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〈要 約〉

　TARPとcornichonはAMPA受容体の補助サブユニットであり，それぞれAMPA受容体の機能を修飾する．しかし，それらがどのように相互作用するかは不明であった．筆者らは，まずTARPの一部であるγ-4，γ-7，γ-8がAMPA受容体のグルタミン酸応答を再感作すること，残りのγ-2，γ-3，γ-5は再感作しないことを見い出した．γ-8はすべてのAMPA受容体サブユニットに対して再感作した．一方，γ-8をおもなTARPとする海馬ニューロンにおいては再感作が観察されなかった．組換え体を用いて検討した結果，γ-8とcornichon2とをAMPA受容体と共発現すると再感作はみられなくなり，海馬ニューロンと同様の薬理学的な特性を再現することができた．γ-8とcornichon2は海馬のシナプス後肥厚に濃縮しており，cornichon2のタンパク質の量はγ-8欠損マウスにおいて著しく減少していることも見い出された．海馬ニューロンにおいてcornichon2の量を操作することによりシナプスおよびシナプス外部の両方のAMPA受容体の性質が変化した．以上より，γ-8とcornichon2は同一のAMPA受容体に対して機能的に相互作用し，協調的にAMPA受容体の過渡特性と薬理学的な特性とを修飾していることが明らかになった．
はじめに

　哺乳類において，興奮性シナプス伝達の中心的な役割をつかさどる神経伝達物質はグルタミン酸である．シナプス前終末から放出されるグルタミン酸は，シナプス後細胞に存在するイオンチャネル型グルタミン酸受容体であるAMPA受容体と結合し，Na+の細胞内への流入を介してシナプス後細胞を脱分極させる．脱分極はシナプス後細胞の軸索に存在する電位依存性Na+チャネルを活性化することにより活動電位を生じさせ，さらに下流のニューロンに活動シグナルを伝達する．AMPA受容体は興奮性シナプス伝達をつかさどるもっとも重要なグルタミン酸受容体のひとつである1-3)．
　AMPA受容体にはチャネルを構成する主要サブユニット（GluA1，GluA2，GluA3，GluA4）のほか，6つのタンパク質ファミリーγ-2，γ-3，γ-4，γ-5，γ-7，γ-8からなるTARP（transmembrane AMPA receptor regulatory protein）とよばれる補助サブユニットが同定されてきた．TARPの発見は自然に生じた変異マウスであるstargazerマウスに端を発する．γ-2は哺乳類の小脳に多く発現しているが，γ-2を欠損するstargazerマウスの小脳顆粒細胞ではAMPA受容体の機能が特異的に欠損する．また，海馬ニューロンに発現するγ-8をノックアウトすると海馬のAMPA受容体が大きく減少し樹状突起へのAMPA受容体の移動も阻害される．このことはTARPはAMPA受容体の輸送あるいは安定性に根源的な役割をはたしていることを示している4)．
　また，TARPはAMPA受容体の物理学的な特性を修飾する．1 ms程度のあいだのグルタミン酸の投与によりAMPA受容体はいったん開いたのちグルタミン酸が受容体からはずれてチャネルが閉じる．このチャネル閉鎖過程を“脱活性化”とよぶ（図1a）．一方，数百ms以上のあいだのグルタミン酸の投与はAMPAチャネルを開かせたのちグルタミン酸の存在にもかかわらずチャネルが閉じる．このときのチャネル閉鎖過程を“脱感作”とよぶ（図1b）．γ-5を除くすべてのTARPは脱活性化および脱感作の過渡特性を遅くする．γ-5は反対にGluA2を含むAMPA受容体の脱活性化および脱感作の過渡特性を速くする5)．さらに，γ-5を除くすべてのTARPはAMPA受容体のカイニン酸応答を海馬ニューロンのAMPA受容体と類似した大きな応答にする．このことはTARPがAMPA受容体の薬理学的な特性を変化させることを示している5,6)．以上のことは，TARPがAMPA受容体の機能に対して根源的な役割をはたしていることを示している．さらに，ここ1～2年のあいだに新たな補助サブユニットであるcornichonおよびCKAMP44が同定されてきている7,8)．これらはプロテオミクス解析により見い出されたものである．
　ここでは，AMPAとTARPとの共発現で観察される“再感作”と名づけた新たなAMPA受容体の過渡特性の発見を発端に，海馬ニューロンのAMPA受容体の物理学的および薬理学的な性質がTARPのひとつであるγ-8とcornichon2とにより規定されていることを報告する．
1．新しいAMPA受容体の過渡特性である再感作はγ-4，γ-7，γ-8により賦与される
　293T細胞にAMPA受容体とTARP（γ-2，γ-3，γ-4，γ-5，γ-7，γ-8）を共発現させ，グルタミン酸を数十秒のあいだ投与したときの電気生理学的な応答の過渡特性を観察した．いずれの場合もグルタミン酸に依存してAMPAチャネルが開き，数十ms以内に脱感作した．この脱感作は部分的で，グルタミン酸を投与しているあいだは残留電流が観察されたが，AMPA受容体とγ-4，γ-7，γ-8とを共発現させた場合には残留電流がしだいに増加することを見い出した（図1c）．この現象は脱感作を阻害する薬剤を共投与するとみられなくなることから，脱感作したAMPA受容体がグルタミン酸の継続的な投与のもとで再び感受性を取り戻すことと結論し“再感作”（resensitization）と名づけた．AMPA受容体の単独，または，γ-2，γ-3，γ-5を発現した場合には残留電流は一定であった（図1d）．γ-8はすべてのAMPA受容体の主要なサブユニット（GluA1～GluA4）に対して再感作を賦与したことから，再感作はAMPA受容体のサブユニットにはよらないことも明らかになった．
2．γ-8を主要なTARPとして発現する海馬ニューロンでは再感作が観察されない
　つぎに，γ-8が主要なTARPである海馬ニューロンにおいて再感作がみられるかどうかを検討した．成熟した野生型マウスの海馬切片をプロテアーゼで処理したのち細胞分散し，293T細胞と同様に電位固定された海馬ニューロンにおけるグルタミン酸の応答を測定した．しかしながら，再感作現象はまったく観察されなかった．野生型の海馬ニューロンにはγ-8のほかγ-2も発現している．そこで，γ-2の影響を排除するためγ-2欠損マウス（stargazerマウス）でも同様の実験を行ったが，やはり再感作現象はまったく見い出されなかった．一方，カイニン酸に対する応答性は野生型マウスおよびstargazerマウスともにグルタミン酸に対する応答性に比べ著明に大きいことから，AMPA受容体にγ-8の組み込まれていることは明らかであった．以上のことから，γ-8が発現している海馬ニューロンで再感作が生じない理由にはTARPおよびAMPA受容体とはほかの因子がかかわっていることが示唆された．
3．cornichon2とγ-8とをAMPA受容体とともに発現すると再感作は検出されなくなる
　2009年にAMPA受容体の新たな補助サブユニットcornichon2およびcornichon3が見い出され，AMPA受容体の物理的な特性，すなわち，脱活性化と脱感作の過渡特性を遅くすることが報告された．おもしろいことに，海馬ニューロンにcornichon2とγ-8とをAMPA受容体とともに発現すると再感作は観察されなくなり，かつ，カイニン酸応答はグルタミン酸応答に比べて著明に大きくなるという293T細胞と同様の応答を示すことが明らかになった（図2）．抗cornichon2抗体を作製してcornichon2の局在を評価したところ，cornichon2は脳に特異的に発現し，とくに海馬において高いレベルで発現していること，さらに，シナプス後肥厚（postsynaptic density：PSD）画分に濃縮していることが明らかになった．海馬の細胞膜画分の免疫沈降実験においてcornichon2はTARPと共沈することから，少なくとも海馬のAMPA受容体はcornichon2とTARPとをともに含む複合体を形成していることが明らかになった．
　さらに興味深いことに，γ-8を欠損するマウスの海馬においてcornichon2のタンパク質の量が80％近くも減少していた．このことはcornichon2とγ-8とが遺伝的に相互作用していることを示していた．AMPA受容体の量もγ-8欠損マウスの海馬では50％ほど減少していたことも，cornichon2とγ-8とが海馬のAMPA受容体を協調的に修飾していることを支持した．
4．cornichon2とγ-8はシナプスとシナプス外部においてAMPA受容体を調節する
　つぎに，ニューロンにおいてγ-8の過剰発現が再感作にどのような影響をあたえるかを評価した．海馬培養細胞または培養小脳顆粒細胞にγ-8を過剰発現し，電位固定して10～20秒にわたりグルタミン酸を投与したときのAMPA受容体に依存的な電流を測定したところ再感作が観察された．一方，γ-8とcornichon2とをともに過剰発現すると再感作は観察されなかった．このことは293T細胞のみならずニューロンにおいてもAMPA受容体の再感作はγ-8とcornichon2とのバランスで規定されていることを示していた．
　以上の実験で行ったグルタミン酸の投与はおもにシナプス外のAMPA受容体を活性化した．よって，シナプスにおけるAMPA受容体にcornichon2が含まれているかどうかは依然として不明であった．シナプスにおけるcornichon2の役割を評価するためには，まず，シナプスでのAMPA受容体の活性化および脱活性化を培養細胞で再現すること，すなわち，ごく短時間（1 ms）のグルタミン酸投与による脱活性化の過渡特性を測定するのが近道であった．
　そこで，GluA1，γ-8，cornichon2をさまざまな組合せで発現した293T細胞の脱活性化および脱感作の過渡特性を測定した．その結果，脱活性化および脱感作の時定数はいずれも，GluA1単独，GluA1とγ-8，GluA1とcornichon2，GluA1とγ-8とcornichon2，の順で大きくなり，cornichon2とγ-8とは協調的に脱活性化および脱感作を遅くすることが明らかになった．このことから，もし過剰発現したcornichon2がシナプスで機能するとすれば，cornichon2の量を増やせばシナプス伝達によるAMPA受容体の脱活性化の時定数は大きくなるはずであった．
　TARPが欠損している小脳顆粒細胞にγ-8とcornichon2とを組み合わせて発現させ，シナプス伝達の一種である微小シナプス電位を測定した．cornichon2を単独で発現した場合は，外来のcDNAをなにも導入していないときと同様に，微小シナプス電位は観察されなかった．このことはcornichon2は単独ではAMPA受容体をシナプスに局在することができないことを強く示唆した．一方，γ-8を発現した場合，および，γ-8とcornichon2とを共発現した場合には微小シナプス電位が観測された．さらに，微小シナプス電位の時定数はcornichon2を共発現した場合には有意に増加した．このことはcornichon2がγ-8とともにシナプスに局在することを示していた．
　つぎに，内在性のcornichon2もシナプスに局在化しているかどうかを検討した．海馬の培養ニューロンにおいてshRNAを用いてcornichon2をノックダウンしたとき微小シナプス電位にどう変化が生じるかを測定した．cornichon2に対する2種類のshRNAの導入により部分的にcornichon2の量を下げることができ，その結果，微小シナプス電位の電荷移動量が減少することが見い出された．このことは内在性のcornichon2がシナプスに局在しAMPA受容体の脱感作を抑制していることを強く示唆した．
　以上のことから，海馬ニューロンにおいてcornichon2はγ-8とともにシナプスとシナプス外部の両方でAMPA受容体の性質を規定していることが明らかになった．
おわりに

　この研究ではγ-8に代表される一部のTARPによる新たなAMPA受容体の物理学的な特性“再感作”を発見した．海馬ニューロンにおいてγ-8とcornichon2とをAMPA受容体と共発現することにより再感作が観察されなくなることを見い出した．さらに，海馬ニューロンにおいてシナプスおよびシナプス外部の両方のAMPA受容体が2種類の補助サブユニットγ-8とcornichon2とによって制御されていることを明示した．以上のことは，海馬ニューロンのAMPA受容体が補助サブユニットの組合せによって性質決定されていることを示していた．一方，cornichon2はニューロンのAMPA受容体にほとんど影響をあたえないという報告もある9)．この相違がどのような理由で生じるのかを明らかにすることが必要である．また，内在性のcornichon2あるいはcornichon3を欠損させた場合に再感作が観察されるかどうか，すなわち，cornichon2ノックアウトマウスあるいはcornichon3ノックアウトマウスを用いた実験は重要と考える．さらに，どのような分子機構によってcornichon2はγ-8による再感作を阻害するのかを検討することも興味深い課題である．
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〈図説明〉
図1　AMPA受容体の脱活性化，脱感作，再感作
（a）脱活性化．TARPおよびcornichon2により過渡特性は遅くなる．
（b）脱感作．TARPおよびcornichon2により過渡特性は遅くなる．
（c）再感作．γ-4，γ-7，γ-8をAMPA受容体と発現すると，いったん脱感作したAMPA受容体がゆっくりと再び感作した状態になる．
（d）AMPA受容体の単独，もしくは，γ-2，γ-3，γ-5，cornichon2との共発現では再感作は観察されない．
図2　海馬ニューロンのAMPA受容体の物理学的および薬理学的な特性はAMPA受容体とその補助サブユニットγ-8とcornichon2を共発現することにより実現される
（a）海馬ニューロン．グルタミン酸の投与による再感作は観察されない．また，カイニン酸に対する応答はグルタミン酸に対する応答に比べ著しく大きい．
（b）293T細胞．AMPA受容体の単独ではグルタミン酸およびカイニン酸に応答するごく小さな定常電流が検出される．AMPA受容体とcornichon2との共発現によりグルタミン酸応答およびカイニン酸応答は増加するが，カイニン酸電流とグルタミン酸電流との比率は約1で海馬ニューロンとは異なっている．AMPA受容体とγ-8との共発現は再感作をひき起こし，そのときのカイニン酸電流とグルタミン酸電流との比率は海馬ニューロンに近い．AMPA受容体とγ-8およびcornichon2とを共発現すると再感作は抑制され，カイニン酸電流とグルタミン酸電流との比率は海馬ニューロンと同様になる．
