
    

様式様式様式様式 CCCC----19191919    

科学研究費補助金研究成果報告書科学研究費補助金研究成果報告書科学研究費補助金研究成果報告書科学研究費補助金研究成果報告書    

平成 23年 5月 31日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
運動学習の細胞機構として、小脳プルキンエ細胞シナプスの伝達効率の長期間の低下（長期抑
圧 LTD）が考えられている。我々は培養したプルキンエ細胞にウイルスベクターを用いて緑色
蛍光蛋白質、及び赤色蛍光蛋白質で標識したアンパ型グルタミン酸受容体を同時発現させるこ
とにより、学習刺激により樹状突起スパイン形態は変化せず、アンパ受容体がスパインからシ
ャフト部へトランスロケートすることを画像解析を用いて見出した。 
研究成果の概要（英文）： 
Long-term depression (LTD) of synaptic efficacy in the cerebellar Purkinje cell provides an 
underlying mechanism for motor learning. We analyzed distribution of intracellular pool of 
AMPA-receptors (AMPA-Rs) by means of double-expression of Green fluorescent protein 
(GFP) and Red fluorescent protein (mCherry)-tagged AMPA-Rs in cultured Purkinje cell. 
We found that LTD-stimulation caused translocation of intracellular pool of AMPA-Rs from 
the spine to the shaft of dendrite, but it caused no change in shape of the spine. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 活動依存性受容体トラフィッキングと
構成性受容体トラフィッキング：学習･記憶
の基礎であるシナプス可塑性のメカニズム
のひとつとして、アンパ型グルタミン酸受容
体のシナプス後膜での発現数が変化するこ
とが知られている。アンパ受容体の圧倒的多
数は細胞内にプールされており、シナプス後
膜プールとの間で常時、受容体分子の構成性

トラフィッキングによる往来があり、運動学
習の基礎メカニズムであるシナプス伝達の
長期抑圧（LTD）もエキソサイトーシスを介
した膜への受容体挿入と、エンドサイトーシ
スを解した膜からの受容体除去の、平衡のシ
フトとして理解する必要があると思われる。
しかしシナプス膜へのアンパ受容体の供給
源である細胞内プール、特に最も重要なスパ
イン内プールの動態と LTDの関係を解析し
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た研究は全く見当たらない。 
(2) 海馬ではシナプス長期増強LTPに伴い、
スパインの大きさが増加することが知られ
ているが、小脳プルキンエ細胞では LTDに
伴い、スパインの大きさは変化しないことが
報告されており、機能変化に対応する構造変
化が全く知られていなかった。 
 
２．研究の目的 
(1) 学習活動に伴うアンパ受容体細胞内プ
ールの動態の解明： スパイン内での受容体
プールの動態を画像解析するためには、スパ
イン全体とアンパ受容体を別の色の蛍光蛋
白質でラベルし、生きた状態で LTD 誘発刺
激を与え、結果をタイムラプスモードで観察
する必要がある。本研究では培養小脳プルキ
ンエ細胞を用い、緑色蛍光蛋白質（GFP）を
細胞質に発現させ、一方、赤色蛍光蛋白質
mCherry で標識したアンパ受容体も同時に
発現させ、化学的 LTD 刺激によって、スパ
イン形態の変化とアンパ受容体のスパイン
内プールにどのような変化が生じるか、共焦
点顕微鏡により画像解析することを第一の
目的とした。 
(2) アンパ受容体細胞内プールの制御因子
の解明： LTDの誘導には代謝型グルタミン
酸受容体の活性化、蛋白質キナーゼ Cの活性
化等が必要である。どのような物質による刺
激がアンパ受容体のスパイン内プールの移
動を惹き起こすか、を明らかにし、アンパ受
容体細胞内プールのトランスロケーション
を制御する細胞内情報伝達系を明らかにし、
LTD 誘導とアンパ受容体細胞内プールのト
ランスロケーションの因果関係をあきらか
にすることを第 2の目的とした。 
 
3. 研究の方法 
(1)プルキンエ細胞の培養： 培養したラット
のプルキンエ細胞を用いて、共焦点顕微鏡に
よるタイムラプス観察を行った。培養プルキ
ンエ細胞が生体内と同様のスパインを持つ
ように、底部の素材、基質、培地、表面積/
体積比等の培養条件を最適地になるように
調整した。 
(2)ウイルスベクターと蛍光蛋白質の選択： 
当初は赤色蛍光蛋白質（単量体 DsRed）をレ
ンチウイルスベクターを用いて細胞全体に
発現させることを試みたが、発現効率が極め
て低いため、緑色蛍光蛋白質 GFP をレンチ
ウイルスベクターを用いて培養神経細胞に
発現させた。一方、プルキンエ細胞で発現し
ているアンパ受容体のサブタイプ、GluR2を
別の赤色蛍光色素 mCherry によってラベル
した。これはシンドビスウイルスベクターを
用いてプルキンエ細胞に感染させ、発現させ
た。 
(3)共焦点顕微鏡によるタイムラプス観察： 

スパイン内のアンパ受容体プールの動態を
観察するために、共焦点顕微鏡（オリンパス
FV1000）に 100 倍の対物レンズを装着して
観察した。まず、10分間、バックグラウンド
の観察を行い、ついで高 Kイオン濃度のグル
タミン酸溶液を加え、30分間、タイムラプス
方で画像を記録した。その後、スパイン密度、
形状、ｍCherry/GFP の比率等のパラメータ
について画像解析を行った。 
 
4. 研究成果 
(1) アンパ受容体細胞内プールのトランス
ロケーション：  通常、アンパ受容体はス
パイン表面、スパイン内、および樹状突起シ
ャフト内に分布していた。GFPでラベルされ
たスパインは運動をしており、向きを変えた
り、多少の太さ、長さの変化は見られた。し
かし、LTD刺激の前後で、スパイン密度、長
さ、太さに有意な差は認められなかった。こ
れに対して、化学的 LTD 刺激により、スパ
イン部のｍCherry/GFP の輝度比は有意に低
下した。これはアンパ受容体の細胞内プール
が、LTD刺激により、スパインから樹状突起
シャフト部にトランスロケートしたことを
示している。このことは機能的には細胞内
GluR2 のエクソサイトーシスを介したシナプ
ス膜への挿入速度が LTD に伴い、遅くなって
いることを予想させた。そこで電気生理学的
に調べたところ、挿入速度の遅延が確認され
た。 
(2)アンパ受容体細胞内プールのトランスロ
ケーション調節因子： アンパ受容体細胞内
プールのトランスロケーションには代謝型
グルタミン酸受容体の活性化、蛋白質キナー
ゼ C(PKC)の活性化等が必要であった。これら
は LTD の誘導に必要な情報伝達系と同一であ
り、「アンパ受容体細胞内プールのトランス
ロケーションが LTD の原因である」という仮
説と矛盾しない。一方、アクチン脱重合阻害
剤はアンパ受容体細胞内プールのトランス
ロケーションを阻害した。LTD をアクチン脱
重合阻害剤が阻害するか否か、報告はなかっ
たが、生理実験の結果、LTD 誘導にはアクチ
ン脱重合が必要であることが示された。 
 以上の結果は、アンパ受容体細胞内プール
のトランスロケーションが LTD の原因の、少
なくとも一部である、と言う仮説を支持して
いる。すなわち、LTD ではアンパ受容体の細
胞内プールがスパインからシャフトにトラ
ンスロケートすることで、エキソサイトーシ
スを介したアンパ受容体のシナプス膜への
挿入が低下し、平衡がエンドサイトーシスに
よる受容体除去の側にシフトする結果、シナ
プス膜表面の受容体密度が減少し、LTD が生
じたと考えられる。 
 また、この現象は、小脳プルキンエ細胞に
おいて、初めて学習活動に伴い、構造変化が



生じたことを捉えたものであり、さらにこの
現象の解析から、より長期の運動学習記憶の
固定化の仕組みを明らかにすることができ
ると考えられる。 
 本研究により、アクチン脱重合が運動学習
過程に必要であることが示されたが、運動障
害後のリハビリテーションの促進等に、アク
チン系を制御する薬剤が効果をもたらす可
能性が示唆され、臨床応用への展望が開かれ
るかもしれない。 
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