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研究成果の概要（和文）：抑制性シナプス編成過程の一端を明らかにするため、生きた単一の神経細胞におけるグリシ
ン受容体とその足場タンパク質であるゲフィリンの時空間的な局在変化と相互作用を検討した。その結果、ゲフィリン
はグリシン受容体の活性化にかかわらず安定的にシナプスに局在する一方、グリシン受容体は活性化依存的にゲフィリ
ンクラスター領域で安定化していた。更に、グリシン作動性シナプス編成において、グリシン受容体に先行してゲフィ
リンの局在が重要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：GABA and glycine mediate fast inhibitory neurotransmission in the central nervous 
system. Although the molecular elements of inhibitory synapses, such as GABAA or glycine receptors and 
gephyrin, a scaffolding protein are important for establishing inhibitory synapses, dynamic interactions 
between these molecules in live neurons are still elusive. We studied trafficking and localizations of 
glycine receptors and gephyrin. The present results suggest that the mobility of gephyrin is lower than 
glycine receptors, and its stability is unaffected by glycine receptor activation within one hour. 
Furthermore, the synaptic localization of gephyrin may be a prerequisite for the postsynaptic clustering 
of glycine receptors.

研究分野：神経科学
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１．研究開始当初の背景 
 
 中枢神経系において、神経細胞間の主要な
抑制性シナプス伝達は GABA とグリシンによ
って行われている。シナプスにおいて、放出
される伝達物質に対応した適切な受容体の
局在は神経回路編成に不可欠であり、記憶や
運動学習をはじめ神経機能の基盤となる神
経可塑性において極めて重要である。 
 近年、神経機能発現における抑制性局所回
路の重要性が注目されるようになり（Hensch, 
2005）、AMPA 受容体のみならず GABA 作動性シ
ナプス（Bannai et al, 2009）やグリシン作
動性シナプス（Levi et al., 2008）につい
ても、神経活動に応じて各受容体のシナプス
局在が変化することが報告されてきた。シナ
プスにおける受容体の局在は、エクソサイト
ーシスによる膜挿入、ブラウン運動による側
方拡散、エンドサイトーシスによる膜から細
胞内への取り込みなど、受容体自体の供給経
路によるものと、足場タンパク質であるゲフ
ィリン、細胞接着分子であるニューロリギン
などのシナプス関連分子との相互作用によ
って制御されている（Craig & Kang, 2007）。 
従来、グリシン受容体はシナプス後膜におい
てゲフィリンと結合することで安定化する
と考えられてきたが、近年の報告では、グリ
シン受容体が細胞内小胞輸送の過程でゲフ
ィリンと複合体を形成し、樹状突起に共輸送
されることが示されている（Maas et al., 
2006, 2009）。これまで抑制性シナプス形成
におけるゲフィリンとグリシン受容体の重
要性が明らかとなっているが、グリシン作動
性シナプス編成において、足場タンパク質で
あるゲフィリンと受容体がどこで、どのよう
に相互作用するのか、という基本的問題は未
だ十分に明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
 
 抑制性シナプス編成に関連した分子がど
こで、どのように相互作用し、機能的な抑制
性シナプスを編成するのか、という神経回路
構築の基本原理は十分明らかになっていな
い。そこで、抑制性神経伝達物質受容体と関
連分子に着目し、シナプス形成におけるそれ
ら分子の相互作用と時空間的ダイナミクス
を検討した。 
 
３．研究の方法 
 
 マウス脊髄由来の培養神経細胞へ蛍光タ
ンパク質を付加したDNAコンストラクトを作
製・導入し、グリシン受容体およびその足場
タンパク質であるゲフィリンを可視化した。
主に共焦点顕微鏡を用いて、光褪色後蛍光回
復法により各分子の移動性を検討した。併せ
て、生細胞イメージングの結果を補完するた
め、免疫化学的染色法によって定量的な解析
を行った。また、電気生理学的パッチクラン

プ法を用いて抑制性シナプス応答の変化を
検討した。 
 
４．研究成果 
 
 まず、免疫化学的染色法によって抑制性シ
ナプスにおけるグリシン受容体とゲフィリ
ンの局在率を検討した。抑制性シナプス前部
のマーカーとして小胞抑制性アミノ酸輸送
体（VIAAT）を用い、グリシン受容体α1サブ
ユニットもしくはゲフィリンのシナプス局
在率を計測したところ、いずれも抑制性シナ
プスにおいて同程度の局在を示すことがわ
かった。次に、グリシン受容体およびゲフィ
リンの共局在率を検討したところ、高い共局
在率を示した。 
 Maas ら（2006, 2009）は、ゲフィリンがグ
リシン受容体の足場のみならず、グリシン受
容体の細胞内輸送においてもアダプタータ
ンパク質として働くことを報告している。そ
のため、単一の神経細胞において、グリシン
受容体とゲフィリンの時空間的動態を同時
に観察し、それら分子の移動性を比較検討し
た。リポフェクション法により、培養細胞に
グリシン受容体αサブユニットおよびゲフ
ィリンを発現させてライブセルイメージン
グを行ったところ、およそ 1時間の経時観察
において、いずれの分子も樹状突起上を移動
することが認められた。しかし、グリシン受
容体クラスターは樹状突起において出現と
消失がみられ、高い移動性を示した一方、ゲ
フィリンの空間的変化はグリシン受容体に
比べ非常に限局されており、1 時間の経時観
察において新たなゲフィリンクラスターの
出現と消失は認められなかった。 
 加えて、pH感受性蛍光タンパク質を用いて
細胞膜上のグリシン受容体を特異的に可視
化すると、ゲフィリンがクラスター化してい
ない樹状突起上の領域において、グリシン受
容体は高い側方移動性を示した。そのため、
グリシン受容体とゲフィリンの移動性は異
なっており、少なくとも、グリシン受容体と
ゲフィリンが常に結合した状態で樹状突起
を移動してシナプス局在するのではない、と
考えられた。 

  
図１．グリシン受容体およびゲフィリンを発現
した神経細胞の突起 
 
ゲフィリンクラスターの移動性は低く、安定



的な局在を示す。ゲフィリンと共局在したグ
リシン受容体クラスター（黄印）も安定的で
あるが、ゲフィリンクラスターのない突起上
ではグリシン受容体の出現や高い移動性を
示す（赤印）。 
 
 次に、グリシン受容体の活性化に伴うグリ
シン受容体およびゲフィリンの局在変化を
検討した。ゲフィリンは活性化に関わらず安
定的にシナプスに局在する一方、グリシン受
容体は活性化阻害群において、対照群よりも
有意に側方拡散が高いという結果を得た。し
かしながら、グリシン受容体を活性化させる
と、受容体の側方拡散が有意に低下し、対照
群と同程度になることが認められた。また、
この活性化依存的な受容体の安定化はゲフ
ィリンクラスターが存在する領域において
のみ観察された。そのため、グリシン作動性
シナプス編成過程において、ゲフィリンはグ
リシン受容体に先行してクラスターを形成
し、グリシン受容体がその領域で活性化する
ことでグリシン受容体のクラスターを形成
することが示唆された。 
 次に、既にゲフィリンクラスター上で安定
化したグリシン受容体の時間的安定性を検
討した。その結果、既に側方拡散が低下した
グリシン受容体は、活性化を 24 時間阻害し
ても、その安定性が維持された。一方、阻害
後 48 時間経過すると、再び側方拡散が上昇
し、不安定化することが示唆された。 
 更に、活性化依存的なグリシン受容体の安
定化が機能的な抑制性シナプス形成に寄与
しているのか検証するため、電気生理学的パ
ッチクランプ法を用いてグリシン作動性シ
ナプス応答の変化を検討した。その結果、グ
リシン受容体の活性化を長期間阻害してい
た群では、阻害剤除去 10 分後に比べ、50 分
後では有意に振幅が増大していた。一方、対
照群では経時的なグリシン作動性シナプス
応答の振幅の増大は認められなかった。 
 本研究結果から、グリシン受容体の活性化
はグリシン受容体のシナプス集積を促進さ
せる一方、ゲフィリンの集積には関与しない
ことが示唆された。また、グリシン受容体と
ゲフィリンの相互作用は樹状突起上の輸送
中よりもシナプス局在において重要である
と考えられた。 
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