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研究成果の概要（和文）：GPR3は中枢神経系に豊富に発現し、リガンド非依存的にGs活性化能を有するオーファ
ン受容体である。研究代表者はこれまでGPR3が神経細胞の分化、生存、成熟に関連することや、小脳顆粒神経細
胞の分化・成熟過程で内因性GPR3発現が増加し、神経突起先端局所の PKA 活性化に寄与することを解明してい
る。本研究では、GPR3が海馬神経細胞の極性形成について与える影響を検討し、GPR3がラット海馬神経細胞にお
いて神経極性形成促進作用を有することを明らかにした。さらに、GPR3を介した神経極性形成促進効果にはPI3
キナーゼを介した経路が関与する事を明らかにした

研究成果の概要（英文）：G-protein coupled receptor (GPR) 3 belongs to a member of constitutively 
active Gs-coupled receptors that activate 3', -5'-cyclic adenosine monophosphate (cAMP). We have 
previously reported that the neuronal expression of GPR3 enhances neurite outgrowth), modulates 
proliferation of cerebellar granule cell precursors, and associates with neuronal survival. 
Recently, we clarified that the subcellular dynamics of GPR3 are associated with local activation of
 PKA in cerebellar granular neurons. In the present study, we determined the possible involvement of
 GPR3 in the formation of neuronal polarity in rat hippocampal neurons. We clarified that intrinsic 
expression of GPR3 plays a role in the formation of neuronal polarity via the PI3 kinase-dependent 
signaling pathway in rat hippocampal neurons.

研究分野： 神経科学

キーワード： GPCR
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１．研究開始当初の背景 
細胞膜上には様々な受容体が発現し、細胞

内外の様々な刺激を伝達・仲介しているが、
中でも G蛋白質共役型受容体（GPCR）は受容
体の中でも最大のファミリーを構成し、ゲノ
ムプロジェクトの成果からヒトで約800種類
の GPCR の存在が明らかにされている。GPCR
の一種である GPR3, GPR6, GPR12 は神経細胞
に豊富に発現し、リガンド非存在下で恒常的
に Gs 蛋白を活性化し、細胞内 cAMP レベルを
維持するユニークな機能を持つ GPCR ファミ
リーである。研究代表者はこれまで、神経細
胞における GPR3, GPR6, GPR12 の機能を世界
に先駆けて解明してきた。 
 
⑴ GPR3, 6, 12 はミエリン抵抗性神経突起伸
長作用を有する (Tanaka et al., JBC. 
2007) 哺乳類成体の中枢神経は、障害後に
ミエリン阻害により軸索伸張を阻まれるが、
GPR3、6、12 が神経突起伸長作用を有するだ
けでなく、ミエリン抵抗性神経突起伸長を示
すことを明らかにした。 
 
⑵ GPR3 は小脳顆粒神経細胞の分化を修飾す
る （Tanaka et al., PLoS One. 2009） 
GPR3 が小脳発生において内顆粒神経細胞層
に発現が増加し、小脳顆粒神経細胞の分化・
成熟に関与することを解明した。 
 
⑶ GPR3 は脳虚血環境下の神経細胞生存に寄
与する (Tanaka et al., Neurobiol Dis 
2014) 神経細胞の内因性 GPR3 発現が、細胞
生存・恒常性維持に重要であり、低酸素や活
性酸素ストレスなどの虚血関連ストレスに
対して、細胞保護的に作用することを明らか
にした。GPR3 ノックアウトマウスでは野生型
マウスと比較し、梗塞巣が拡大し、虚血スト
レスに対する脆弱性が観察された。 
一方で、脳卒中は、急性期治療においては

tPA を用いた血栓溶解療法が普及しつつある
が、治療のタイムウインドウを逸した症例や
治療非奏功例では、早期リハビリ療法を除い
ては有効な治療法が未だ確立されておらず、
新規治療方策の開発が望まれている。脳卒中
や脊髄損傷などの中枢神経障害後の運動機
能回復には、破綻した神経ネットワークの再
構築が必要であり、軸索再生などの構造的再
構築とシナプス再生などの機能的再構築を
要する。しかしながら、末梢神経と異なり中
枢神経障害後の軸索再生では、障害局所のミ
エリン阻害により軸索伸長が阻まれ、構造的
再構築が阻害される。したがって、中枢神経
障害後の構造的再構築には、ミエリン抵抗性
軸索伸長が非常に重要である。近年、軸索再
生阻害の分子メカニズムが解明されつつあ
るが、その一つに神経細胞内 cAMP 上昇によ
るミエリン阻害拮抗性が報告され、軸索再生
の方策として注目を集めている。さらに、錐
体路障害後の運動機能回復には、健常皮質運
動神経が障害側赤核に軸索を伸延し、赤核脊

髄路との間に代償的運動経路を構築するこ
とにより運動機能回復をもたらすことが報
告されている。従って、神経ネットワークの
構造的再構築には障害軸索のミエリン抵抗
性軸索伸長に加え、健常神経による代償的運
動経路構築の促進が運動機能回復に重要で
あると考えられる。しかしながら、GPR3 が軸
索形成に与える影響に関しては不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、脳梗塞をはじめとする中枢
神経障害に対する新規軸索再生療法開発を
目指して、まず神経成熟過程における GPR3
の軸索形成・伸長機能を詳細に解析し、これ
らの分子基盤を脳虚血・外傷性脊髄中枢神経
障害に応用することで、GPR3 による軸索再生
を基軸とした新規再生療法の可能性を模索
すると共に、その問題点を明らかにすること
である。 
 
３．研究の方法 
神経細胞における GPR3 発現が、神経極性

形成に与える影響とメカニズムついて、この
分野で研究実績が蓄積されている初代培養
海馬神経細胞を用いた検討を行った。E18.5
ラット海馬神経細胞に、GPR3siRNA 又は GPR3
発現ベクターを遺伝子導入した。遺伝子導入
24-72 時間後に神経細胞極性化の程度を、抗
Tau1 抗体免疫染色、神経細胞形態によりそれ
ぞれ判定し評価した。 
 
４．研究成果 
⑴ 神経細胞における GPR3mRNA 発現  
胎生 18 日齢（E18）ラット海馬神経細胞に

おける GPR3 発現について Real-time PCR 法
により検討した。E18 ラット海馬神経細胞に
おいて、内因性 GPR3mRNA 発現を認め、培養
過程でやや発現の減少傾向を認めた。さらに、
E16 ラット海馬神経細胞を用いた検討におい
ても、類似の発現傾向を観察した。 
 

⑵ 海馬神経細胞における内因性GPR3発現抑
制が神経極性形成に与える影響 
海馬神経細胞における GPR3 発現が確認で

きたことから、海馬神経細胞における内因性
GPR3 発現抑制が神経極性形成に与える影響
について検討した。まず、GPR3siRNA による
内因性発現 GPR3 抑制効果を Real-time PCR
法により確認した。遺伝子導入 24、48 時間
において、GPR3 siRNA 導入群では Control 
siRNA 群と比較して、内因性 GPR3 発現を約
50%程度にまで抑制した。次に、GPR3 発現抑
制が神経極性形成に与える影響を検討する
ため、E18 ラット神経細胞に GPR3 siRNA を
GFP 発現プラスミドベクターと共に共遺伝子
導入し、播種後 24-72 時間後の神経極性変化
を、①抗 Tau-1 抗体を用いた免疫組織染色法 
②形態による極性化判定方法 の 2つの方法
で検討した。GPR3 siRNA 導入 24 時間後から
60 時間後まで Tau-1 陽性 Axon 形成の遅延傾



向を認め、特に siRNA 導入 48, 60 時間後に
おいて有意な遅延傾向を認めた。一方で、導
入 72 時間後では有意な差を認めなかった。
さらに、形態による神経極性化判定法を用い
ても、類似の極性化傾向を認め、siRNA 導入
60 時間後において有意な神経極性形成遅延
傾向を認めた。以上の結果から、海馬神経細
胞分化時において内因性に発現するGPR3は、
神経細胞極性形成を促進している可能性が
示唆された。 
 

⑶ 海馬神経細胞におけるGPR3発現増加が神
経極性形成に与える影響 
GPR3 発現増加が神経極性形成に与える影

響について検討した。まず、GPR3 発現ベクタ
ー遺伝子導入による GPR3 発現増加を、
Real-time PCR 法により確認した。GPR3 遺伝
子導入 24、48 時間後において、Mock 群と比
較し約 5-10 倍の GPR3mRNA 発現増加を確認し
た。次に、GPR3 発現増加が神経極性形成に与
える影響を検討するため、海馬神経細胞に
GPR3 発現プラスミドベクターを遺伝子導入
し、播種後 24-72 時間後の神経極性変化を、
①抗Tau-1抗体を用いた免疫組織染色法 ②
形態による極性化判定方法 の 2つの方法で
検討した。Tau-1 抗体染色による極性化判定
法では、GPR3 遺伝子導入 24 時間後で有意な
極性促進傾向を認めたが、それ以降の時相で
は有意な差を認めなかった。一方、形態的判
定法では、全時相において GPR3 発現増加細
胞群と、Mocｋ遺伝子導入群との間に有意な
差を認めなかった。 
 
⑷ GPR3 を介した神経極性形成促進効果に関
連する下流シグナル伝達経路 
GPR3 を介した神経極性形成に関する下流

の伝達経路を検討するため、GPR3 遺伝子導入
した海馬神経細胞を、PKA阻害剤(2M KT5720)、
PI3 キナーゼ阻害剤(10M LY-294002)存在下
で培養し、神経極性形成を比較検討した。
DMSO を用いたコントロール群では、GPR3 遺
伝子導入 24 時間後において有意な神経極性
形成促進効果を認めたが、PKA 阻害剤、PI3
キナーゼ阻害剤投与により GPR3 による神経
極性形成促進効果が消失した。特に、PI3 キ
ナーゼ阻害では PKA 阻害剤と比較して、強い
抑制効果を観察した。以上の結果から、GPR3
による神経極性形成促進効果には、下流の
PI3 キナーゼ経路の強い関与が示唆された。 
 

⑸ 海馬神経細胞におけるGPR3発現が下流の
CRMP-2 リン酸化に与える影響 
海馬神経極性形成にはPI3キナーゼ経路の

関与を示唆する報告が多いが、その下流のエ
フェクター因子として骨格タンパク制御に
関 わ る Collapsin response mediator 
protein-2 (CRMP-2)が知られている(Arimura 
et al., 2000; Inagaki et al., 2001)。
Control siRNA 遺伝子導入群では、海馬神経
細胞における CRMP-2 リン酸化は、神経突起

先端部において経時的に減少し、CRMP-2 リン
酸化非陽性突起を有する神経細胞の割合が
経時的に増加した。しかしながら、GPR3 発現
抑制により、極性形成に優位な遅延を観察し
た siRNA 導入 60 時間後において、CRMP-2 リ
ン酸化消失神経細胞の減少傾向を認めた。以
上の結果から、GPR3 による神経極性形成促進
効果には、GPR3 下流の PI3 キナーゼ経路を介
して、最終的に GPR3 が CRMP-2 リン酸化を抑
制することで、神経極性形成を促進している
可能性が示唆された。 
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