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研究成果の概要（和文）：麻酔薬効果制御の新たなアプローチとして、GABA-A受容体のリン酸化によるGABA応答
調節機構の解明を目指す。GABA-A受容体beta3サブユニットにHA-tagを組み込み受容体細胞内分布の動態を可視
化した。コントロールとなる可視化beta、alphaおよびgammaの3種類のサブユニットを安定的に発現するNeuro2A
細胞株を確立した。さらにbeta3のリン酸化部位に変異導入した同細胞株も確立し、コントロール細胞株と
GABA-A受容体分布、GABA応答を比較検討した。リン酸化部位変異が、GABA-受容体の分布異常をもたらしその結
果GABA応答の減弱を来すことを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：We investigated the mechanism of GABA-A receptor trafficking through subunit
 phosphorylation. Control and mutation-induced cell lines were established using Neuro2A strain. 
These cell lines stably co-express three kinds of subunits, alpha-, beta3-, and gamma.  HA-tag 
inserted in beta3 subunit introduced the visualization of GABA-A distribution. Confocal microscopy 
analysis revealed that mutation of phyosphorylation sites of beta3 subunit caused to disturb the 
trafficking of GABA-A receptors from intracellular region to plasma membrane. Consequently, 
GABA-induced current in cell lines with mutated beta3 subunit decreased under patch-clamp 
recordings. These results suggest that phyosphorylation of GABA-A receptor regulate the efficacy of 
anesthetics with the enhancing effect on GABA. 

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
吸入麻酔薬や静脈麻酔薬において全身麻酔効果発現にGABA応答の増強効果が認められている。GABA応答はGABA-A
受容体を介しており、本研究結果からGABA-A受容体の応答がリン酸化調節によって可逆的に制御可能であること
が示唆された。既に存在するGABA-A受容体増強作用をもつ麻酔薬の効果に対して、新たな調節機構を明らかとし
た。また、薬物代謝障害による麻酔薬の遷延などを、薬物投与後であっても反応進展を止める、いわゆる"麻酔
状態からのリバース"を薬物種に依存せず可能とし、副作用発現の予防にも有効な手段となりうる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
(1) 麻酔薬開発の歴史は、個々の病態、個体レベルでの麻酔導入、深度、覚醒をより安全によ
り容易に制御できることを目指し開発されてきた。近年では短時間作用薬の開発や、麻酔作用
の要素①鎮静・意識消失②鎮痛③有害反射の抑制④筋弛緩のそれぞれに特異的な薬物を組み合
わせて利用し、麻酔効果の調節性および安全性向上を目指している。新規麻酔薬の合成は続い
ている一方で、主要な麻酔作用①に関わる基本的な標的は GABA-A 受容体、NMDA 受容体、
ノルアドレナリン受容体であり、特に吸入麻酔薬や静脈麻酔薬において全身麻酔効果発現に
GABA 応答の増強作用が認められている。特に吸入麻酔薬や静脈麻酔薬において全身麻酔効果
発現に GABA 応答の増強作用が指標となっている。麻酔作用発現のメカニズムが明らかとなる
一方で、生体側の麻酔薬の感受性を規定するメカニズムはいまだその詳細は不明である。事実、
臨床的にチアミラール 5mg/kg で就眠しない、精神科患者へ Diazepam20mg 筋注でも就眠効果が
ないなど、麻酔薬が非常に効きにくい状態の存在は認識されているが、そのメカニズムに迫る
実験的アプローチがなかった。 
 
(2) 申請者は、GABA-A 受容体トラフィッキング障害動物である Phospholipase C-
Related But Catalytically Inactive Protein
欠損動物(PRIP1-KO)の表現型解析の過
程で”麻酔薬作用が極端に減弱する”
（GABA 応答を増強できない）状態を
発見した。さらに脱リン酸化阻害によ
りこの麻酔効果減弱を正常動物レベル
に回復しえた [H23萌芽研究、H27基盤
研究(C) 、引用文献]。この結果をふま
えGABA-A受容体のトラフィッキング
(図１)に注目し、トラフィッキング障
害動物をもちい、GABA-A受容体のト
ラフィッキングを介した可塑的変化の
メカニズム解明と制御への応用の可能
性が示唆された。 
 
 
２．研究の目的 
(1) GABA-A 受容体側の機能、感受性調節機構の解明し、麻酔効果の制御、すなわち“麻酔の
効きおよび導入覚醒時間の調節法”の開発を目的とする。受容体の可塑性を利用し薬物効果調
節に応用するということは、新たなコンセプトである。既在の麻酔薬作用に対して、新たな調
節機構をもたらす画期的なものである。 
(2) 薬物代謝障害による薬物作用の遷延などの、薬物投与後であっても反応進展を止める、い
わゆる“麻酔状態からのリバース”を薬物種に依存せず可能とし、副作用発現の予防にも有効
な手段を探索する。 
 
３．研究の方法 
(1)  GABA-A 受容体の 3 種のサブユニットの野生型およびサブユニットリン酸化部位
に変異導入したプラスミドを作成する。 GABA-A 受容体はサブユニットによるヘテロマ
ーを形成する。神経系の培養細胞系に野生型サブユニットを導入し、安定的に発現する細
胞株を作製する。さらに変異サブユニット+サブユニット導入した細胞株を作製する。 
 
(2)  方法(1)で作製した細胞株を用い、GABA-A 受容体の細胞内分布を、コンフォーカル顕微
表を解析する。 リン酸化部位変異導入による GABA-A 受容体細胞内分への影響を GABA 投
与、麻酔薬投与下において評価する。 
 
(3) 方法(1)で作製した細胞株を用い、パッチクランプ法を用い、GABA 応答、GABA に対す
る濃度反応曲線、麻酔薬の増強効果等の薬理学的性質を解析し、受容体リン酸化変異の影響を
評価する。 
 
(4) 受容体トラフィッキングに関わるタンパク質を探索する。野生型 GABA-A 受容体サブユ
ニットに HA タグを挿入し（WT-3-HA）、このサブユニットを安定発現する培養細胞からタン
パク質抽出し、細胞分画毎に HA 抗体による免疫沈降を行う。 
 
 



４．研究成果 
(1)GABA-A 受容体リン酸化部位変異による受容体細胞内分布変化の可視化とメカニズム探索 
野生型 GABA-A 受容体-subunit に HA-tag を組み込み(WT-3-HA)、細胞内分布の可視化を可能
とした（図 2）。さらにおよび-subunit を、神経細胞に分化能をもつ Neuro2A 細胞に導入し安
定発現する培養細胞系を確立した。HA--subunit のリン酸化部位に変異導入したものとおよび
-subunit を共発現する Neuro2A 細胞系も確立した。 
 
(2) (1)で確立した細胞
株を用いて GABA-A 受
容体分布を HA タグによ
り解析した（図 2）。野
生 型 に お い て は 、
GABA-A受容体は細胞膜
上に多く存在した。一方
でリン酸化部位に変異導
入した S408/9A および
S408/9E 細胞株におい
て、細胞膜上の受容体減
少と細胞質内にとどまっ
ている受容体増加が認め
られた。 
 
(3) (1)で確立した細胞株を用いて GABA 応答をパッチクランプ法の適用下に解析した(図 3)。
野生型は 100MGABA 投与によ
り一過性の Cl-内向き電流が観察
され、そのピーク電流値も 1nA
を超える大きなものであった。
一方でリン酸化部位に変異導入
した S408/9A および S408/9E 細
胞 株 に お い て 、 い ず れ も
100MGABA 投与により一過性
のCl-内向き電流が観察されるも
のの、そのピーク電流値は野生型よりも小さく、不活性化過程のキネティクス変化が見られた。 
(2)、(3)の結果より、GABA-A 受容体サブユニットのリン酸化部位が、受容体の細胞内分布ひ
いては受容体輸送に関わること、また受容体機能である GABA 応答を制御することを明らかに
した（図 3）。 
 
(4)  GABA-A 受容体結合タンパク質探索がなさ
れてきたが、Gephyrin、PRIP-1 などが知られてい
るが、これらのタンパク質に依存しないトラフィ
ッキングや、これらの欠損によっても麻酔効果が
減弱しない麻酔薬も存在する[引用文献]。新規の
制御タンパク質探索のためには、-subunit に直接
結合していないが、複合体タンパク質内の探索も
行う必要がある（図 4）。現在も探索をすすめてい
る。 
 
＜引用文献＞ 
Propofol Anesthesia Is Reduced in Phospholipase 
C – Related Inactive Protein Type-1 Knockout Mice. (2017). Nikaido, Y., Furukawa, T (2番目)., 
Shimoyama, S., Kushikata, T(7 番目)., Ueno, S*. (11 番目) (6 名省略). J Pharmacol Exp Ther, 
361, 367–374 
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