変マウス、成体期でのノックダウン）を用いて、野生型で NR3A が
集積する非シナプス性結合の解剖学的・生理学的解析を行った。 
① 微細形態（シナプス小胞の集積、シナプス後膜肥厚など）の検討 
 非シナプス性結合部位が、そのままの構造として残っているかどうか、もしくはシナプス結合に変化し
ていないかについて免疫電顕法により登上線維終末―抑制性介在細胞間の非シナプス性結合を同定
し、詳しく検討した。 
② 分子プロファイルの解析 
 多重免疫染色・免疫電顕法により、野生型マウスにおいて NR3A と共局在している分子の局在変化に
ついて定量解析を行った。 
③ ノックアウトマウスにおける形態学変化 
野生型シナプスではNR3Aが検出される非シナプス性接触部の形態学的な変化の有無を検討した。 
 
４．研究成果 
本研究において、マウスの脳における局在について以下の重要な５つの新規の知見を得た。 
 



 
 

（１） 成体の脳では、特定の抑制性介在ニューロンの非シナプス性結合部位に選択的に集積する 
蛍光多重 In situ ハイブリダイゼーション法により、発現細胞を検討し、特異的抗体を用いた免疫染色
に加え包埋前および包埋後免疫電顕や SDS-FRL 法を用いた免疫電顕で発現部位の検討を行った。
本研究の基礎データとなった、登上線維―抑制性介在ニューロン間の非シナプス性結合部位に加え、
大脳皮質のグルタミン酸作動性終末―ソマトスタチン陽性の抑制性介在ニューロン間の非シナプス性
結合にも選択的に局在していた。 
 
（２） 大脳皮質や発達期の小脳皮質・大脳皮質においても、シナプスではなく、非シナプス性結合に選
択的に局在する 
蛍光多重 In situ ハイブリダイゼーション法、特異的抗体を用いた免疫染色、包埋前および包埋後免
疫電顕や SDS-FRL 法を用いた免疫電顕で発現部位の検討を行った。電顕発達期の生後２週頃での
発現レベルは、成体期と比較して格段に高いが、発現部位に関しては成体と同じであり、興奮性シナプ
スには検出されなかった。 
 
（３） NR3A は NR1,早期不活性化型 K チャネル Kv4.3 と共局在するが、生化学的複合体を形成するの
は NR1 のみである。 
免疫染色で検討した結果、同定した局在部位である非シナプス性結合において NR1 と Kv4.3 と常に
共局在していることがわかった。また、小脳および大脳皮質シナプトソームを用いた免疫沈降法によっ
て検討した結果、NR１は NR3A と複合体を形成するが、Kv4.3 は含まれていないことがわかった。 

 
（４） NR3A チャネルのアセンブリには NR1 サブユニットが必要である 
NR3A と複合体を形成する NR1 を小脳抑制性介在ニューロンで選択的に欠損するコンディョナルノッ
クアウトマウスにおいて、NR3A の選択的な集積が消失し、シナプトソーム分画からも顕著に減少してい
ることがわかった。またこれらの減少はNR１サブユニットをアデノ随伴ウイルスを用いて導入したマウスに
おいては発現量と選択的局在が復活していた。これに対し、NR3A の C 末の変異体を導入しても受容
体の選択的集積は回復しなかった。この結果は NR3A の C 末ドメインが選択的集積に重要である可能
性を示唆している。従って、NR3A の選択的集積には NR1 が必要であり、しかも C 末ドメインが選択的
集積に重要である可能性を示唆している。 
 

（５） NR3A は非シナプス性結合構造の維持には必須ではない 
当初の予想とは異なり、NR3A ノックアウトマウスの非シナプス性結合部位は減少していないことがわ
かった。また、明らかな小脳性運動失調も認められなかった。 
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