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研究成果の概要（和文）：本研究では、独自に開発したリン酸化プロテオミクス法を駆使して、ニューロモジュ
レーター(ドーパミン、アデノシン、アセチルコリン)やグルタミン酸の下流で、リン酸化される蛋白質を包括的
に同定し、神経細胞の興奮性やシナプス可塑性、遺伝子発現を制御する細胞内シグナル伝達機構を分子レベルで
明らかにした。さらに、これらの神経活動と情動行動・学習との関連を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we comprehensively identified proteins that are 
phosphorylated downstream of neuromodulators (dopamine, adenosine, acetylcholine) and glutamate 
using our proprietary phospho-proteomics method. We have elucidated the intracellular signal 
transduction that regulates neuronal excitatory, synaptic plasticity, and gene expression at the 
molecular level, and also elucidated the regulatory mechanism of emotional behavior and its learning
 & memory.

研究分野： 生化学・薬理学・神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
グルタミン酸やニューロモジュレーター(ドーパミン、アデノシン、アセチルコリン)の下流で働くキナーゼの主
要な基質が明らかになり、神経細胞の興奮性やシナプス可塑性、遺伝子発現の制御機構が明らかになった。さら
に、これらの神経活動と情動行動・学習との関連が明らかになった。これらの成果は基礎神経科学において重要
というだけでなく、様々な精神・神経疾患の病態解明や診断・治療法の確立等の医学分野に貢献する可能性が高
いと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 情動とは、喜び、怒り、悲しみ、恐怖、不安というような激しい感情の動きである。情動はま
た、様々な精神疾患や神経疾患との関わりが既に知られている。快・不快などの情動に関する神
経基盤では、大脳基底核と前頭前皮質、扁桃体や海馬などの関連領域で形成される神経回路(大
脳皮質−大脳基底核ループ)が重要な役割を果たしている。報酬や嫌悪刺激およびその予測誤差
は腹側被蓋野のドーパミン神経細胞の発火頻度を変え、側坐核に情報を伝える。また、海馬や扁
桃体、前頭前皮質から、グルタミン酸神経伝達を介して側坐核に情報が伝わる。側坐核にはドー
パミン D1 受容体(D1R)を発現する中型有棘神経細胞、ドーパミン D2 受容体(D2R)を発現する中
型有棘神経細胞、GABA およびアセチルコリン作動性介在神経細胞が存在し、約 90%は中型有棘細
胞で占められている。D1R-中型有棘神経細胞は中脳(黒質/腹側被蓋野)へ、D2R-中型有棘神経細
胞は腹側淡蒼球に特徴的な神経軸索の投射パターンを示すことから、これら中型有棘細胞は、複
数の神経入力を統合して適切に行動を選択できるように情報を出力するインテグレーターとし
て機能している。 
 神経回路における情報伝達には、２種類の神経伝達物質群が異なった様式で働いている。１つ
は、グルタミン酸や GABA に代表される神経伝達物質群で、主にシナプス上のイオンチャンネル
を受容体として速いタイムコース(数ミリ秒のオーダー)で電気信号を伝えることで活動電位を
生成し、神経回路を直接動かしている。一方で、ドーパミン、アセチルコリン、アデノシンなど
のニューロモジュレーターは、G 蛋白質共役型受容体(GPCR）を介して比較的ゆっくりとしたタ
イムコース(数秒から数分のオーダー)で細胞内シグナルを動かし、PKA、MAPK、PKC、CaMKII、Rho-
キナーゼなどの種々の蛋白質リン酸化酵素(キナーゼ)を活性化する。その結果、様々な基質蛋白
質のリン酸化を促進することで、神経細胞の興奮性や可塑性、遺伝子発現を調節して情動行動や
学習・記憶を制御すると考えられている。研究代表者らは、新たに開発したリン酸化プロテオミ
クス法により、マウスの側坐核で起こるリン酸化反応を網羅的に解析し、ドーパミンの下流でリ
ン酸化される蛋白質を 100 種類以上同定した(Amano et al. J Cell Biol 2015; Nagai et al. 
Neuron 2016）。それらの情報を基に、ドーパミンが中型有棘神経細胞の D1R-プロテインキナー
ゼ A（PKA）経路を介して低分子量 G蛋白質 Rap1 を活性化することを明らかにした。これら一連
の成果は、ドーパミンが快情動行動を生み出すしくみを分子レベルで初めて明らかにした（Nagai 
et al. Trends Pharmacol Sci 2016）。一方で、その他の神経伝達物質(アデノシン、アセチルコ
リンやグルタミン酸等)の細胞内シグナル伝達経路は未だ不明な点が多い。情動異常を呈する統
合失調症やうつ病を含む精神疾患は、社会経済的損失が極めて甚大であることから、解決すべき
医療課題に位置づけられているものの、如何なる細胞内シグナル伝達が精神疾患の病態に関与
しているかについて、十分に理解できていない現状では、正しい治療標的や処方戦略について科
学的な判断が困難である。故にニューロモジュレーターが関わる情動の分子基盤研究への取り
組みは生命科学のみならず医療への貢献も高くその解明が望まれている。 
 
２．研究の目的 
 研究代表者らは新規のリン酸化プロテオミクス法を開発し、ドーパミンの下流で誘発される
リン酸化シグナルを包括的に解明してきた。各種キナーゼの活性とその基質のリン酸化を可視
化できる抗リン酸化抗体やキナーゼの活性を制御する分子ツールも多数開発してきた。本研究
では情動行動とその学習に関連するリン酸化シグナルを網羅的に解析し、その作用を簡易にモ
ニター・分子操作する系を開発する。さらに、リン酸化シグナルによる神経細胞の興奮性や可塑
性の制御機構を解明し、情動行動・学習との関連を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
情動行動を規定する分子基盤の解明にあたり、以下の研究課題に取り組んだ。 
（１）リン酸化プロテオミクスによる神経伝達物質のリン酸化シグナル解析 
（２）リン酸化シグナル伝達の時空間的モニタリング法の開発 
（３）リン酸化シグナル分子の分子操作法の開発 
（４）神経細胞の膜興奮性を制御する機構の解析 
（５）シナプス可塑性の制御機構の解析 
（６）神経可塑性に関与する遺伝子発現機構の解析 
 
4. 研究成果 
（１）リン酸化プロテオミクスによる神経伝達物質のリン酸化シグナル解析  
①ドーパミン(D2R)とアデノシンのリン酸化シグナル解析 
 ドーパミンは運動機能、意欲や快感に関連する行動を担っている神経伝達物質で、パーキンソ
ン病や統合失調症などの精神・神経疾患の病態と深い関わりがある。ドーパミンの下流の細胞内
シグナルでは、プロテインキナーゼ A(PKA)が重要な役割を果たすことは分かっていたが、その
詳細なメカニズムについては不明の部分も多く残されている。線条体には、Golfと共役したドー
パミン D1 受容体を発現する中型有棘細胞(D1R-MSN)と、Giと共役した D2 受容体を発現する D2R-



 

 

MSNが存在し、それぞれ報酬行動と忌避行動に関与することが知られている。これまでに研究代
表者らは、D1R の下流シグナルを解析し、PKA の下流で Rap1→MAPK シグナルが D1R-MSN の興奮
性を増強することで報酬関連行動を制御していることを明らかにしてきた(Nagai et al. 
Neuron 2016)。一方、ドーパミンは D2R-MSNの活動を抑制することから D2R-MSNを活性化させる
機構がドーパミンの他に存在すると考えられている。D2R-MSN は Golfに共役するアデノシン A2A
受容体を特異的に発現しているため、D2R-MSNの活性化を担うニューロモデュレーターとしてア
デノシンが有力な候補である。これらの知見から大脳基底核の活動はドーパミンとアデノシン
のバランスにより規定されていると推測されるが詳細な機構については不明である。本研究で
は、アデノシンの下流でリン酸化されるリン酸化基質とそのリン酸化サイトを同定するために、
線条体スライス培養を用いて、A2AR 作動薬(CGS21680)による刺激を行なった。プロテオミクス
解析の結果、アデノシン受容体作動薬刺激によりリン酸化される蛋白質を 34種類得た。その中
には PKA の既知の基質である Rap1GAP も含まれていた。Rap1GAP S563のリン酸化を認識するリ
ン酸化抗体を作製し、線状体スライス培養を用い A2AR 作動薬(CGS21680)または、D2R 作動薬
(Quinpirole)で処置し、Rap1GAPのリン酸化の変動をモニターした。CGS21680 を処置したスライ
スでは Rap1GAPのリン酸化が増加し、このリン酸化の増加は Quinpiroleの前処置によって抑制
された。次に A2AR 刺激に伴う Rap1gapのリン酸化が in vivoでも観察されるかどうかを検討し
た。A2AR 作動薬を投与したマウスの側坐核では、Rap1gap S563のリン酸化が僅かに増加したが、
優位な変化は認められなかった。一方、D2R拮抗薬を投与したマウスでは、側坐核の Rap1gapの
リン酸化が D2R-MSNで顕著に増加し、この D2R拮抗薬の作用は A2AR拮抗薬の前処置により完全
に抑制された。以上の結果を基に数理モデルを構築し、以下のモデルを提唱した。(a)D2R に比
較して D1R はドーパミンに対する親和性が低い。そのため通常状態のドーパミン濃度は、D2R の
みを活性化して D2R-MSNの活動を抑制する。(b)ドーパミン濃度が高い状態では、D1R と D2R の
両方が刺激されるために D1R-MSN は活性化し、D2R-
MSN は抑制される。(c)D1R と D2R に対して作用を示
さない低いドーパミン濃度の状態では、アデノシン
がA2ARを恒常的に刺激しているためD2R-MSNのみが
活性化する。したがって、ドーパミンはアデノシンの
協働を伴う事で D1R-MSN と D2R-MSN の興奮性のバラ
ンスを制御することが示唆された(Zhang et al. 
Neurochem Int 2019)(図 1)。このモデルでは、ドー
パミン濃度が低下すると基底濃度のアデノシンによ
り D2R-MSN において PKA 経路が活性化することが示
されたが、これを検証するために、実際に忌避関連記
憶・学習行動とシグナル経路の解析を行った。マウス
に電気ショック(忌避刺激)を与えると、D2R-MSN で
PKA の基質のリン酸化が亢進したが、A2AR アンタゴ
ニスト前投与によりこのリン酸化は抑制された。ま
た、暗室進入時に電気ショックを与え暗室と恐怖を
関連付けて記憶させる受動的回避試験において、
A2AR アンタゴニストにより忌避関連行動が抑制され
た。アデノ随伴ウイルスにより D2R-MSN に活性型
Rap1、PKA、MEK1 を発現させると忌避関連行動は亢進
し、一方で Rap1GAP、ドミナントネガティブ(dn)PKA、
あるいはdnMEK1を発現させると抑制された。さらに、
光遺伝学的手法により腹側被蓋野から側坐核 D2R-
MSN に投射するドーパミン神経を抑制すると忌避行
動が惹起されるが、この行動は D2R-MSN に Rap1GAP
や dnPKA を発現させることで抑制された。以上の結
果より、マウス忌避関連行動を制御するリン酸化シ
グナルが実証された(Lin et al. Neurochem Int 
2021)（図 2）。 
②アセチルコリンのリン酸化シグナル解析 
 恐怖や嫌悪を含む不快情動に暴露されるとアセチルコリンの分泌が促進されることが知られ
ている。側坐核においてアセチルコリンはムスカリン M1 受容体(M1R)を通じて PKC 活性を惹起
させることで、D2R-MSNの興奮性を上げることが示唆されているが、D2R-MSNの興奮性の制御に
関する細胞内シグナル伝達機構は未だ理解できていない。本研究では、M1R/PKC経路により制御
されるリン酸化蛋白質とそのリン酸化サイトを同定するために、線条体スライス培養法を用い
て、コリン作動薬(Carbachol)や PKC 活性化剤(PEP-005)による処置を行った。プロテオミクス解
析の結果、M1R/PKC 経路により制御される 100 種類以上のリン酸化蛋白質を同定した。そして、
リン酸化蛋白質の１つであるβPIX は PKC によってリン酸化されることで、Rac/PAK1 経路を活

Zhang et al. Neurochem Int 2019

図1. ドーパミンの濃度に応じたD1R-MSNと
D2R-MSNの活性化状態の切り替え

図2. D2R-MSNにおける忌避⾏動シグナル経路
Lin et al. Neurochem Int 2021



 

 

性化させることを見出した。マウスに電気ショック(忌避刺激)を与え
ると、D2R-MSNで PAK1 の基質のリン酸化が亢進したが、M1R 特異的阻
害剤(VU0255035)の前投与によりこのリン酸化は抑制された。アデノ随
伴ウイルスにより D2R-MSN に活性型 PAK1 を発現させると忌避関連行
動は亢進し、一方でドミナントネガティブ(dn)PAK1 を発現させると抑
制された。従って、アセチルコリンは D2R-MSNで M1R→PKC→Rac→PAK1
経路を活性化し忌避関連行動を制御することが示唆された(Yamahashi 
et al. in revision)(図 3)。 
③グルタミン酸のリン酸化シグナル解析 
 グルタミン酸は、AMPA 型および NMDA 型グルタミン酸受容体を介し
て膜電位を調節すると共に、Ca2+流入を介して CaMKⅡや PKCのキナー
ゼを活性化する。これらのキナーゼは様々な基質をリン酸化すること
で、樹状突起スパインの形態可塑性やそれに引き続く長期増強を誘発
し、学習・記憶の形成に寄与すると考えられている。しかしながら、
これらのキナーゼがどのような基質をリン酸化するのかは完全には理
解されていないため、シナプス可塑性の制御機構については依然とし
て不明な点が多い。本研究では、グルタミン酸の下流でリン酸化され
るリン酸化基質とそのリン酸化サイトを同定するために、線条体スライス培養法を用いて、高カ
リウム(KCl)や NMDA 受容体作動薬(NMDA)による処置を行った。プロテオミクス解析の結果、KCl
や NMDA によってリン酸化が亢進する 300 種以上のリン酸化蛋白質を同定した。パスウェイ解析
により、Rhoファミリー低分子量 G蛋白質の関連経路を含む数種類のシグナル伝達経路を同定し
た。 
（２）リン酸化シグナル伝達の時空間的モニタリング法の開発  
 研究代表者は独自に開発したキナーゼ相互作用基質スクリーニング法（KISS 法）により、Rho-
kinase に特異的な基質を 100 種類以上同定し、リン酸化サイトの正確なコンセンサス配列を決
定している。この情報を基に、Rho-kinaseの活性をモニターする FRETプローブを共同開発した
(Li et al. Cell Struct Funct 2017)。 
 蛋白質キナーゼはリン酸化部位周辺配列に加えて何らかの他の基質情報を認識していると推
察される。MAPK ファミリーは触媒領域の活性中心でリン酸化部位(PS)を認識すると共に、ドッ
キングサイト(DS)と呼ばれる領域でも基質のドッキングモチーフ(DM)と呼ばれる配列を認識す
ることが知られているが、Rho-kinase、PKA、
PKN にもこのような機構があると考え、Rho-
kinaseとその基質 MYPT1 をモデルとして、DM
領域を特定した（図 4）。そして MYPT1由来の
DM/PS配列ペプチドがin vitroでRho-kinase
の活性を特異的に阻害することを見出した。
本阻害ペプチドを光感受性ドメインへ融合
することで、新たな Rho-kinase の光制御型
ツールのプロトタイプを確立した。 
（３）リン酸化シグナル分子の分子操作法の開発 
 Rho-kinaseについて、LOV-trap 法によって光依存的
にRho-kinaseを活性化および阻害できる系を連携研究
者の Klaus Hahn 教授と共同開発した(Takano et al. 
Nat Commun 2017)。LOV-Trap 法では、光によって構造
が変化する LOVドメインと、その dark stateの構造を
認識する人工蛋白質(Zdk)を用いた。Rho-kinaseを Zdk
と融合させ、一方で LOV ドメインをミトコンドリア膜
上に発現させる。光照射前は LOV-Zdk 複合体が形成さ
れ、Rho-kinaseはミトコンドリア膜上に強制的に Trap
されるが、光照射によってLOVの構造が変化するとZdk-
Rho-kinase 融合体が細胞質に遊離し Rho-kinase の活
性を調節する。LOV-trap-Rho-kinaseを用いて、Rho-kinaseを細胞体のみで光活性化させると、
未成熟な神経突起のみが退縮することを示した(Takano et al. Nat Commun 2017)(図 5)。 
 様々なリン酸化酵素はその制御領域に偽基質配列を持ち、酵素の活性中心を塞ぐことで通常
活性が抑制されている。連携研究者の Klaus Hahn教授はすでに PKA の偽基質配列と LOVを融合
させた photoactivatable PKA inhibitor(PA-PKI)を作製しており、光依存性に LOVの構造が変
化することで PKI が露出し、内在性の PKA 活性が阻害されることを示している。この技術を用
い、CaMKⅡと PKC の偽基質配列を用いてそれぞれの光感受性の CaMKⅡ inhibitor(PA-CN19)と
PKC inhibitor(PA-ZIP)のプロトタイプを作製した。 
（４）神経細胞の膜興奮性を制御する機構の解析 
 研究代表者らは D1R の活性化によりリン酸化レベルが変動する電位依存性カリウムチャネル
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図5. 光操作によるRho-kinaseの活性制御
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図4. Rho-kinaseの結合コンセンサス配列を⽤いたプローブ開発
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KCNQ2 を同定するとともに、リン酸化の生
理的意義を解明するため、電気生理学的解
析を行った（図 6）。マウス側坐核の急性ス
ライスを用いたパッチクランプ解析から
D1R の活性化が KCNQ依存性電流(KCNQ カレ
ント)を減少させること。また、カエル卵母
細胞を用いたイオンチャネル機能解析にお
いて Raf キナーゼで活性化した MAPK カス
ケードが KCNQ2/3ヘテロチャネルの開口特
性を変化(電位依存的なチャネル開口率の
正電位への活性シフト)させること、MEK阻
害剤 U0126の共投与が上述の活性シフトを
抑制することを見出した。これらの結果は
D1R シグナル伝達が KCNQ2 のリン酸化を介
して神経膜興奮性を制御していることを示唆した。 
（５）シナプス可塑性の制御機構の解析 

 上述したグルタミン酸のリン酸化プロテオミクス解析の結果から、

Rho ファミリー低分子量 G 蛋白質の制御蛋白質に着目し解析を行なっ

た。in vitroのリン酸化解析により CaMKⅡが ARHGEF2 をリン酸化する

ことを見出した。NMDA受容体刺激によりARHGEF2のリン酸化が亢進し、

CaMKⅡ阻害剤(KN-93)や NMDA 受容体阻害剤(MK-801)の前処置により抑

制された。さらに CaMKⅡによる ARHGEF2 のリン酸化がその GEF活性を

増加し、RhoA シグナル伝達経路を活性化することを示した。シナプス

後肥厚部の足場蛋白質である SHANK3 は、Rho-Kinase によりリン酸化

され、リン酸化依存的に DLGAP3を介して NMDAR、AMPAR と結合するこ

とを示した。NMDA 受容体刺激により SHANK3のリン酸化が亢進し、Rho-

Kinase阻害剤(Y27632)の前処置により抑制された。マウスに電気ショ

ック(忌避刺激)を与えると、Rho-Kinase の基質の SHANK3 や MYPT1 の

リン酸化が亢進したが、Rho-Kinase 阻害剤(Fasudil)前投与によりこ

のリン酸化は抑制された。また、受動的回避試験において、Fasudilの

腹腔内投与により忌避関連行動が抑制された。さらに、アデノ随伴ウイルスにより D2R-MSNにド

ミナントネガティブ(dn)Rho-Kinaseを発現させると忌避関連行動は抑制された。SHANK3の SH3-

PDZ領域(dn変異体)を発現させると忌避関連行動は抑制された。一方、SH3-PDZ領域内のリン酸

化部位をアラニンに置換したリン酸化部位欠損変異体を発現させると忌避関連行動の抑制は認

められなかった。以上の結果より、忌避刺激により、グルタミン酸が前頭皮質から側坐核へ放出

されると、D2R-MSNの細胞内で CaMKII→RhoA→Rho-kinase経路が活性化され、SHANK3を含む様々

な基質が Rho-kinaseによってリン酸化されることで忌避関連行動が制御されることを示唆した

(図 7)。 

（６）神経可塑性に関与する遺伝子発現機構の解析 

 本研究では、ドーパミンによる報酬関連行動に係る遺伝子発現調節機構を解析するため、コカ
イン投与したマウス脳線条体から転写共役因子 cAMP response element binding protein (CBP)
と相互作用する転写因子の探索を行い、CREB、NPAS4、MKL2 など多数の転写因子・転写共役因子
を得た。NPAS4 と MKL2 はドーパミンの下流で MAPK によってリン酸化され、リン酸化依存的に
CBPと結合することを見出した。NPAS4は c-fosや Bdnf等
の神経活動依存的遺伝子発現制御に関与することが知られ
ているが、活性型 MEKや cAMP活性化剤(Forskolin)が NPAS4
依存的 Bdnfプロモーター活性を亢進し、また野生型 NPAS4
と比して非リン酸化型変異体は低い、リン酸化模倣変異体
は高い転写活性を示した。D1R-MSNにおいて特異的に NPAS4
をノックアウトしたところ、コカインによる報酬関連記憶・
学習行動はほぼ完全に抑制された。この時、アデノ随伴ウ
イルスにより野生型 NPAS4を D1R-MSNに特異的に発現させ
ると報酬関連行動は回復したが、非リン酸化型変異体
NPAS4 ではレスキューされなかった。これらの結果より、
線条体 D1R-MSN ではドーパミンの下流で MAPK が転写関連
因子 NPAS4や MKL2 をリン酸化して Bdnf等の遺伝子発現を
亢進することで、報酬関連学習・記憶を促進していること
が示唆された (Funahashi et al. Cell Rep 2019; Ariza 
et al. J Neurochem 2021)（図 8）。 
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