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グリア由来グルタミン酸トランスポーターのシナプス局在メカニズムの解明
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はじめに
脳神経系は電気的信号により情報を交換する神経細胞のネットワークで形成されている。神経細胞はシナプスと呼ばれる場を介してシナプス前終末から後終末へと、情報の伝達を行う。この際に前終末から分泌される神経伝達物質であるグルタミン酸は、直ちにシナプス周囲を被覆する被覆するグリア細胞（アストロサイト）によって回収される。この除去システムはシナプス機能の恒常性を維持するのに必須であり、遊離グルタミン酸がシナプス間に滞留してしまうと必要以上の神経興奮が起こり、てんかん等の様々な神経疾患を誘発するとされている。
グルタミン酸を細胞内に取り込むシステムとして、細胞膜上に存在するグルタミン酸トランスポーターが存在する（図1）。このトランスポーターは神経細胞とアストロサイトの両方が持っているが、それぞれ役割が異なることが報告されている1）。特にアストロサイト膜上のトランスポーターであるGLASTはより高濃度のグルタミン酸に対して親和性が高く、分泌直後のグルタミン酸を素早く回収する役割を担っている。そしてこの時の回収効率にはGLASTとシナプスの距離が大きく関わっていることが明らかとなっている2）。しかしながらシナプスという非常に微細な構造の中で、GLASTが効率的にシナプスを探し出し、そこに局在するメカニズムについては不明であった。
[image: ]図1 シナプスの構造とアストロサイトによるグルタミン酸回収システム


DSCAM-GLAST相互作用の発見
ヒト21番染色体上に存在するDown syndrome cell adhesion molecule （DSCAM）はダウン症の関連遺伝子として発見され3）、近年では統合失調症や自閉症等に関わることも示唆されている4–9）。DSCAMはDSCAM同士の細胞外ドメインを介して接着と反発という異なる機能を使い分けており、これまでさまざまな生物種において神経系の発生・発達に重要な役割を果たしてきていることが報告されてきた10, 11）。また、DSCAMと結合する他の分子も報告されており12）、我々はこの分子の持つ機能的多様性に注目し、小脳シナプス画分からDSCAM抗体を用いた免疫沈降によってDSCAMタンパク質とそれに結合する分子群をまとめて分離し、その分離産物をウエスタンブロット法で調べて見ると、その中にGLAST分子も含まれていることが観察された（図2A）。つまり、小脳においてDSCAMとGLASTが結合していることが示唆された。さらにDSCAM-ALFA tagタンパク質が発現するゲノム編集マウス（DscamALFA/ALFA）の免疫組織化学染色を行った。ALFAタグとGLASTのシグナルが隣接していることから、DSCAM-ALFAとGLASTのシグナルが小脳組織で共局在することが認められた（図2：黄色矢頭）。また、Dscam遺伝子のmRNAの分布を調べたところ、小脳の各種神経細胞では発現するものの、小脳のアストロサイトであるバーグマングリアには発現が認められなかった。そのため、DSCAMとGLASTの相互作用は神経細胞とバーグマングリアの二つの細胞間で起きていると考えられた。
[image: ]図2 小脳抽出液中のDSCAM結合分子と小脳組織におけるタンパク質局在


DSCAM機能欠損によるGLASTの脱局在化
実際にこの相互作用が生体内で機能していることを確かめるため、Dscam遺伝子の機能欠損マウス（Dscamdel17/del17）を用いて以下の実験を行った。まず、成体小脳のプルキンエ細胞に電極を刺してパッチクランプ法で神経活動を調べたところ、Dscamdel17/del17では興奮性シナプスの一つである平行線維シナプスにおいて、GLASTが担っている早い段階でのグルタミン酸回収効率が低下していた（図3A）。さらにこのマウスでは、GLASTタンパク質の発現量自体には変化は認められなかったが、免疫電子顕微鏡実験によってGLASTの興奮性シナプス（平行線維シナプス）における分布を調べると、バーグマングリア細胞膜上のGLAST分子のシナプスへの集積が阻害されていることが明らかになった（図3B）。このことから、神経細胞で発現するDSCAMが失われるとGLASTのシナプス周囲への集積が阻害され、結果的にバーグマングリアによる遊離グルタミン酸の回収が損なわれることが示唆された。
[image: ]図3 DSCAM欠損によって引き起こされる神経機能および行動障害


グルタミン酸回収の不全が引き起こす神経回路への影響
この遊離グルタミン酸除去システムの役割は、過興奮から神経細胞を守ることだけではない。神経発達や学習は、適切なタイミングと適切な閾値での神経伝達によって制御されている。そこで、プルキンエ細胞へと投射する2種類の興奮性シナプス（平行線維シナプスと登上線維シナプス）の発達について調べた。この2種類のシナプスは、お互いに競合してテリトリーを奪い合いながら発達する13）。登上線維シナプスは発達に伴って少しずつプルキンエ細胞の基部から樹状突起の末端方向（上方）へと数を増やしていく一方で、平行線維シナプスはそこから枝分かれした微細な突起でシナプス数を増やすことが知られている13）。正常なマウスと比べて、Dscamdel17/del17マウスでは、登上線維シナプスの上方への拡大が極端に損なわれることが観察された。この現象は、Dscam遺伝子をプルキンエ細胞だけで阻害したノックアウトマウス（Dscamflox/flox;Pfcp2Cre）でも認められたため、プルキンエ細胞で発現するDSCAMタンパク質こそが、このシナプス発達に重要な役割を果たしていることが明らかとなった。この2種類のシナプスが互いのテリトリーを決めるメカニズムには発達時期における平行繊維からの入力が鍵であることが示唆されている14）。DSCAMが失われると平行線維シナプスで遊離グルタミン酸が滞留することによりこのバランスが崩れるため、競合する登上線維シナプスの発達を阻害したという可能性が浮上した。そこで、Dscamflox/flox;Pfcp2Creマウスに対して、GLASTのグルタミン酸取り込み促進剤（リルゾール）を投与したところ、登上線維シナプスの発達異常が軽減された。
最後に、マウスの運動学習（hOKR）について検討した。チェック模様の壁の内側にマウスを固定し、その壁を15度ずつ左右に周期的に動かすと、マウスは目でこの動きを追う。訓練を重ねて学習すると次第にこの動きが上手になってくるが、Dscamflox/flox;Pfcp2Creマウスでは、この学習能力が極端に低下していた（図3C）。登上線維シナプスの発達がこの運動学習に関わることが知られていることから15）、DSCAMが登上線維シナプスの発達制御を介して、運動学習に関与すると考えられる。以上のことから、DSCAM欠損はGLASTによる遊離グルタミン酸の取り込み障害を介した登上線維シナプスの発達異や運動障害を引き起こすことが示唆された（図4）。
[image: ]図4 DSCAM機能欠損により生じるシナプスでのグルタミン酸漏出の模式図


おわりに
グリア由来グルタミン酸トランスポーターにはGLASTとGLT-1の2種類が存在する。アストロサイトがどちらを発現するかは脳領域または脳の状態によって異なる。興味深いことに大脳皮質の抽出液を用いたDSCAMのプロテオミクス結果から、DSCAMはどちらのグルタミン酸トランスポーターとも結合する可能性が示唆された16）。よって今回我々が発見したメカニズムは小脳にとどまらず、より広範囲で機能していると考えられ、他の高次脳機能との関与を明らかにすることで上述の精神疾患の病態の理解に繋がることが期待される。
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