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研究成果の概要（和文）：培養マウス小脳プルキンエ細胞を用いた電気生理学的解析により、リ
ガンドを受容したアデノシン１型受容体 A1R は Gi/oタンパク質非依存的に１型代謝型グルタミ
ン酸受容体 mGluR1 のグルタミン酸感受性を低下させ、mGluR1 が誘導する小脳長期抑圧を阻害
することが示唆された。マウス個体を用いた行動学的解析においては、B 型γアミノ酪酸受容
体 GABAbR を活性化させると、小脳長期抑圧依存的運動学習が促進された。以上の結果は、脳髄
液中の神経変調因子を受容する A1R や GABAbR が mGluR1 を機能修飾してシナプス可塑性と学習
を制御する可能性を示唆している。 
 

 
研究成果の概要（英文）：Our electrophysiological analyses in cultured mouse cerebellar 
Purkinje cells suggest that ligand-activated adenosine A1 receptor (A1R) impedes 
cerebellar long-term depression (LTD) by decreasing the glutamate-sensitivity of type-1 
metabotropic glutamate receptor (mGluR1), a key trigger of induction of cerebellar LTD.  
Our in-vivo behavioral analyses showed that activation of B-type gamma-amino butyric acid 
receptor (GABAbR) facilitated cerebellar LTD-dependent motor learning.  These findings 
suggest that in response to neuromodulators in the cereberospinal fluid, A1R and GABAbR 
modulate mGluR1 and thereby regulate induction of synaptic plasticity and learning. 
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１．研究開始当初の背景 

神経系において、特定パターンのニューロ
ン活動がシナプスの伝達強度を長期にわた
って変化させる。この現象はシナプス可塑性

と呼ばれ、記憶・学習を支える生物学的メカ
ニズムと広く考えられている。ところで学習
成績は覚醒レベル、気分、興味、恐怖などの
心理ファクターに大きく左右される。一つの
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原因は心理ファクターがシナプス可塑性の
起こり易さ（誘導効率）を変化させるためと
考えられている。ところが従来、その具体的
なメカニズムは殆ど分かっていなかった。  

申請者は最近、小脳長期抑圧（小脳 LTD、
運動学習を支えるシナプス可塑性、平行線維
→プルキンエ細胞シナプスの伝達効率が数
時間以上にわたって減弱する現象）の分子機
構を追究する中で、学習成績が変化するメカ
ニズムを解明するための有力な手がかりを
掴んだ。小脳 LTD の誘導を主導するのはプル
キンエ細胞に発現する 1型代謝型グルタミン
受容体（mGluR1、興奮性伝達物質グルタミン
酸に対する Gタンパク共役型受容体 GPCR）で
ある。我々は、プルキンエ細胞において
mGluR1 が異種の GPCR とヘテロ複合体を形成
し、G タンパク依存的および非依存的なシグ
ナル・クロストークを起こすことを発見した。
しかも、クロストークを起こす GPCR（B 型γ
アミノ酪酸受容体GABABRおよび1型アデノシ
ン受容体 A1R）のリガンド（GABA およびアデ
ノシン）は脳髄液に蓄積して覚醒レベル、気
分、集中力など心理的基調を決定する神経変
調因子として働くものである。したがって、
これらリガンドが GPCR のクロストークを通
じてどのように小脳 LTD や小脳 LTD 依存的学
習に影響を及ぼすかが分れば、心理ファクタ
ーによる学習制御のしくみの解明に繋がる
ことが期待された。 
 
 
２．研究の目的 
 小脳プルキンエ細胞（in vitro）〜動物個
体（in vivo）の各レベルにおいて電気生理
学・行動学的実験を展開し、GPCR のクロスト
ークが小脳 LTD および小脳 LTD 依存的運動学
習に与える影響を明らかにするとともに、
GPCRのクロストークが小脳LTDに作用する分
子・細胞メカニズムを明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
（１）GPCRのクロストークが小脳LTDに与え
る影響の解析：標本として出生直前のマウス
胎児から単離した小脳プルキンエ細胞の培
養系を用いた。小脳LTDの細胞レベルの素過
程は、小脳プルキンエ細胞においてグルタミ
ン酸を受容したmGluR1が細胞内シグナルを
媒介し、シナプス後膜に発現するAMPA型グル
タミン酸受容体（AMPAR）の細胞内回収を促
進し、グルタミン酸作動性シナプス後電位が
持続的に減弱することである。培養プルキン
エ細胞においては、イオン泳動によるグルタ
ミン酸の樹状突起への局所投与（平行線維—
プルキンエ細胞シナプス入力の代用、AMPAR
介在性のシナプス後電流を惹起するととも
にmGluR1を活性化する）と細胞体への脱分極

パルス（登上線維—プルキンエ細胞シナプス
入力の代用、パッチクランプ法による）を組
み合わせた誘導刺激によって上記素過程を
引き起こすことができる（in-vitro LTD、グ
ルタミン酸によって誘発されたAMPAR介在性
シナプス後電流の持続的減弱として観察さ
れる）。本研究では、培養プルキンエ細胞に
さまざまな薬理学的操作を加えながら
in-vitro LTDを測定し、その深度を比較する
ことで、GPCRのクロストークが小脳LTDに与
える影響を推定した。 
（２）GPCRのクロストークが運動学習に与え
る影響の解析：標本として成熟マウス個体を
用いた。動く物体を眼球が追随する反射（視
機性動眼反射、OKR）は小脳依存的であり、
動物に長時間にわたり動く物体を呈示した
際に追随性が向上する現象（OKR順応）は小
脳LTDに依存した運動学習の一種であること
が知られている。我々はマウスの小脳片葉に
GABAbRアゴニスト等あるいはコントロール
生理食塩水を注入して、GABAbRによるmGluR1
シグナル増強を誘発させた場合とそうでな
い場合とで、OKR順応の時間推移と度合いを
比較した。同様の比較を、やはり小脳LTD依
存的であることが知られている回転棒タス
ク（回転する棒に乗っていられる時間を測定
する、この時間はトレーニングによって延長
する）についても行った。 
 
 
４．研究成果 
（１）GPCRのクロストークと小脳LTD 
 正常食塩水で灌流している条件では、誘導
刺激後グルタミン酸誘発電流の振幅が約３
０％減弱し、この減弱は１時間の観察期間を
通して持続した（in-vitro LTD）。これに対
して、細胞外液に数十〜数百nMレベルのA1R
選択的アゴニストR-PIAもしくはCCPAを添加
すると、in-vitro LTDが全く誘導されなくな
った。これらの結果は、プルキンエ細胞に発
現するA1Rは、リガンドを受容すると小脳LTD
の誘導を阻害することを示唆している。 
 内在性のA1Rアゴニストであるアデノシン
も脳髄液中に蓄積しうることが示唆されて
いる数十〜数百nMの濃度でR-PIAおよびCCPA
と同様のin-vitro LTD阻害効果を発揮した。
この結果は、脳髄液に含まれるアデノシンに
よって生理条件下で小脳LTDの阻害が引き起
こされる可能性を示唆している。 
 R-PIAは誘導刺激の期間中にのみ細胞外液
中に存在していれば、誘導刺激前後を通して
存在していた場合と同様に、in-vitro LTDを
阻害した。また誘導刺激後だけにR-PIAを投
与した場合は、in-vitro LTDの阻害が観られ
なかった。これらの結果は、リガンドを受容
したA1Rがin-vitro LTDの維持プロセスでは
なくin-vitro LTDの誘導プロセスに作用して



 

 

阻害効果を発揮していることを示唆してい
る。 
 in-vitro LTDを誘導する十分要素はi. 
mGluR1のプルキンエ細胞内シグナリングと
ii.電位依存性カルシウム・チャネンルを通
じたカルシウム・イオンの細胞内流入である
ことが知られている。我々は、in-vitro LTD
を阻害する数十〜数百nMのR-PIAが電位依存
性チャネルを介したカルシウム・イオン流入
に殆ど影響を与えないことを明らかにした。
この結果は、A1RがmGluR1のプルキンエ細胞
内シグナリングを減弱させることでglu-LTD
阻害効果を発揮していることを示唆してい
る。 
 R-PIAは不飽和濃度のDHPG（mGluR1アゴニ
スト）によって誘発されたmGluR1介在性陽イ
オン電流を減弱させたが、飽和濃度のDHPGに
よる陽イオン電流は減弱させなかった。また、
TPA（PKC活性化剤）によってmGluR1細胞内シ
グナル・カスケードの下流を強制的に活性化
してin-vitro LTDを誘導した場合、R-PIAは
このin-vitro LTDを阻害しなかった。これら
の結果は、リガンドを受容したA1RがmGluR1
自体もしくはシグナル・カスケードの上流に
作用して、mGluR1のグルタミン酸感受性を低
下させることによって、in-vitro LTDを阻害
していることを示唆している。 
 以上のようにリガンドを受容したA1Rは
glu-LTDを阻害することが示唆されたが、同
じクラスのGタンパク質（Gi/oタンパク質）に
共役するGABAbRはリガンドを受容すると
in-vitro LTDを促進した。またA1Rアゴニス
トによるin-vitro LTD阻害効果は、百日咳毒
素（Gi/oタンパク質阻害剤）で事前処理した
培養プルキンエ細胞においては観察されな
かった。さらにin-vitro LTDを阻害する数十
〜数百nMのA1RアゴニストはmGluR1介在性陽
イオン電流を減弱させたが、逆に数十μMの
A1Rアゴニストは陽イオン電流を増強した。
これらの結果は、A1RがGi/oタンパク質に依存
しない経路を通じてmGluR1のシグナリング
を減弱させることでin-vitro LTDを阻害して
いることを示唆している。 
 以上の結果は、GPCRがシグナル・カスケー
ドの上流で機能的に相互作用して、シナプス
可塑性の誘導効率を調整していることを示
唆している。 
（２）GPCRのクロストークと運動学習 
 マウス小脳に数nM〜数μMのバクロフェン 
（GABABRアゴニスト）を投与すると、回転棒
タスクやOKR順応の成績が向上した。 
 とくにOKR順応に関しては、異なる実験者
チーム（研究代表者の研究室に配属された大
学学部学生および大学院生）に独立して測定
を実施させ、上記知見が高い確度で再現され
るとともに、baclofenの時間作用の詳細が明
らかになった。すなわち、トレーニング初日

のOKRゲイン増加の時間的推移には バクロ
フェン投与群と統御群との間に差異が認め
られなかったが、トレーニング２日目におい
てバクロフェン投与群は初日に達成した学
習成績を保持していたのに対し、統御群は保
持していなかった。同じ手続きにより局所麻
酔剤を注入したときはトレーニング初日の
OKRゲイン増加が見られなかったことから、
小脳片葉のOKR順応に対する関与が確認され
た。これらの結果は、GABAbRによるmGluR1シ
グナリングの増強がOKRに関する長期記憶の
固定プロセスを促進する可能性を示唆して
いる。また我々はin vivoの小脳片葉で誘発
された小脳長期抑圧を、immunoblotによりシ
ナプス画分のAMPAR GluR2サブユニットの減
少として捉える解析方法を確立した。現在、
この方法を用い、GABAbRアゴニストがin vivo
で小脳LTDを促進するか否かを精査している。 
 なお本実験を実施するために、工場のライ
ンを流れる製品を高速に画像解析して品質
を検査するマシンビジョン技術を応用した
高精度かつ操作容易な小動物用眼球運動測
定装置を開発した。 
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