
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成 21 年 6 月 4日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要： 
 AMPA受容体は興奮性シナプス伝達ならびに学習・記憶の細胞モデルであるシナプス伝達長

期増強現象 (LTP) 発現に最も重要なイオンチャネル型グルタミン酸受容体の一つである。L

TP発現の一要因としてAMPA受容体traffickingが注目されているが、その作用機序の詳細は

不明である。本研究はAMPA受容体traffickingにおけるO-GlcNAc化の役割解明を目的とした。

O-GlcNAc化はAMPA受容体の細胞膜表面への特異輸送ガイダンスシグナルとして働き、AMPA受

容体エンドサイトーシスを阻害することによって細胞膜表面AMPA受容体数を増加させた。こ

の作用はLTP維持に重要であることが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
 最近、神経伝達物質受容体 trafficking の

概念が提唱されているが、その調節機構・シ

グナル分子に関しては不明な点が多い。AMPA

受容体は興奮性シナプス伝達ならびに学

習・記憶の細胞モデルあるシナプス伝達長期

増強現象 (LTP) 発現に最も重要なイオンチ

ャネル型グルタミン酸受容体の一つである。
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AMPA 受容体 trafficking に関して、AMPA 受

容体の細胞内から細胞膜への移行は AMPA 受

容体の細胞内ドメインの燐酸化、 特に

CaMKII による燐酸化が重要であると考えら

れている。また、最近ではチロシンキナーゼ

も AMPA 受容体 trafficking 調節因子である

ことが示唆されている。しかし、AMPA 受容体

traffickingにおけるO-GlcNAc化の役割に着

目した研究は国内外を問わず皆無であり、

AMPA 受容体 trafficking における O-GlcNAc

化の分子制御機構解明を目指した本研究の

着想に至った。 

 
２．研究の目的 

 本研究は、①AMPA受容体のセリン／スレ

オニン蛋白質燐酸化酵素による燐酸化 (P

i) とO-GlcNAc化が同一の部位で起こるか

どうか、②セリン／スレオニン蛋白質燐酸

化酵素によるAMPA受容体燐酸化が輸送ガイ

ダンスシグナルとして働き、細胞膜表面の

受容体発現数を促進するかどうか、AMPA受

容体O-GlcNAc化がクラスリンコーティング

開始／エンドサイトーシスシグナルとして

働くかどうか、③AMPA受容体O-GlcNAc化が

クラスリンコーティング開始／エンドサイ

トーシスシグナルとして働くかどうか、を

決定することにより、AMPA受容体trafficki

ng におけるO-GlcNAc化の分子制御機構を

解明することを目的とした。 

 
３．研究の方法 

（研究計画）AMPA受容体traffickingにおけ

る0-GlcNAc化と燐酸化の相互関係を決定 

（方法） 

①セリン／スレオニン燐酸化部位変異Gl 

 uR1、GluR2サブユニットcDNA作成 

②O-GlcNAc化転移酵素siRNAを作成 

③HA/T-GluR1、HA/T-GluR2キメラcDNA作成 

④O-GlcNAc化と燐酸化の相互作用を決定 

⑤正常・燐酸化部位変異GluR1、GluR2動態

 に対するアロキサンの効果解析 

⑥正常・燐酸化部位変異GluR1、GluR2動態

 に対するO-GlcNAc化転移酵素、ホルボー

 ルエステル(PKC活性化)の効果解析 
 

（研究計画）AMPA 受容体 trafficking に対す

る 0-GlcNAc 化制御機構の解明 

（方法） 

① 正常・燐酸化部位変異 GluR1、GluR2 を

用いた AMPA 受容体 trafficking に対する

セリン／スレオニン燐酸化の効果解析 

②O-GlcNAc 化転移酵素 siRNA を用いた AMPA

受容体 trafficking に対する O-GlcNAc 化の

効果解析 

③HA/T-GluR1、HA/T-GluR2 を強制発現培養

ラット海馬神経細胞を用いた AMPA 受容

体 trafficking に対する O-GlcNAc 化の

効果解析 

④O-GlcNAc 化転移酵素ノックダウンラッ

ト海馬切片におけるシナプス伝達解析  

 

４．研究成果 

(1) AMPA 受容体反応に対するアロキサンの

効果. 

 AMPA受容体サブユニットGluR1をアフリカ

ツメガエル卵母細胞膜に発現させた。

Two-electrodevoltage-clamp 法を用いてカ

イニン酸によって誘発される GluR1電流を測

定した。GluR1 反応は O型 N-アセチルグルコ

サミン化（O-GlcNAc 化）転移酵素の阻害剤で

あるアロキサン処理後 80 分で約 150%の増大

を認めた（図 1）。 



 

 

 

図 1. AMPA 受容体反応に対するアロキサンの

効果. 

 

（２）長期増強現象 (LTP)に対するアロキサ

ンの効果. 

 ラット海馬切片の CA1領域より field EPSP

を記録した。LTP 維持相において、アロキサ

ン処理群はコントロール群と比較して約 75%

の 増 大 効 果 が 認 め ら れ た （ 図 2 ）。

図２. 長期増強現象 (LTP)に対するアロキ

サンの効果. 

 

（３）AMPA 受容体 trafficking に対するアロ

キサンの効果. 

 ラット海馬切片をショ糖密度勾配遠心法

で分画し、抗 GluR1 抗体、抗 GluR2 抗体を用

いてウェスタンブロッティングした。アロキ

サン存在下で LTPが誘導された海馬切片にお

ける GluR1、 GluR2 細胞内分布はともに, コ

ントロール群の分布と比較して細胞膜分画

（ラフト含有分画）に移行していた（図 3）。 

 

 

図 3. AMPA 受容体 trafficking に対するアロ

キサンの効果. 

 

 これらの結果は、①セリン/スレオニン蛋

白質燐酸化酵素によって燐酸化される部位

と同一の部位で起こる O-GlcNAc 化が、AMPA

受容体の細胞膜表面への特異輸送ガイダン

スシグナルとして働き、細胞膜表面の受容体

発現数を促進する、②細胞膜表面発現 AMPA

受容体に付加された燐酸基が O-GlcNAc に変

換される (O-GlcNAc化)とAMPA受容体エンド

サイトーシスを阻害する、③AMPA 受容体の

O-GlcNAc 化は LTP 維持に必要である、ことを



 

 

示している。 
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