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研究成果の概要（和文）：代謝型グルタミン酸受容体５(mGluR5)の新規リン酸化サイトの検索
を行い、セリン 870残基がプロテインキナーゼ A(PKA)によってリン酸化修飾を受けることを
発見した。新規リン酸化サイトの検索は、mGluR5の C末端ペプチドを作成し、in vitroで PKA
によるリン酸化反応を行い、アイソトープラベル【γ-32P】ATPの取り込みをリン酸化ペプチ
ドマップに展開した。この時、野生型 mGluR5 C 末端ペプチドと、セリン 870 残基をアラニ
ン残基に置換したミュータントとの比較で、ミュータントではアイソトープの取り込みが阻害

されることから証明された。現在、このリン酸化サイトによる mGluR5機能や活性の変化を解
析中である。 
 
研究成果の概要（英文）：In this research, we discovered new phosphorylation site of mGluR5, 
which phosphorylated by PKA and the site is serine 870 of mGluR5. Methods of this study, 
we generate mGluR5 C-teerminal peptie for in vitro phosphorylation assay by protein 
kinase A and 【γ-32P】ATP. Compared with wild and mutant mGluR5 C-terminal peptide, 
mutant inhibited to gain 【γ-32P】labeled isotope. Now we set up the experiment of the 
function by this mGluR5 phosphorylation. 
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１．研究開始当初の背景 
	 統合失調症、陰性症状である、感情鈍麻、

自発性、意欲の低下、無関心は現在の治療

薬での改善が難しいとされ、その病態に認

知障害があると考えられている。フェンサ

イクリジンの乱用で、統合失調症様の陰性

症状が出現することから、グルタミン酸神

経伝達系と陰性症状の関連が考えられてき

た。グルタミン酸受容体のひとつである、

代謝型グルタミン酸受容体５型	 (mGluR5)	 

は、統合失調症、アルツハイマー病、不安

障害や薬物依存などの病態において、認知、

記憶、学習の面で関与していると考えられ

ている。mGluR5 欠損マウスの解析では、統

合失調症患者で認められる prepulse	 

inhibition の障害や、海馬 CA1 部位におけ

る LTP の障害が報告されている。また、脆

弱 X 症候群のモデルである fragile	 X	 

mental	 retardation	 protein	 (FMRP)	 欠損

マウスはアルツハイマー病の動物モデルと

も考えられているが、FMRP 欠損マウスでの

シナプス可塑性の異常は、mGluR5 機能亢進

が原因と考えられている。このように、

mGluR5 はグルタミン酸情報伝達系におい

て極めて重要であるが、mGluR5 活性調節の

メカニズムは明らかでない。	 

	 
２．研究の目的 
	 mGluR5 の活性調節による細胞内シグナ

ル伝達の調整、神経可塑性への関与、他の

グルタミン酸受容体との相互作用など未解

明な部分は多い。応募者は、リン酸化によ

り mGluR5 の生理的機能が修飾され、活性が

調節されることに着目し研究を推進してい

る。本申請研究課題では、mGluR5 の新規リ

ン酸化部位の発見と、その機能解析により、

mGluR5 の活性調節機構の解明を進める。	 

	 

３．研究の方法 
(1)本研究では、分子生物学、神経化学の手

法を用いて、代謝型グルタミン酸受容体 5

型(mGluR5)の新規リン酸化部位と、そのリ

ン酸化を行うプロテインキナーゼの特定を

行う。具体的には、mGluR5の C末端ペプ
チドを大腸菌に遺伝子導入し培養すること

でペプチドを作成し、	 ペプチドに付けた

GSTタグにより単離精製を行う。そのペプチ
ドを用いて、in vitroで様々なプロテインキ
ナーゼによるリン酸化反応を行い、アイソト

ープラベル【γ-32P】ATPの取り込みをリン
酸化ペプチドマップに展開する。この時、野

生型 mGluR5 C末端ペプチドと、リン酸化が
予測されるセリンもしくはスレオニン残基

をアラニン残基に置換した変異型との比較

で、ミュータントではアイソトープの取り込

みが阻害されることからアミノ酸リン酸化

修飾が証明される。 
(2)グルタミン酸による刺激によって、

mGluR5 を介する細胞内シグナル伝達が、新

たに同定したリン酸化修飾によって変化、

影響を受けるのかを検証する。野生型

mGluR5 と、目的のリン酸化修飾を受けるセ

リンもしくはスレオニン残基（新規リン酸

化部位を含む）をアラニン残基に置換し、

リン酸化修飾されない mGluR5 変異型との

比較により、その機能を解析する。過去に

報告のある、mGluR5を介したERKの変化や、

細胞内カルシウム動態の変化を検証する。	 

	 

	 

	 

４．研究成果	 

(1)新規リン酸化部位の検索のため、予測さ

れるリン酸化部位で、過去に論文報告のない

部位のセリンもしくはスレオニン残基をア

ラニン残基に置換した変異型 mGluR5	 C 末端

ペプチドを作成した。作成した変異体は、セ

リン 834 残基、スレオニン 837 残基、スレオ

ニン 840 残基、・・・他、計 42 種類である。

使用したプロテインキナーゼは、プロテイン

キナーゼ A、マップキナーゼ,プロテインキナ

ーゼ C、CDK5 である	 

	 

	 

	 



 

 

（図 1）	 

ペプチドは、トリプシン消化後、二次元に薄

層クロマトグラフィーを用いて展開される。

その展開したクロマトグラフィーは、フィル

ムに長時間感光させることで、アイソトープ

集積部位が検出されるが、そのパターンを、

野生型と変異型で比較する。図 1の様に、野

生型と変異型で集積部位が変化ない場合、変

異させたリン酸化アミン酸残基はプロテイ

ンキナーゼ Cでリン酸化修飾を受けない。	 

	 42 種類の変異型 mGluR5 を作成した後、よ

うやく PKA にてリン酸化修飾を受ける部位を

認め、それは過去に報告のない新規のリン酸

化サイトであった。	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

（図 2）	 

	 

図 2 では３、４で示した点が、変異体で消失

することが明らかである。	 

（２）現在、この新たに発見したリン酸化サ

イトの機能解析を行っている	 
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