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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、神経細胞上でのAMPA受容体(AMPAR)の分布を明らかにし、シナプス
可塑性を生む機構を解明することである。HEK293細胞上で1分子観察を行った結果、AMPARの4量体は安定ではな
く、単量体も存在していた。マウス神経細胞上でも、AMPARは、約100ミリ秒という短寿命のホモダイマーを形成
した。Homer-1bドメイン上のシナプス領域ではAMPARの運動は非常に遅いが、シナプス領域外では速い成分も存
在した。これらの結果から、刺激に応じて神経細胞がシナプス領域内外のAMPAR密度を迅速に変えシナプス伝達
効率を変更できるのは、AMPAR単量体の速い動きが原因だということを提案した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to unravel the distribution of AMPA receptors 
(AMPARs) and the mechanisms of synapse plasticity. Single-molecule observation in HEK203 cell plasma
 membranes revealed that AMPARs did not form stable tetramers, and even monomers existed. 
Furthermore, we found that AMPARs formed transient homodimers with a lifetime of about 100 ms in 
mouse neuronal membranes. The mobility of AMPARs was very slow in Homer 1b domain of synapse region,
 meanwhile some of AMPARs diffused rapidly outside of Homer 1b domains Based on these results, we 
propose a model that AMPARs alter the density in and out of the post-synapse upon stimulation and 
generate synapse plasticity, which is caused by the rapid mobility of AMPAR monomers.

研究分野： 細胞生物物理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、神経細胞間での情報伝達が起きているシナプスと言われる領域で、情報伝達の担い手である受容体
が、刺激に応じて増減する機構を解明しようと試みた。神経細胞上で受容体の1分子ずつを観察した結果、受容
体は今まで考えられてきたような安定な4量体ばかりではなく、短い寿命の2量体や単量体も多くみられた。シナ
プス領域中のHomer1bというタンパク質でできた膜領域では、受容体の運動は非常に遅かったが、その外では速
い成分も存在していた。これらの結果から、刺激に応じて神経細胞がシナプス領域内外の受容体密度を迅速に変
えることができるのは、受容体の単量体の速い動きが原因だというモデルを提案した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

AMPA 受容体(AMPAR)は、4 つのサブユニット(GluA1~GluA4)から成るホモ又はヘテロ四量
体として機能し、シナプス領域で高密度に存在し、速い興奮伝達をもたらすイオン透過型チャ
ネルである。シナプス領域における受容体数に従いシナプス伝達効率が変化することから、記
憶学習形成の基盤となるシナプス可塑性の根幹を担う分子として知られる。その数の変動には
小胞輸送や、シナプス外領域とシナプス領域の間を AMPAR が移動する側方拡散という現象が
関わる。従ってシナプス可塑性の分子メカニズムを明らかにするには、AMPAR の膜表面発現
量が変動する機構を解明することが欠かせない。しかし、AMPAR が生細胞膜上においてどの
ような動態を示すのか、相互作用分子が AMPAR の拡散と局在にどのように寄与するのか、は
全く明らかになっていない。 
一方、我々は、一般に膜貫通型タンパク質がダイマー、トリマー、テトラマーと会合してい

くと、その拡散係数は大きく減少することを見出している（オリゴマートラッピングモデル）。
もし、AMPAR が安定なホモあるいはヘテロテトラマーを形成している場合、拡散係数は大き
く減少すると予想できる。しかし、今までの報告によると、あたかもモノマーと同じような速
い拡散も観察されていて、これは予想と合わない。従って、AMPAR の会合状態と拡散係数の
両方を説明することはできない状況であった。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、1 分子蛍光観察と超解像蛍光観察を組み合わせた超高精度イメージング法に
より、神経細胞のシナプス内外での AMPAR の会合状態と拡散挙動を明らかにし、シナプス可
塑性を生み出す機構を解明することである。また、AMPAR の発現密度、会合状態とイオンチ
ャネル活性の相関を調べ、これにより AMPAR がシナプス内外で活性を発揮するのかを明らか
にする。 
 

３．研究の方法 

（１）HEK293細胞膜上にACP-GluA1, ACP-GluA2, Halo7-GluA1, Halo7-GluA2を発現させ、
ほぼ 100%となるように蛍光ラベル標識した。 

（２）HEK293 細胞膜上の GluA1, GluA2 の各輝点同士が共局在する期間を測定し、ホモダイ
マー、ヘテロダイマー、ホモテトラマー、ヘテロテトラマーの寿命を測定した。また、輝点強
度分布を測定し、モノマー、ダイマー、トリマー、テトラマー比を求めた。 

（３）GluA1とN-terminal domainのLIVBPがないdeletion mutantを様々な濃度でHEK293

細胞に発現させ、カルシウム応答を Fluo8-AM を用いて測定した。 

（４）HEK293 細胞膜上の GluA1, GluA2 の拡散係数を測定した。 

（５）マウス神経細胞に Halo7-GluA1, Halo7-GluA2 を発現させ、2－3 週間後、Homer1b 

domain 内外での GluA1, GluA2 の各輝点同士が共局在する期間、拡散係数、ステップサイズ
を測定した。 

（６）Homer1b domain の超解像観察と GluA1, GluA2 の 1 分子追跡の同時観察技術を開発し
ようと試みた。 

 
４．研究成果 
（１）HEK293 細胞膜上で、GluA1, GluA2 は、安定なテトラマーを形成しておらず、短寿命
のホモダイマー（200ms）、ヘテロダイマー(330ms)、ホモテトラマー(100ms)、ヘテロテトラ
マー(200ms)を形成していることが明らかとなった。また、この値は、調節性タンパク質の
Stargazin を共発現させてもあまり変わらなかった。 

 

（２）GluA1 の発現量、つまり GluA1 のテトラマー量に比例して、リガンド添加後のカルシ
ウム応答が見られた。LIVBP のない deletion mutant の場合、Wild type と同じ発現量ではカ
ルシウム応答が極めて弱くしか観察されなかった。GluA1 と deletion mutant のテトラマーが
同じ程度存在していれば、同程度のカルシウム応答が観察された。 

 

（３）HEK293 細胞膜上で、GluA1, GluA2 ともにテトラマーの拡散係数は、モノマーの拡散
係数よりもずっと小さく、ダイマーの拡散係数もモノマーよりやや小さかった。 

 

（４）神経細胞膜上のシナプス以外の領域での GluA1, GluA2 の拡散係数は、モノマーしか形
成しない膜貫通型タンパク質のものに近かった。一方、シナプス内(Homer 1b ドメイン内)での
拡散係数は非常に小さかった。GluA1, GluA2 のテトラマーしか存在していなければ、このよ
うな速い拡散は観察されないと予想された。 

 



（５）上記結果から、刺激に応じて神経細胞が、シナプス領域内外の AMPAR 密度を迅速に調
整しシナプス伝達効率を変更できるのは、AMPAR モノマーの速い動きが原因であるというモ
デルを提案した。 
 
（６）HEK293 細胞で、超解像観察と 1 分子追跡の同時観察技術の開発に成功した。今後は、
神経細胞において、Homer1b domain の超解像観察と GluA1, GluA2 の 1 分子追跡を同時に行
っていく予定である。 
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