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研究成果の概要（和文）：マウス小脳へのB型ガンマ・アミノ酪酸受容体アゴニスト注入は小脳長期抑圧(LTD)依存的な
視機性動眼反射(OKR)順応を促進した。一方、in-vitro実験により、1型アデノシン受容体がLTDのトリガー分子である1
型代謝型グルタミン酸受容体と複合体化し、プルキンエ細胞におけるLTDの素過程を阻害することが分かった。Gタンパ
ク質共役性受容体の相互作用がシナプス可塑性と学習に影響することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In cerebellar Purkinje cells, B-type gamma-aminobutyric acid receptor (GABAbR) and
 type-1 adenosine receptor (A1R) are suggested to modulate type-1 metabotropic glutamate receptor (mGluR1)
 whose intracellular signaling triggers induction of cerebellar long-term depression (LTD). Using a machin
e vision-based optokinetic reflex (OKR) measuring system, we found that in mice, cerebellar injection of a
 GABAbR agonist facilitated OKR adaptation, a cerebellar LTD-dependent learning. Moreover, using in-vitro 
preparations, we found that A1R interacted with mGluR1 via its C-terminus and that A1R activation suppress
ed the LTD of Purkinje cell's glutamate-responsiveness by lowering mGluR1's ligand-sensitivity in a G prot
ein-independent manner. The hetero-G protein-coupled receptor interplay may influence central synaptic pla
sticity and learning.
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１．研究開始当初の背景 
 我々は先行研究において、小脳プルキンエ
細胞の表面ではGタンパク質共役型受容体
(GPCR)の一種、1型代謝型グルタミン酸受容体
mGluR1に対して別種のGPCRであるB型ガン
マ・アミノ酪酸受容体(GABAbR)や1型アデノシ
ン受容体(A1R)が近接発現しており、脳髄液レ
ベルのGABAやアデノシンを投与すると、
mGluR1のシグナリングが増強／減弱すること
を示した。mGluR1のシグナリングは、小脳関
連学習を支えるシナプス可塑性（小脳長期抑
圧）の素過程であるプルキンエ細胞のグルタ
ミン酸応答性の長期抑圧(glu-LTD)のトリガ
ーである。したがって、神経活動依存的なGABA
やアデノシンの脳髄液濃度の増減は、小脳長
期抑圧の誘導を促進／阻害し、学習成績に影
響を与える可能性が考えられた。一般に、学
習成績には個体差があり、同じ個体において
も脳全体の活動等の影響を受けて変化する。
GABAやアデノシンによるシナプス可塑性の促
進／阻害は学習効率を調整する分子機序とし
て働いている可能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
(1) 上記の可能性を検討するため、マウス個
体において小脳長期抑圧が関与する視機性動
眼反射（OKR、注視している動く物体の網膜上
でのぶれを減らすための眼球の自動的補償運
動）の順応（動く物体の長時間呈示によって、
物体に対する眼球の追尾性が向上する学習現
象）を測定し、GABAbRの活性化が学習成績に
どのような影響をもたらすかを調べた。 
 
(2) 脳髄液に含まれているGABAの濃度を測
定しつつ、OKR順応を測定し、生理的条件下に
おけるGABAの小脳関連学習に対する影響の解
析を目指した。そのために高感度の脳髄液ア
ミノ酸濃度検出システムを構築した。 
 
(3) 異種GPCRの相互作用がシナプス可塑
性・学習の効率を変化させる分子機序を
A1R-mGluR1相互作用をモデルとしてin vitro
において解析した。 
 
３．研究の方法 
(1) マシンビジョン技術によりマウスの瞳
孔の位置を計測し、眼球運動を測定するシス
テムを開発した。水平往復回転する縦縞もし
くは市松模様のスクリーンをマウスに1日当
たり１時間、計 2 日間にわたり呈示し、OKR
順応を測定した。OKR 順応の学習成績はスク
リーンの回転角度振幅に対する眼球の回転
角度振幅の相対値（OKR ゲイン）により評価
した。１日目の呈示の直前に、テスト群およ
びコントロール群のマウスの小脳片葉に
GABAbR アゴニスト baclofen 含有／不含の生
理食塩水を注入した。 
 
(2) 予めマイクロダイアリシス半透膜プロ
ーブを小脳片葉に埋設したマウスを対象と

して上記の要領で OKR 順応を測定しながら、
連続的に脳髄液物質を回収した。10 分間ごと
にまとめたサンプルについて、アミノ酸の o-
フタル酸(OPA)修飾を行い、高速液体クロマ
トグラフィーで分離し、さらにアミノ酸に付
加された OPA の酸化・還元電流を電気化学的
に検出することにより、脳髄液中の GABA の
濃度を推定した。J 
 
(3) 培養したマウス小脳プルキンエ細胞お
よびA1RやmGluR1を強制発現させたNeuro2a
細胞を対象として、パッチクランプ測定、免
疫共沈、蛍光共鳴エネルギー転移(FRET)イメ
ージングなどを用いて GPCR 間の相互作用機
序を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 開発した眼球運動計測システムを用い
て測定したところ、1時間連続呈示の期間中に
時間をおってOKRゲインが増加することを検
出できた（図1A,B）。またlidocaineの脳内注
入による小脳片葉の活動抑制がOKR順応を阻
害することも検出できた。これらの結果から、
開発した計測システムが神経変調による小脳
関連学習の変化を評価するために十分な測定
感度・精度を備えていることが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ Baclofen小脳内注入のOKR順応に対す
る効果（図の説明は次ページに続く） 



A: OKR順応により、スクリーンに対する眼球
の追尾性が向上する。本研究ではスクリーン
の回転角度振幅を18度とした（往復運動の周
期は0.2 Hz）。OKRゲインは眼球の回転角度振
幅をスクリーンの回転角度振幅に対する相対
値で示したもの。例えば、眼球の回転角度振
幅が9度の場合、OKRゲインは0.5となる。 
B: 1日当たり1時間、計2日間に渡りOKRゲイン
の時間的変化をプロットしたグラフ。このグ
ラフのテスト群では5 nMのbaclofenを注入し
ている。一つ一つのシンボルは、1時間の呈示
期間を10分間ごとのピリオドに分け、それぞ
れのピリオドごとに全試行のOKRゲインを平
均した値を示している。 
C:OKR順応の長期記憶のbaclofen濃度依存性。
縦軸は、各個体について１日目の最初のピリ
オドを基準として、2日目の最初のピリオドま
でのOKRゲインの増加率を%で表している。一
つ一つのシンボルは各個体のデータを表して
いる。コントロール群には見られない大きな
増加率を示す個体がnMオーダー以上の
baclofenを投与したテスト群に見られる。 
 
(2) 第１日目の１時間にわたる刺激呈示中
のOKRゲインの増加についてはテスト群とコ
ントロール群に差が見られなかった(図1B)。
しかし、テスト群では第２日目の呈示開始時
に前日に達成した成績が維持されていたが、
コントロール群ではこのような維持が顕著で
はなかった（図1B）。この結果は、GABAbRの
活性化がOKR順応における長期記憶の形成・維
持を促進することを示唆している。この促進
作用はnMオーダーのbaclofenでも観察され
（図1C）、効果濃度領域の共通性から先行研
究で報告したGABAbRを介したmGluR1シグナリ
ングの増強が関与している可能性が考えられ
た(Tabata et al., PNAS, 2004)。 
 
(3) OPA化アミノ酸の酸化・還元電流を約1V
に保持したカーボン電極により検出すること
で、マウス小脳片葉近傍の脳髄液から数nMの
GABAを検出することができた。また検出はOKR
順応学習中のマウスから採取したサンプルで
も成功した。現在、脳髄液GABA濃度とOKR順応
の学習成績の相関等を解析している。 
 
(4) In vitro の実験により、A1R が主とし
て C 末領域を介して mGluR1 と相互作用し、
複合体を形成することが明らかになった。ま
たアデノシン等により A1R を活性化すると、
glu-LTD の誘導が阻害されることが分かった。
この阻害効果の主原因は、mGluR1 の細胞内シ
グナリングの減弱ではなく、mGluR1 のグルタ
ミン酸感受性の低下であることが示唆され
た。さらに A1R は共役する Gタンパク質を介
さず mGluR1 のグルタミン酸感受性を変調し
ていることが分かった。 
 
(5) 以上の結果から、脳髄液中の GABA やア
デノシンが G タンパク質に依存しない異種

GPCR 相互作用により小脳のシナプス可塑性
の誘導を促進／阻害し、個体レベルの学習に
影響を及ぼしている可能性が示唆された。 
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