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研究成果の概要（和文）：小脳平行線維シナプスに発現するδ2型グルタミン酸受容体（GluD2）はDセリンと結
合することで同シナプス伝達を長期にわたって抑制する機能を持つ（DセリンLTD）が、Dセリン結合領域にCa2+
結合部位を持つ。本研究では神経活動依存的なCa2+濃度変化がDセリンLTDに及ぼす影響を検討した。
　DセリンLTDは、誘発刺激を与える際の細胞外Ca2+濃度に依存して抑制された。一方、Ca2+結合能を阻害した変
異型GluD2を持つノックインマウスではDセリンLTDは常に亢進していた。これらの結果から、GluD2の機能は神経
活動に依存したCa2+濃度変化による制御を受けていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Delta2 glutamate receptors (GluD2), which express in cerebellar parallel 
fiber - Purkinje cell synapses and induce long term depression by binding with D-serine (D-LTD), 
have Ca2+ binding sites at their ligand binding domain. In this study, I investigated how D-LTD is 
influenced by the extracellular Ca2+ concentration([Ca]o) dynamics during synaptic activities.
 When [Ca]o was reduced during the LTD induction, D-LTD was facilitated. On the other hand, D-LTD 
was inhibited when [Ca]o was elevated during its induction. Moreover, D-LTD was always facilitated 
when the similar experiments were performed by using knock in mice that have mutant GluD2 whose Ca2+
 binding ability was disrupted. These results indicate that D-serine - GluD2 signaling is regulated 
by the [Ca]o dynamics during synaptic activities.

研究分野：神経生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　中枢神経系においてグルタミン酸によるシナプス伝達は神経活動依存的に様々な制御を受けて記憶・学習等の
基盤となるが、その制御機構には未だ不明な点も多い。近年、グルタミン酸受容体の構造解析から細胞外領域に
イオン結合部位が存在することが明らかになった。一方、シナプス近傍の細胞外イオン濃度は神経活動依存的に
変化する。本研究は、小脳平行線維シナプスに局在するGluD2を用いて、細胞外イオン濃度の活動依存的変化が
シナプス伝達を制御するという、これまで考えられてこなかった全く新しいシナプス制御機構の存在を示唆して
おり、得られた知見は他のグルタミン酸受容体を介したシナプス伝達の制御機構への応用も期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）中枢神経系において、シナプスを介したグルタミン酸伝達は神経活動に応じて様々な制
御を受け、記憶・学習の基盤となる。神経活動が亢進するとシナプス近傍の細胞外イオン濃度
が一時的に変化することが古くから知られているが、これまでその機能的意義についてはよく
わかっていなかった。近年、グルタミン酸受容体の構造が明らかとなり、細胞外領域にイオン
結合部位が存在することが明らかになった。 
 
（２）δ2型グルタミン酸受容体（GluD2）は小脳平行線維―プルキンエ細胞シナプス（PFシナ
プス）に局在しているが、そのリガンドは長らく不明であった。近年、GluD2 は、PFシナプス
を覆い囲んでいるバーグマングリアから放出される Dセリンと結合することにより、シナプス
後細胞で AMPA 型グルタミン酸受容体のエンドサイトーシスを引き起こし、PF シナプスで長期
抑圧（LTD）を誘発することが明らかとなった（Dセリン LTD、Kakegawa et al., 2011）。更に
近年、GluD2 の結晶構造が明らかとなり、リガンド結合領域（LBD）の近傍に Ca2+結合部位が存
在することが分かった(Hansen et al., 2009; Elegheert et al., 2016)。また、in vitro の
実験から GluD2 の Dセリンに対する親和性は LBD 近傍の Ca2+結合部位を介して細胞外 Ca2+濃度
に応じて低下することが報告された（Hansen et al., 2009）。一方、平行線維シナプスでは、
神経活動が亢進するとシナプス近傍の細胞外 Ca2+濃度（[Ca2+]o）が低下することがすでに知ら
れている。 
 
（３）これらの知見から、PF シナプスの活動が亢進すると、バーグマングリアが Dセリンを放
出すると同時に、PFシナプス近傍の[Ca2+]oが一過的に低下していることが予想される。すなわ
ち、Dセリン-GluD2 シグナリングが、活動依存的に変化した[Ca2+]oによって制御を受けている
可能性が考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は Dセリン―GluD2 シグナリングをモデルとして、PFシナプスにおける LTD を指標に、
神経活動によって変化する[Ca2+]oがどのようにシナプス伝達を制御するのかを明らかにするこ
とを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
（１）GluD2 の Ca2+結合能は、GluD2 の LBD 近傍に点変異を導入することで操作できることが既
に報告されている(Hansen et al., 2009)。本研究ではこれに倣い、変異型 GluD2 を持つ 2種類
のノックインマウス（KI マウス）を、文部科学省新学術領域研究の「先端モデル動物支援プラ
ットフォーム」の支援を得て CRISPR/Cas9 技術を用いて作製した。すなわち、①D782A の変異
を導入して Ca2+結合能を欠落させた変異型 GluD2 を持つ KI マウスと、②E531C 及び D782C の変
異を導入して Ca2+が常時結合した状態を模倣した変異型 GluD2 を持つ KI マウスを作製した。 
 
（２）野生型及び（１）で作製した KI マウスの小脳から急性スライス標本を作製して電気生理
学的実験を行った。プルキンエ細胞にホールセルクランプ法を適用し、平行線維を電気刺激す
ることで生じるシナプス電流応答（PF-EPSC）を記録した。Dセリン LTD は、小脳平行線維シナ
プスの活動亢進時に周囲を取り囲むバーグマングリアから放出される Dセリンが GluD2 に結合
することで誘発される。本研究では Dセリ
ン LTD の誘発には、①D セリンの細胞外投
与、②平行線維シナプスの高頻度刺激（50 
Hzで10回刺激を0.1 Hzで30回繰り返し）、
の 2種類の方法を使い分けて行った。 
 
 
４．研究成果 
（１）野生型マウスから小脳急性スライス
標本を作製し、プルキンエ細胞にホールセ
ルクランプ法を適用し、膜電位固定（-70 mV
に電位固定）した。刺激用電極を介して
平行線維を 0.1 Hz で刺激し、PF-EPSC
を記録した。PF-EPSC が安定したころで、
D セリンを細胞外に投与すると PF-EPSC
が 30 分以上に渡って減弱した（Dセリン
LTD）。D セリン投与時に[Ca2+]oを通常の
2 mM から 0.5 mM に低下させて同様の実
験を行ったところ、D セリン LTD は亢進
した（図 1）。一方、D セリン投与時に

図１ Dセリン LTDは[Ca2+]oに依存する（1） 

100 µM Dセリンを投与すると通常PF-EPSCはLTD

をほとんど示さなかったが（上段）、D セリン投与時

に[Ca2+]oを 0.5 mMに下げると LTDの程度は亢進し

た（下段）。（scale bar: 100 pA, 20 ms） 



[Ca2+]oを 8 mM に上昇させると、D セリン
LTD は抑制される傾向を示した（図 2）。こ
れらの結果から、D セリン LTD は[Ca2+]oの
影響を受ける（[Ca2+]oにしたがって抑制さ
れる）ことが示唆された。 
 
（２）Dセリン LTD の[Ca2+]o依存性が、LBD
近傍にある Ca2+結合部位への Ca2+結合に依
るものかどうかを検討するため、変異型
GluD2を発現するKIマウスを使って電気生
理学的実験を行った。Ca2+結合能の欠落し
た変異 GluD2 を持つ KI マウス①から小
脳急性スライス標本を作製し、プルキン
エ細胞からPF-EPSCを記録した。PF-EPSC
が安定したところでDセリンを細胞外投
与すると、D セリン LTD は、D セリン投
与時に[Ca2+]o を低下させなくても亢進
していることが示唆された。 
 
以上の結果から、Dセリン LTD は、GluD2
の LBD 近傍にある Ca2+結合部位に Ca2+が結合することで制御されている可能性が示唆された。 
KI マウス②については 2点変異を加える困難さから作製に時間がかかり、本研究期間中に電
気生理学的実験を遂行するまでには至らなかった。今後、KIマウス②についても同様の電気生
理学的実験を行い、細胞外 Ca2+濃度に依存せず、D セリン LTD が抑制されるかどうかについて
検討する必要がある。 
 
（３）次に、より生理的に近い条件下でも Dセリン LTD が[Ca2+]oの影響を受けるのかについて
検討を行った。野生型マウスから小脳急性スライス標本を作製し、プルキンエ細胞から PF-EPSC
を記録した。Dセリンを細胞外投与する代わりに、平行線維に高頻度刺激（「３．研究の方法」
を参照）を与えてバーグマングリアからの内因性 Dセリンの放出を誘発させたところ、Kakegawa 
et al. (2011)と同様に PF-EPSC は長時間にわたって減弱した（内因性 D セリン LTD）。次に、
この内因性DセリンLTDがシナプス近傍の[Ca2+]o変化に影響を受けているのかを検討するため、
細胞外に Ca2+緩衝剤 BAPTA を投与して[Ca2+]oの神経活動依存的な変化を固定して同様の実験を
行った。その結果、BAPTA 存在下では、Dセリン LTD は BAPTA 非存在下に比べて抑制される傾向
を示した。これらの結果から、内因性 Dセリン LTD についても神経活動依存的な[Ca2+]o変化の
影響を受けていることが示唆された。 
 
（４）本研究によって、PFシナプスにおける Dセリン-GluD2 シグナリングは、神経活動依存的
に生じる[Ca2+]o変化によって制御されている可能性が示唆された。[Ca2+]oはシナプス前細胞か
らの伝達物質放出を制御することは古くから知られているが、シナプス後細胞に発現するグル
タミン酸受容体に直接働きかけてその活性を制御する、という報告はこれまでにない。本研究
は、シナプス近傍の[Ca2+]oの活動依存的変化によるシナプス伝達制御という、これまでに考え
られてこなかった全く新しいシナプス制御機構を明らかにした点に学術的な意義がある。今後
は、作製した２種類の KIマウス等も使いながら、この新しいシナプス制御機構が神経回路レベ
ルのシナプス伝達だけでなく、個体レベルの運動学習にも影響を及ぼすのかについても検討す
る必要がある。 
また、イオン結合部位は、GluD2 だけでなく他のグルタミン酸受容体にも存在することが近
年の構造解析の進展から明らかになった。例えば、カイニン酸受容体には Na⁺や Cl-の結合部位
が、NMDA 受容体には Ca2+結合部位が存在する。これらの受容体についても活動依存的な細胞外
イオン濃度変化によってその機能が制御されている可能性がある。これらの可能性を検討する
ことによって、シナプス伝達一般における制御機構の新しい概念の創出が期待される。 
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