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研究成果の概要（和文）：運動学習を支えるシナプス可塑性をトリガーする小脳プルキンエ細胞の代謝型グルタ
ミン酸受容体mGluR1は、代謝型アデノシン受容体A1Rや代謝型GABA受容体GABAbRと複合体化していることが示唆
されている。還元的な強制発現系（HEK-293細胞）に表面プラズモン共鳴および蛍光イメージングを適用し、こ
れら受容体間の相互作用が１）ニューロン特異的細胞内環境に依存しないこと、２）Gi/oタンパク質による仲介
を必要としないこと、３）脳髄液に蓄積するレベルのアデノシン、GABAの濃度変化によって動的に誘発され得る
ことを示した。これらの結果から、小脳運動学習の調整メカニズムの一端が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In cerebellar Purkinje cells, type-1 metabotropic glutamate receptor 
(mGluR1), which serves as the trigger of synaptic plasticity underlying motor learning, is suggested
 to be complexed with adenosine A1 receptor (A1R) and B-type gamma-aminobutyric acid receptor 
(GABAbR). We applied surface plasmon resonance imaging and fluorometry to HEK-293 cells 
heterologously expressing these receptors and found that A1R and GABAbR can form complexes with 
mGluR1 and modulate mGluR1 signaling without the neuron-specific cellular environment. We also found
 that these modulations do not require Gi/o protein and may be induced dynamically with 
cerebrospinal fluid levels of adenosine and GABA. These findings provide an insight into the 
regulatory mechanism of cerebellar motor learning.

研究分野：神経生理学
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１．研究開始当初の背景 

（１）ヒトを含む動物は注意や興味に応じ

て学習効率を調整し、生存に重要な事物を

選好的に学習すると考えられる。学習効率

を調整するために、記憶の固定に関わるシ

ナプス可塑的変化の誘導を促進あるいは阻

害するしくみが存在すると考えられるが、

その実体は分かっていなかった。研究代表

者はこれまでに運動学習を支えるシナプス

可塑的変化（小脳長期抑圧）をモデルとし

て、学習効率を調整するしくみを追究して

きた。その中で、小脳長期抑圧の誘導をト

リガーする小脳プルキンエ細胞の 1型代謝

型（Gタンパク質共役型）グルタミン酸受

容体 mGluR1 が別種の代謝型受容体（B型γ

-アミノ酪酸受容体 GABAbR、1 型アデノシン

受容体 A1R）と複合体を形成し、これら受

容体を介して mGluR1 シグナリングが増強

あるいは抑制され、小脳長期抑圧の誘導が

促進あるいは阻害される可能性を示した。 

（２）代謝型受容体の相互作用はシナプス

可塑的変化および学習効率の調整機序とし

て極めて魅力的であるが、小脳組織あるい

は小脳プルキンエ細胞を標本とした従来の

実験系では、このような機構を分子レベル

で実証的かつ詳細に解析することが困難で

あった。なぜなら、ニューロンには当該受

容体以外にも多くの受容体やそれらと相互

作用するアダプター・タンパク質やシグナ

ル分子が存在しており、当該受容体のみに

焦点を当てて分子レベルの挙動を観察する

ことが難しいからである。 

 

２．研究の目的 

（１）ニューロン特異的細胞内環境を有さ

ない還元的環境下において mGluR1 と

GABAbR もしくは A1R を共発現させたとき、

GABAbR-mGluR1 複合体および A1R-mGluR1 複

合体が再構築されるかを調べた。 

（２）また強制発現系においてこれらの受

容体間に機能的な相互作用が生じるか否か、

さらに還元的環境を利用して相互作用の分

子機序を詳細に調べた。 

 

３．研究の方法 

（１）tet-Op プロモーター支配下で mGluR1

サブユニットと A1R サブユニット、GABAbR1

サブユニット、GABAbR2 サブユニットをさ

まざまな組み合わせで発現する HEK-293 細

胞を作出した。 

（２）HEK-293 細胞から抽出したタンパク

質に免疫共沈を適用し、受容体どうしが複

合体化するか否かを検討した。励起・発光

波長の異なる蛍光タンパク質を融合させた

A1R および mGluR1 を共発現させた細胞に

Förster resonance energy transfer (FRET)

測定を適用し、これら受容体の複合体形成

を確認した。 

（３）mGluR1 が活性化されると、共役す

るGq/１1タンパク質を介してprotein kinase 

C (PKC)が活性化される。活性化した PKC は

細胞質から細胞膜に移動する性質がある。

さらに mGluR1 はイノシトール３リン酸受

容体を介して細胞内ストアからの Ca2+の流

出（細胞質 Ca2+濃度上昇）と連関する。PKC

の移動を表面プラズモン共鳴（SPR）イメー

ジングにより捉えるか、もしくは細胞質

Ca2+濃度上昇を fura-2 による蛍光イメージ

ングによって捉えることにより、mGluR1 シ

グナリングの強度を評価した。 

 

４．研究成果 

（１）免疫共沈および FRET 測定により、

GABAbR-mGluR1 複合体および A1R-mGluR1 複

合体が形成されることが明確に証明された。

また複合体形成にニューロン特異的な細胞

内環境が必須でないことが分かった。

GABAbR 受容体を形成する GABAbR1 サブユニ

ットと GABAbR2 サブユニットのうち、前者



が mGluR1 との複合体形成でより重要であ

ることが分かった。アラニン置換実験によ

り、A1R の細胞膜に近接する部位が mGluR1

との結合に重要であることが分かった。 

（２）10-8 M の A1R アゴニストあるいは

GABAbR アゴニスト baclofen を事前投与す

ると、mGluR1 アゴニスト DHPG に誘発され

る mGluR1 シグナリングがそれぞれ消失あ

るいは 50-500 %増大した。GABAbR、A1R に

共役する Gi/oタンパク質を百日咳毒素によ

って阻害しても、baclofen の 作用が見ら

れた。Gi/oタンパク質活性剤 mastoparan の

投与では mGluR1 シグナリングの減弱／増

強を模倣できなかった。GABAbR1 サブユニ

ットあるいは GABAbR2 サブユニットのいず

れかと mGluR1 を共発現した状態では、

baclofen による mGluR1 シグナリングの増

強が見られなかった。Bioluminessence ア

ッセイによって上記の実験で用いた濃度の

百日咳毒素および mastoparan が 実際に

Gi/oタンパク質をそれぞれ抑制、活性化して

いたことを確認した。 

（３）GABAbR の天然アゴニスト（GABA）に

より mGluR1 シグナリングを増強できるこ

とも確認され、この作用の解離定数は 63 nM

であった。 

（４）これらの結果は、i) A1R-mGluR1 お

よび GABAbR-mGluR1 はニューロン特異的細

胞内環境に依存せず、内在的な性質により

複合体を形成し、かつ相互作用すること、

ii) 相互作用の仲介にはセカンド・メッセ

ンジャー・カスケードが重要でないこと、

iii) 神経活動依存的に脳部位の局所に蓄

積する 10-8〜10-5 M の GABA やアデノシンの

濃度変化によって相互作用が動的に誘発さ

れること、を示唆している。以上のことか

ら、A1R-mGluR1 および GABAbR-mGluR1 の複

合体形成・相互作用はシナプス可塑的変化

および学習の促進・阻害の少なくとも一部

を担っている可能性が高く、さらに小脳以

外の脳部位でも普遍的にシナプス可塑的変

化やその他の mGluR1 介在性シナプス・シグ

ナリングの調整に大きな影響を与えている

可能性が示唆された。 
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