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論 文 内 容 の 要 旨

目的 :

中枢神経系で興奮性のシナプス伝達を担うAMPA型グルタミン酸受容体は,大部分がCa2十非透過性のカチオンチャン

ネルを構成しており,GluR2サブユニットの存在がAMPA受容体のCa2十非透過性を決定しているO 近年の研究から,イ

オノトロピックグルタミン酸受容体 (iGluRs)紘,アミノ末端を細胞外に,カルボキシル末端 (C末端)を細胞内に持っこ

とが明らかとなった｡細胞外領域はリガンド結合領域であることが既に示されているが,細胞内領域の機能は不明であった｡

本研究の目的はAMPA型受容体と細胞内で結合しているタンパク質を同定し,受容体と細胞内タンパク質間の相互作用に

よる興奮性シナプス伝達の制御機構を明らかにすることである｡

方法と結果 :

AMPA型受容体GluR2サブユニットのC末端細胞内領域をプローブとし,酵母 2-イブリッド法によりラット全脳

cDNAライブラリーから同領域に結合する分子をスクリ-エングしたところ,全長のN-エチルマレイミド感受性融合蛋白

質 (NSF)cDNAを得た｡他のiGluRサブユニットのC末端細胞内領域はNSFとの結合を示さず,NSFとの結合はGluR

2に特異的であった.またinvitroのタンパク質結合実験により,GluR2はNSFと直接結合していることを示した.欠失変

異体を作製 しこの結合に必要な最小領域を求めたところ,NSFの全長及びGluR2の第 4膜貫通部位から10アミノ酸C末

端側の細胞内領域Lys844-Gln853の10アミノ酸の部位が必要領域であった｡本領域のGluR2合成ペプチドは100〟Mの濃度

で,GluR2とNSFの結合をinvitroで完全かつ特異的に阻害した｡

興奮性シナプス伝達におけるGluR2とNSFの結合の役割を解析する目的で,本ペプチドを海馬CAl領域の錐体ニュー

ロンに細胞内投与し,興奮性シナプス電流を記録したところ,AMPA受容体を介するシナプス電流が顕著かつ進行性に減弱

してゆく現象を観察した｡抗NSFモノクローナル抗体の細胞内投与によっても同様の現象が観察できた｡さらに,局所投与

したAMPAに対する受容体の応答反応も,結合阻害ペプチド依存的に減弱することを観察した｡結合を阻害しない類似の

ペプチド,或いは非特異的なモノクローナル抗体の投与によってはこの現象は起こらなかったo

考察と結論 :

NSFは小胞輸送に関与し,輸送小胞と槙的膜との ドッキングまたは融合を媒介する細胞質タンパク質であると考えられ

てきたO神経系におけるNSFの機能は,シナプス前終末での伝達物質放出過程における役割と比較して,後シナプスについ

ては知見に乏しいのが現状である0本研究により,GluR2とNSFとが,後シナプスにおいて直接結合し得ることが明らか

となった.さらに,AMPA受容体の応答反応の一部はGluR2-NSF問の相互作用に依存していることが明らかとなった｡

結合の阻害によってシナプス電流は振幅だけが減少したことから,個々の受容体の性質の変化ではなく,活性受容体の数の

減少を起こしていると考えられた｡従って,AMPA受容体の活性の一部分は,GluR2-NSF問相互作用依存性に活性受容体
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をシナプス後膜-供給することによって維持されていると考えられる｡ 以上の結果は, シナプス後膜においてAMPA受容

体が小胞輸送に関与するNSFによって調節されているという新 しい興奮性シナプス伝達の制御機構を示すものであるQ

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

中枢神経系の興奮性のシナプス伝達は主としてイオノトロピックグルタミン酸受容体を介 して起こっている0本研究は遺

伝子工学的手法を用いて,AMPA型イオノトロピックグルタミン酸受容体 GluR2サブユニットの活性制御機構を明らかに

しようとしたものである｡

酵母 2-イブリッド法により,GluR2サブユニットの細胞内領域に結合する分子をスクリーニングし,N-エチルマレイ

ミド感受性融合蛋白質 (NSF)cDNAを得た｡GluR2サブユニット上のNSF結合部位を同定 し,結合部位の合成ペプチド

がGluR2-NSF間の結合を阻害することを示 した｡このペプチ ドを,ラット海馬 CA1錐体細胞内へ注入し,興奮性シナプ

ス伝達に対する影響を調べたところ,結合阻害作用をもつペプチ ドに特異的に,興奮性シナプス電流が進行性に減弱するこ

とを示 した｡この興奮性シナプス電流の変化はAMPA受容体応答自体の減弱によって起こる｡ したがって,AMPA受容体

の活性の一部分は,GluR2-NSF間の相互作用によって制御されていると結論された｡以上の成果は,シナプス後膜におい

て AMPA受容体が NSFによって調節されているという新 しい興奮性シナプス伝達の制御機構を明らかにしたものである.

以上の研究は,興奮性 シナプスの生理的制御機構の解明に貢献 し,神経科学 ･医学に寄与するところが多い｡

したがって,本論文は博士 (医学)の学位論文として価値あるものと認める｡

なお,本学位授与申請者は,平成 12年 2月22日実施の論文内容とそれに関連 した試問を受け,合格と認められたもので

ある｡
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