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研究成果の概要（和文）： 
GABAB受容体 R2 サブユニットの AMPK によるリン酸化部位 p783 レベルの上昇は、同受容

体の脱感作を抑制する。p783 レベルは DMEM 培地で培養した神経細胞に対して NMDA を曝

露することで増加した。一方このリン酸化部位は少なくとも in vitro 実験系で AMPK の活性低

下とともに、容易に脱リン酸化されることが判明した。したがって GABAB 受容体の作用は

AMPK の活性化に対して鋭敏に影響されることが示唆される。 
研究成果の概要（英文）： 
The increase in the p783 level, which is AMPK-dependent phosphorylation site on GABAB 
receptors R2 subunit, suppresses desensitization of the receptors.  The p783 level was 
increased by NMDA exposure in the primary neurons, which were cultured in 
DMEM-based medium.  On the other hand, the phosphorylation site immediately 
dephosphorylated in vitro system, according to the decrease in AMPK activity.  It is thus 
suggested that GABAB receptors functions were promptly regulated by the alteration of 
AMPK activity. 
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１．研究開始当初の背景 
受容体の脱感作・過感受性化は、受容体蛋
白質そのもののリン酸化・脱リン酸化によ
る機能変動、もしくは細胞膜上に提示され
ている総受容体数の変動などが主要な原因
だと考えられている。GABAB 受容体の R2
サブユニットの C 末端を含む細胞内領域に
位置する 892 番目のセリン残基（S892）が
PKA により、さらに 783 番目のセリン残基
（S783）が AMP キナーゼ（AMPK）によ

りそれぞれリン酸化されることを明らかに
されている。GABAB受容体はアゴニストに
よる反復刺激によって受容体の脱感作を起
こすが、これら R2 のリン酸化は、それぞ
れこの脱感作の程度を軽減する。すなわち、
R2 のリン酸化は GABAB受容体の機能を長
期保持するのである。このようなリン酸化
による脱感作軽減のメカニズムの詳細や、
生理学的なあるいは病態生理学的な意義は
不明である。 
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２．研究の目的 
(1) GABAB 受容体のターンオーバー：

GABAB 受容体の細胞内局在、二量体形成、

細胞膜提示などの情報を細胞生物学的、生

化学的手法により検討する。発現蛋白質量

に対するリン酸化の割合や、リン酸化の部

位を脱リン酸化する酵素の同定、およびそ

の程度について、情報を収集する。 
(2) プレコンディショニング：マウスに興奮

性毒性を示す薬物 NMDA を適用しておく

と、海馬の特定の領域が、次の興奮性毒性

に対して耐性を獲得することがある。この

プレコンディショニングに着目し、GABAB

受容体のリン酸化有無による機能変動を解

析するための手段として、マウス初代培養

神経細胞や海馬急性スライスを調製し、グ

ルタミン酸などによる興奮性刺激、および、

GABA などによる抑制性刺激に対して応答

する実験系を確立する。 
(3) 興奮性毒性に対する GABAB 受容体アゴ

ニストの保護作用の可能性：(2)で調製した

条件に対して、興奮性刺激に伴う抑制性伝

達能の変動とその後の興奮性刺激に対する

応答および、抑制性刺激に伴うその後の興

奮性刺激に対する応答の測定を試みる。 
  

３．研究の方法 
(1) 細胞内局在の検討  
①0.32 M スクロースによるマウス脳ホモ
ジネートを、1,000 xg、20,000 xg 次いで
100,000 xg で遠心分離により分画し、受
容体蛋白質の局在を探索した。 
②培養神経細胞を細胞免疫染色して、R2
やそのリン酸化の局在を検討した。 

(2) 受容体サブユニットの単離とリン酸化 
①免疫沈降法：R1、R2 の各サブユニット、
またはリン酸化受容体特異的抗体による
免疫沈降を脳ホモジネートで試みた。 
②プルダウン法：R1 および R2 の各サブ
ユニットからなる GST 融合蛋白質を大腸
菌で合成、これを精製し、R1 および R2
の各サブユニットと結合する蛋白質を脳
ホモジネートからの単離を試みた。 
③脱リン酸化酵素の探索：精製酵素を用い
て、in vitro による p892 及び p783 の脱
リン酸化反応を試みた。 

(3) 海馬急性スライスの調製 
成体マウス海馬を 500 mm の厚さにスラ
イスし、人工脳脊髄液で 120 分間賦活化
した。賦活中の R2 とそのリン酸化をウェ
スタンブロッティング法により定量した。 

(4) 初代神経細胞の培養と興奮性毒性 
①マウス E14 の大脳皮質から調製した初
代培養神経細胞を、Neurobasal あるいは、
DMEM を用いた方法により調製し、培養

日数と２つの培地の相違に伴う受容体発
現とリン酸化の相違を解析した。 
②培養 8-9 日目に、NMDA 曝露もしくは、
メトホルミン曝露による AMPK の活性化
とp783レベルの増加をウェスタンブロッ
ティング法により測定した。 

(5) 蛍光指示薬を用いた解析 
①Fluo-4 を用いて培養神経細胞内の細胞
Ca2+イオン濃度及び NMDA などの薬物
曝露によるその濃度の変動を測定した。 
②膜電位指示薬 DiBAC4(3)及び DiSC3(5)
を適用し、KCl あるいは NMDA 曝露に伴
う脱分極、GABA あるいは Bacrofen 曝露
に伴う過分極の測定を試みた。 

 
４．研究成果 

(1) 細胞内局在の検討 
①R2 サブユニットは、1,000 xg および
20,000 xg により沈殿として得られた。こ
れをNP-40あるいはRIPA緩衝液 により
可溶化を試みたが、R2 サブユニットは約
50％可溶化できたものの、残りを完全に
溶解することは出来ず、界面活性剤濃度上
昇に伴い、R2 蛋白質の分解が促進された。
R2 サブユニットのリン酸化部位のうち、
p892 は R2 の挙動と同じであったが、
p783 は可溶性画分に検出された。AMPK
も同様に、可溶性画分に局在していた。 
②細胞免疫染色法により、R2 サブユニッ
トおよび 2 つのリン酸化部位のシグナル
は、神経細胞のスパイン様の構造、樹状突
起、軸索、核以外の細胞体など至る所に存
在していることがわかり、常に十分量発現
していることが示唆された。 

(2) 受容体サブユニットの単離とリン酸化 
免疫沈降法及びプルダウン法により、R1
は R2 を、R2 は R1 を共沈降させること
がわかった。沈降した蛋白質には p892 は
検出されたが、p783 は検出されなかった。
これは、p783 が二量体状態以外の R2 に
のみ存在する可能性を想起させた。しかし
ながら、p783 抗体で免疫沈降したところ、
沈降物には R2 が検出されたものの、p783
は検出されず、沈降作業中に p783 抗体陽
性シグナルが消失してしまい、このリン酸
化部位が脱リン酸化されやすいことが判
明した。したがって、これら沈降法により
精製した R2 から p783 を脱リン酸化する
方法は適用できなかった。一方 p892 は、
免疫沈降で集めたR2に精製酵素を作用さ
せたところ、PP1 および PP2A により脱
リン酸化することが判明した。 

(3) 海馬急性スライスの調製 
急性スライスの賦活化処理は、その後の電
気生理学的な解析に用いられるもので、一
般的に神経細胞の機能を失ってはいない
はずである。その裏付けとして、神経細胞



 

 

のマーカー蛋白質b-チューブリンや、R2、
AMPK は消失しなかった。p892 は 120
分の賦活化処理により約 80%まで減少し
た。一方、p783 や AMPK の活性を表す
172 番目のスレオニンのリン酸化は 120
分間の賦活化処理によりほぼ完全に消失
した。賦活化処理液が高濃度グルコースで
あったことから、AMPK の活性が低下し、
p783 が何らかの脱リン酸化酵素で速やか
に脱リン酸かされたのかもしれない。 

(4) 初代神経細胞の培養と興奮性毒性 
①Neurobasal あるいは DMEM を基本と
した培地ともに初代培養神経細胞では、培
養初期にR2の発現はほとんど認められず、
培養日数に伴い発現は増加した。p892 レ
ベルはR2の発現と同様に培養日数に応じ
て増加したが、p783 レベルはむしろ培養
初期に高く、培養日数に応じ減弱すること
が判明した。p783 レベルは幼弱な神経細
胞での役割があるのかも知れない。 
②興奮性毒性を示す薬物として、本研究で
は NMDA を用いた。100 mM NMDA を
15 分間曝露すると、24 時間以内に、MTT
還元能の低下、ヘキスト染色による核の凝
集などが増加し、遅発性神経細胞死が起こ
ることが判明した。この時 Neurobasal を
基本とした培地ではp783レベルに変化は
見られなかったが、DMEM を基本とした
培地では、AMPK の活性化(リン酸化レベ
ルの増加)とともに、p783 レベルが増加し
た。メトホルミン曝露でも同様に、AMPK
の活性化が認められた。 

(5) 蛍光指示薬を用いた解析 
①初代培養 5 日目の培養細胞に Fluo-4 を
適用した後、KCl あるいは NMDA を曝露
したところ、Ca2+濃度の上昇に伴う蛍光
強度の増加を測定出来た。 
②膜電位指示薬による検討でも同様に、
KClあるいはNMDA曝露による脱分極を
測定出来た。一方、GABA による過分極
を測定できたが、Bacrofen による過分極
は観察されなかった。これは共役する K+
チャネル（GIRK）が発現していないこと
に起因することが示唆された。 

(6) 考察 
以上のことから、少なくとも DMEM 培地
で培養した神経細胞では、NMDA などの
興奮性毒性に応答してp783レベルが増加
し、GABAB受容体の機能を制御する可能
性が示唆される。一方このリン酸化部位は
少なくとも in vitro 実験系で AMPK の活
性低下とともに、容易に脱リン酸化される
ことが判明し、したがって GABAB受容体
の作用は AMPK の活性化に対して鋭敏影
響されることが示唆される。本研究では神
経細胞に対する Bacrofen 曝露による過分
極を測定出来なかったが、今後は、細胞内

シグナル cAMP 量測定を予定し、NMDA
などの興奮性刺激後の GABAB 受容体を
介した cAMP 合成抑制作用への影響もし
くは、GABAB受容体適用後の NMDA 受
容体を介した興奮性毒性抑制への作用を
検討する予定である。このリン酸化部位で
は、神経細胞の培養初期にそのリン酸化レ
ベルが高く維持されていることから、培養
初期の未成熟な細胞での役割などが想起
され、表題のような GABAB受容体の興奮
刺激に対する保護作用だけでなく、例えば
GABAB受容体の神経細胞の成熟に対する
役割というような新たな機能発見に繋が
る可能性もあり、今後も慎重な検討を図る
べきだと考えられる。 
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