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緒　言

　PICK1（Protein Interacting with C Kinase 1）はシナプス
に存在するタンパク質である 1)．様々なタンパク質と結合
するが，それらの中でも特に重要なのが，AMPA型グル
タミン酸受容体サブユニットの一つGluA2 である . GluA2
とPICK1 とが結合すると，GluA2 がシナプス膜から除去
されることが知られている 2)．
　シナプスにおいては，常に受容体がシナプス膜に挿入さ
れたり除去されたりしており，このバランスが様々な影響
を及ぼしていると考えられている．特に，アルツハイマー
病においては，GluA2 の除去が亢進しているのではない
かと考えられており 3, 4)，受容体除去のメカニズムを理解
することは，神経変性疾患の根本的な理解に繋がる．
　GluA2とPICK1との結合については，その結合ドメイン
が同定されてはいるものの，実際の結合・乖離の調節機構
の詳細は不明であった．
　そこで，私は，GluA2−PICK1 間の結合制御機構を
明らかにすべく研究に着手した．本学に着任する以前の
時点で，以下のことを明らかにしていた．
○	 PICK1 はあるリン酸化酵素に依ってリン酸化される．
○	 PICK1 のリン酸化部位の候補を同定した．
○	 PICK1のリン酸化は，GluA2との結合を促進し，脱リン

酸化は乖離を促す．
　しかし，PICK1 のリン酸化状態がGluA2 との結合状態
を決定する仕組みは不明であった．私は本学に着任後，
そのメカニズム解明に取り組み，その一端を解き明か
した．なお，本研究成果は，現在，論文投稿中である．

材料と方法

(1) DNAコンストラクト
　培養細胞内でGluA2 およびPICK1 を発現するコンスト
ラクトを用いた．PICK1 については，生細胞イメージング
用にAcGFP1 と融合したPICK1 を発現するコンストラク
トや，mycタグ，flagタグと融合したPICK1を発現するコン
ストラクトも作製した．また，大腸菌でGST融合GluA2
タンパク質を発現するコンストラクトを用いた．これは，
Bristol大学Jonathan G. Hanley博士から供与いただいたも

のであり，GluA2 のC末端側 50 アミノ酸残基とGSTとが
融合したタンパク質を発現するものである．
　実験に用いたコンストラクトとしては，リン酸化部位で
あるSerをAlaに置換したもの（以下，PICK1 SAと記載），
リン酸化部位であるSerをGluに置換したもの（以下，
PICK1 SEと記載）を用いた．

(2) 培養細胞と遺伝子導入
　COS7 細胞を用いた．遺伝子導入は lipofectamine 2000
を用いて実施した．

(3) 共免疫沈降（Co-immunopreciptation; Co-IP）
　GluA2 とPICK1 との結合を調べるCo-IPについては，
両者を共発現させたCOS7 を破砕し，抗PICK1 抗体にて
免疫沈降した後，抗GluA2 抗体によるウェスタンブロッ
ティングにより検出した．Myc-PICK1 とflag-PICK1 と
の結合を調べるCo-IPについては，両者を共発現させた
COS7 を破砕し，抗myc抗体にて免疫沈降した後，抗flag
抗体によるウェスタンブロッティングにより検出した．

(4) ウェスタンブロッティング
　Wako社 製SuperSep Aceを 用 い て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ
ティングを行った．シグナルの検出は，本学共通機器室の
Chemi-Docを用いた．

(5) 生細胞イメージング
　COS7 細胞にAcGFP1 融合PICK1 を発現させた．遺伝子
導入の二日後に，本学共通機器室のBIREVO KEYENCE 
BZ-9000 で，生きたまま細胞の観察を行った．

結　果

(1) 直接的なGluA2 との結合の確認
　これまではCOS7 細胞にGluA2 およびPICK1 の両者
を発現させ，共免疫沈降法により，結合強度を評価して
きた．しかし，それだけでは細胞内に存在する膜などの
compartmentの関与が除去しきれない．そこで，大腸菌
で発現させたGST融合GluA2 を用いたPull down assayを
実施した．PICK1 としては，flag-PICK1	WTおよびflag-
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PICK1 SAの 2 種類を検討した．その結果，両者にGST-
GluA2 との結合に関しては違いがなかった（Fig. 1）．

(2) PICK1-PICK1 間の結合に与える影響
　 次 に，PICK1 ど う し の 結 合 に 与 え る 影 響 を 解 析
するため，myc-PICK1 とfl	ag-PICK1 との間の結合を評価
した．これに関しても，Fig. 2 に示すようにWT，SAの間
に違いは見られなかった．(1)(2)の検討結果から，PICK1
におけるSA変異は，GluA2 との結合やPICK1 との結合に
影響を及ぼすのではないと考えられる．

(3) 細胞内の膜との結合
　PICK1 に はBARド メ イ ン と 呼 ば れ る 領 域 が あ り，
これが脂質二重膜との結合を担っていると考えられ
ている．本研究で着目しているリン酸化部位（Ser）はBAR
ドメインから一次構造ではかなり離れた位置にある．しか
し，最近の研究では，BARドメインよりもC末端にある
領域がBARドメインの機能を抑制していることが示唆
されている 5)．そのため，本研究で着目しているSer残基
がBARドメインに影響を与えて，細胞内局在を変化させ
ている可能性が考えられた . そこで，AcGFP1 融合PICK1
をCOS7 細胞に発現させ，生細胞イメージングによって
その細胞内局在を評価した．PICK1 WT，SEを発現さ
せたものでは，Fig. 3Aに示すようにdiffuseなシグナルが
見られた．しかし，PICK1 SAを発現させた細胞でのみ，
Fig. 3Bに示すような，多くのクラスターを有する細胞が
出現した . この結果は，SA変異によって，PICK1 がより
膜と結合し易くなったものと考えられる．また，この変異
によって，C末端領域のBARドメイン抑制効果が解除さ
れたとも考えられた．

Fig. 1. Pulldown assayによるGluA2 とPICK1 との結合．大腸菌由
来のGluA2 とCOS7 細胞由来のfl	ag-PICK1 とを用いて，両
者の直接的な結合の有無を評価した．代表的なブロットを
示す．Pulldownの「−」は大腸菌由来のタンパク質なし，「＋」
は有りを示す．

Fig. 2. PICK1 どうしの結合の評価．PICK1 どうしの結合を，
2 種類のタグ（myc,	fl	ag）を用いて評価した . 具体的には，
fl	ag-PICK1 と共沈降されてくるmyc-PICK1 を評価した．グ
ラフは定量結果を示す（mean±S.E.M., n =6）． 

Fig. 3. PICK1 の細胞内クラスター形成解析．PICK1 のN末端側に
AcGFP1 を付加したコンストラクトを発現させ，細胞内で
のクラスター形成を評価した．(A) 多くの細胞ではこのよ
うなdiffuseなシグナルが観察された．(B) PICK1 SAを発現
させた細胞では細胞内に多数のクラスターを有する細胞
を認めた．(C) 細胞内に 5 つ以上クラスターを有する細胞
の割合を定量した．グラフは各視野における割合を示す．
Mean±S.E.M. （WT, n=48; SA, n =54; SE, n = 52），*p < 0.05
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結　語

　GluA2 とPICK1 との結合では，PICK1 のリン酸化状態
が重要な役割を担っている．PICK1 がリン酸化されると
GluA2 と結合する一方，脱リン酸化されると膜との結合が
強くなり，GluA2 と乖離する．本成果は，受容体取り込み
の機序解明に繋がる．
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