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研究成果の概要（和文）：AMPA型グルタミン酸受容体(AMPAR)数は、神経細胞間の興奮性伝達量を規定する。従
って記憶学習形成の分子メカニズムを理解する上で、その数の制御機構の解析は重要となる。特にAMPAR上の特
定の糖鎖構造を欠失させると、記憶学習形成の基盤となる長期増強の低下が観察されてきた。そこで本研究で
は、特定のN型糖鎖がAMPARの数をどのように制御するか、膜表面発現量や膜表面動態に着目しながら解析を行っ
た。結果、これまで安定的な四量体とされてきたAMPARは、膜表面上で単量体から四量体へ数百ミリ秒単位で組
み替わることが分かった。そして特定のN型糖鎖が、AMPARの膜表面発現量を制御することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The number of AMPA-type glutamate receptors (AMPARs) regulates the 
excitatory transmission level between neurons. Therefore, the regulation of AMPARs number is 
important for understanding the molecular mechanisms of learning and memory formation. In 
particular, loss of a specific glycan structure on AMPARs reduced long-term potentiation, which is 
the basis of learning and memory formation. In this study, how specific N-glycans regulate the 
number of AMPARs was investigated by focusing on the AMPAR expression level and dynamics in neuronal
 plasma membrane. As a result, it was found that AMPARs, which have been believed to be stable as 
tetramers, repeatedly associated and dissociated between monomers and tetramers in the plasma 
membrane within several hundred milliseconds. Furthermore, specific N-glycans regulated the cell 
surface expression level of AMPARs.

研究分野：神経糖鎖生物学

キーワード： AMPA型グルタミン酸受容体　N型糖鎖　一分子イメージング法

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでアルツハイマー病を代表とした脳機能疾患において、海馬領域での長期増強異常が見つかってきた。な
かでも最近、ハンチントン病態モデルにおいて膜表面上でのAMPARの移動能に異常があることが報告された。そ
して興味深いことに、一部の統合失調患者で異常な糖鎖修飾がAMPARに観察されることも分かってきた。その中
で本研究成果は特定の糖鎖構造がAMPARの動態にどのように影響を与えるかについて解析したものであり、糖鎖
が疾患の原因分子である可能性や、新たな治療標的となりうる可能性を示した点で、重要な知見であると考え
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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
記憶学習形成には、神経活動に伴った適切なスパイン強度の維持が要求される。なかでもシナプ
スでの興奮伝達には、スパインに高密度に存在するイオン透過型チャネルの AMPA 型グルタミン
酸受容体(AMPAR)の活性が必要となる。この受容体の数に従い伝達の強さが変化することから、
スパイン内の AMPAR の「数」の制御機構解析が記憶学習形成の分子メカニズムを理解する上で必
須となる。神経活動下でのスパイン内 AMPAR 数の制御には、(i)樹状突起膜上プールからスパイ
ン内への側方移動(ii)細胞内小胞プールから膜表面への輸送の 2 つが重要とされる(Nat. Rev. 
Neurosci., 17, 337-350, 2016)。 
 これまでに私は、硫酸基を末端に持つ特徴的な 3糖構造の「HNK-1 糖鎖」および N型糖鎖の根
元にフコースが付いた「コアフコース」が、共に AMPAR 上に発現することを見出してきた(PLoS 
One. 10, e0135644, 2015; J. Biol. Chem., 290, 17566-17575, 2015)。さらに HNK-1 あるい
はコアフコースを欠失した神経細胞では、記憶学習形成の基盤となる長期増強(long-term 
potentiation; LTP)の低下が観察されることを明らかにしてきた(Biochim. Biophys. Acta., 
1861, 2455-2461, 2017; J. Biol. Chem., 290, 17566-17575, 2015)。LTP の発動には上述
(i)(ii)のメカニズムが働くことから、AMPAR の細胞内動態に特定の糖鎖構造が強く関与してい
ることが考えられた。すなわち、AMPAR 上の特定の N型糖鎖が AMPAR の側方移動や膜表面発現を
制御している可能性が考えられた。しかし、その具体的な AMPAR の膜表面上の動態メカニズムは
不明なままであった。 
 
２．研究の目的 
本研究を進める上ではじめに、AMPAR の主要サブユニット GluA1 と GluA2 の細胞膜表面上の動態
を調べる必要があった。これまでに、AMPAR は小胞体内でヘテロまたはホモの四量体に形成され、
その四量体の形を維持したまま膜表面を移動しシナプスまで運ばれて機能すると信じられてき
た。言い換えると、一度四量体が組み立てられると、分解されるまでその組成は変化しないと考
えられてきた。ところが私は過去の研究で、コアフコースの欠失に伴い AMPAR の四量体の組成が
変化することを見出してきた(J. Biol. Chem., 290, 17566-17575, 2015)。コアフコース転移
酵素 Fut8 はゴルジ体で機能することから、小胞体脱出以降において四量体の組み合わせが変化
することが示唆されてきた。そこでまずは本質的な AMPAR サブユニットの膜表面上動態を調べ
るために、岐阜大学鈴木健一博士の研究協力のもと一分子イメージング法を導入し、その解析を
試みた。 
 AMPAR の補助サブユニット Stargazin(Stg)はシナプス後部の主要な足場タンパク質である
PSD95 と相互作用することで、AMPAR をシナプスに係留する働きがある。それに対し最近、Stg が
脱感作と呼ばれる AMPAR の構造的変化(リガンド結合状態でチャネルが閉口する現象)を検知す
ると膜表面上で Stg が AMPAR から離れ、AMPAR の動きが速くなることが報告された(Neuron, 85, 
787-803, 2015)。そして、Stg−AMPAR の移動制御は足場タンパク質が豊富に存在するシナプスに
限らず、足場タンパク質の少ない樹状突起膜上でも行われることも知られてきた(Neuron, 54, 
447-460, 2007)。また、特定のアミノ酸に変異を入れた変異体でその脱感作時間に影響が出るこ
とも報告されており(Cell Rep., 9, 728-740, 2014)、AMPAR 上の N型糖鎖もその立体構造の支
持に関わる可能性が十分に考えられた。以上から私は、N型糖鎖が Stg を介して AMPAR の移動能
を制御するのではないかと考えた。そこで本研究では Stg により AMPAR の動態がどのように膜
表面上で変化するか、同様に一分子イメージング法で解析を試みた。 
 これまでに GluA1 や GluA2 上の特定の N 型糖鎖が、ヘテロの組み合わせにおいて膜表面発現
量を制御することを明らかにしてきた(PLoS One. 10, e0135644, 2015; J. Neurochem. 147, 
730-747, 2018)。一方で AMPAR はホモ四量体も神経細胞において機能的に重要であることが知
られるものの、ホモの組み合わせにおいて特定の N 型糖鎖がどのようにその膜表面発現を制御
するかは分かっていなかった。そこで本研究では、多様なタグを付加した N型糖鎖付加部位変異
体を用いながら蛍光免疫染色によりその解析を試みた。 
 
３．研究の方法 
(1) 一分子イメージング法は、全反射顕微鏡を用いて生細胞膜表面上の一分子の動きや会合の
様子をリアルタイムに可視化できる手法である。特に鈴木健一博士が有する手法では膜表面に
発現させた目的分子に対し 100%の蛍光ラベル効率で導入することが可能なため、全ての一分子
の時空間的なダイナミクスを観察できることが特色である。そこで本方法を用いて、HEK293 細
胞(AMPAR を内在的に発現していない細胞)に AMPAR サブユニットを発現させて、膜表面上の動態
について調べた。特に AMPAR サブユニットの動きの速さは、LTP の発動に関与すると考えられる
ことから、本研究では拡散係数を求めることで速さを評価した。 
 一方上述の通り、Stg は動いている AMPAR サブユニットと結合することで機能を制御する。従
って AMPAR の動態を理解するためには、Stg が AMPAR サブユニットどの程度の時間会合しあって
いるか、いわゆる会合時間を計測する必要がある。そこで Stg を発現させた HEK293 細胞膜上で、
AMPAR サブユニットとの会合時間を計測し、Stg による AMPAR サブユニットの動態制御能につい



て評価した。 
(2) AMPARサブユニットは恒常的に小胞体内に多量に貯留され、その一部が膜表面に輸送される。
ここで、AMPAR サブユニット上の N型糖鎖の役割を知るために、N型糖鎖付加部位変異体を作製
し HEK293 細胞に発現させ、膜表面発現量の解析を試みた。すなわち各変異体の膜表面発現量の
解析は、各 N型糖鎖による小胞体脱出能制御の理解につながる。本研究では特に、ホモの組み合
わせでの小胞体脱出能の違いを調べるために、異なるタグ(HA、myc、GFP)を使い分け、蛍光免疫
染色によりその膜表面発現量を定量評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 一分子イメージング法により HEK293 細胞膜上の GluA1 と GluA2 の動きを観察したところ、
これまで定説とされてきた安定的な四量体の形ではなく、単量体で拡散しては一過的に二量体、
三量体、四量体を形成しては崩壊する様子が観察された。それぞれの会合時間を計測すると、ホ
モ二量体形成時間は約 160 ミリ秒だったのに対し、ヘテロ二量体形成時間は約 330 ミリ秒で、2
倍以上長い時間会合することが分かった。そしてホモ四量体形成時間は約 100 ミリ秒だったの
に対し、ヘテロ四量体形成時間は約 200 ミリ秒で、二量体の結果と同様の傾向が見られた。生体
内の神経細胞ではヘテロフォームの AMPAR がホモと比べて顕著に多いが(Neuron. 62, 254-268, 
2009)、これは会合時間の差によるものであることが示唆された。加えて、単量体の拡散係数は
0.15 µm2/s 程度に対し、四量体は 0.014 µm2/s で非常に動きが遅かった。さらに、AMPAR サブユ
ニットの発現密度が高いほど四量体の形成割合が高かった。ここで、スパイン内では AMPAR の密
度が非常に高く、樹状突起膜上では密度が低いことが知られる。以上から、①樹状突起膜上では
AMPAR サブユニット密度が低いために主に単量体で移動する②単量体は移動能が高いため、刺激
などの環境変化に応じて速やかにスパイン内に移行できる(i.e. AMPAR サブユニット数の速や
かな供給が可能となる)③スパイン内では AMPAR サブユニットが集積しているため四量体が積極
的に形成されるが、ミリ秒単位で崩壊してはすぐに新たな組み合わせの四量体が組み立てられ
る、といった新たなモデルを見出した。 
 次に Stg と AMPAR サブユニットの同時 2色一分子観察手法を行なった結果、Stg は GluA1 の単
量体と〜200 ミリ秒の会合時間を示したことから、2者は一過的な複合体を膜上で作ることが分
かった。興味深いことに、Stg は GluA1 の二量体とも同様に〜200 ミリ秒程度の会合時間を示し
たことから、AMPAR と Stg の会合能にサブユニットの数は影響されないことが示唆された。Stg
は四量体と相互作用すると予想されてきたが、これらの結果から実際には単量体や二量体と一
過的に複合体を形成することが明らかとなった。一方 Stg 過剰発現下で GluA1 のホモ二量体形
成時間が変化することが想定されたが、有意な差は見られなかった(Stg の発現有り無しでいず
れも約 160 ミリ秒)。また、GluA2 においても同様の結果が得られた。これらのことから、AMPAR
サブユニットと Stg は膜表面上で安定的に複合体を形成するのではなく、準安定的に複合体を
形成しては壊れるモデルが得られた。 
 以上の結果については、2019 年 11 月に Nature Communications に掲載された。 
(2) GluA1 には 6 箇所、GluA2 には 4 箇所の N 型糖鎖付加部位が存在する(GluA1; 
N63,N249,N257,N363,N401,N406、GluA2; N256,N370,N406,N413)。これら糖鎖付加部位のアスパ
ラギンを別のアミノ酸に変異させた糖鎖付加部位変異体を HEK293 細胞に発現させ、その 24 時
間後に膜表面発現量を解析すると、GluA1ΔN63、GluA1ΔN363、GluA2ΔN370 の 3 つの変異体で
表面発現量が低いことがこれまでに明らかとなっている(PLoS One. 10, e0135644, 2015; J. 
Neurochem. 147, 730-747, 2018)。ところが、これら変異体を発現させた細胞を 72 時間培養す
ると、GluA1ΔN63 は膜表面に依然ほとんど発現しなかった一方で、GluA1ΔN363、GluA2ΔN370
は経時的に膜表面発現量が増加することが新たに分かった。このことから、3つの変異体は同じ
ような表現型を示すものと考えられてきたが、実際には GluA1ΔN63 は小胞体からの脱出が顕著
に抑制された変異体であり、GluA1ΔN363 と GluA2ΔN370 は小胞体脱出レートが遅くなっている
変異体であることが示唆された。 
 さらに、それぞれの変異体と合わせて野生型の同じサブユニットを同時に発現させ(ホモ発現
条件)、24 時間後に膜表面発現量を解析した。結果、GluA2 野生型発現下において GluA2ΔN370
の膜表面発現量が野生型と同程度まで回復した。GluA2 野生型は GluA1ΔN363 の膜表面発現量も
回復させることから、GluA2 が各サブユニットを主導的に輸送制御していることが分かった。そ
れに対し、GluA1 野生型の発現下において GluA1ΔN63 および GluA1ΔN363 の膜表面発現量は低
いままだった一方、GluA1 野生型の膜表面発現量は GluA1ΔN63 の発現下でのみ顕著に低下する
ことが分かった。すなわち、GluA1N63 位の N 型糖鎖はホモの組み合わせにおいて小胞体を脱出
するために必須の因子であることが分かった。 
 以上の結果については、2020 年 7 月に International Journal of Molecular Sciences に掲
載された。 
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