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研究成果の概要（和文）：本研究により、ドレブリンはアクチン結合領域2を介してコネキシン43と複合体を形
成することが示唆された。このことから、中枢神経グリア細胞間の情報伝達メカニズムに重要な働きをしている
GAP結合の機能の変化はアクチン線維およびコネキシン43のドレブリンへの結合の変化よって調節されていと考
えられた。また、セリン142番のリン酸化の変化がCx43との複合体形成には影響を与えないことから、この部位
のドレブリンのリン酸化はコネキシン43との複合体形成には直接的には関与しないと考えられる。

研究成果の概要（英文）：GAP junction plays a pivotal role for intercellular signaling of glial cells
 in the central nervous system. The present study indicates that drebrin binds to connexin 43 via 
actin-binding region 2. This suggests that the drebrin-mediated change of GAP junction function is 
due to the alteration of molecular interaction between drebrin, connexin43 and actin filaments. 
Additionally, it is indicated that the phosphorylation of drebrin at Ser 142 does not affect the 
binding affinity of drebrin to connexin 43 both phospho- and dephospho-mimic mutants of drebrin 
could bind to connexin 43.

研究分野：神経薬理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
① アクチン結合タンパク質であるドレブ
リンが結合したアクチン線維は、神経シ
ナプス（文献 1）、 免疫シナプス（文献
2）、 GAP 結合（文献 3）などの細胞間
の情報伝達構造の機能に必要な細胞膜
直下アクチン細胞骨格を構成している
事が知られている。 

② 神経ネットワークは高次脳機能の基盤
をなすと考えられているが、グリア細胞
もシナプスを構成する要素としての重
要性が指摘されており、また一群のグリ
ア集団により作られるグリアアセンブ
リが神経回路網と並列して存在し、高次
脳機能発現に重要な役割を持つと考え
られる。 このグリアアセンブリのオ
ン・オフは GAP 結合のオン・オフによ
り決まる可能性がある。 

③ GAP 結合は上記のグリアアセンブリの
情報伝達機構の一つと考えられる。GAP
結合は膜直下アクチン細胞骨格により
裏打ちされた比較的安定な構造である
と考えられてきたが、最近、 GAP 結合
は 500ミリ秒単位での早い構造変化をす
ることが報告された（文献 4）。 この事
は, グリアアセンブリも神経ネットワ
ークと同じく、動的回路網である事を強
く示唆している。 

④ コネキシン 43（Cx43）はアストロサイ
トにおける GAP 結合の基本的構成要素
であるが、GAP結合機能にはドレブリン
が Cx43 に結合していることが必要であ
る事が明らかとなっている （文献 3）。 
しかしながら、その分子的実態に関する
研究はまだない。  

⑤ 成熟脳（in vivo）において観察されるド
レブリンはそのほとんどが神経特異的
アイソフォーム（ドレブリンA）であり、
樹状突起スパインへの特異的局在が認
められる。また幼弱脳では、非神経細胞
にも発現するアイソフォーム（ドレブリ
ン E）の発現が認められるが、やはりそ
の発現は神経細胞に限局され、グリア細
胞における発現はまだ確認されていな
い。しかしながら、アストロサイトを培
養すると、アストロサイトではドレブリ
ン E の発現が確認される。この事は、
脳内のアストロサイトでもある状態の
アストロサイトがドレブリン E を発現
している可能性を示唆している。 

そこで本研究では、グリアアセンブリに
おける GAP 結合のオン・オフに関与する

分子機構を明らかにする為に, 「ドレブリ
ン、Cx43および膜直下アクチン細胞骨格」
に焦点を当てて研究を行った.  
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２．研究の目的 
グリア細胞は神経細胞とともにシナプ
スを構成し、シナプス機能を制御する重要
な一要素である。さらに、グリア細胞同士
が連結し、機能的集団としてグリアアセン
ブリを形成する事で、高次脳機能に重要な
役割を持つと考えられる。また、グリア細
胞の GAP 結合は 500 ミリ秒以下の速い構
造的変化をする事がわかり、活動依存的に
その構造および連結の制御を介して、グリ
アアセンブリ全体として機能が修飾を受
ける可能性が示唆される。本研究は、グリ
ア細胞の GAP 結合のオン・オフを制御す
るメカニズムの解明, および GAP 結合の
オン・オフによりグリアアセンブリが修飾
されるかどうかを解明する事を目的とす
る。 
従来の研究で、GAP結合の機能がドレブ
リンのノックダウンによって阻害される
事から、GAP結合のオン・オフが Cx43と
ドレブリンの相互作用を介して制御され
る可能性がある。そこで、ドレブリンと
Cx43 の結合様式を明らかにし、ドレブリ
ン、Cx43、アクチン線維間の相互作用によ
る GAP 結合のオン・オフのメカニズムを
明らかにする。さらに、GAP結合のオン・
オフによるグリアアセンブリの変化を明
らかにすることが本研究の目的である。 

 
３．研究の方法 

① アストロサイト培養法 

生後 1日の新生ラット大脳皮質を単離し、
0.25 %トリプシン、0.1 % DNase Iを含ん
だHank’s balanced salt solution (HBSS)で、
37 ℃で 15分間インキュベート後、パス
ツールピペットで適度に組織を分散さ
せ、Fetal bovine serum (FBS)を加えた。



その後、細胞溶液をレンズペーパーでろ
過し、 10 %FBS を含んだ Minimum 
essential medium (MEM) 培養液を用いて、
75 ml 培 養 フ ラ ス コ (PRIMARIA ; 
FALCON, Franklin Lakes, NJ)で 37 ℃、
0.5 % CO2で培養した（一次培養）。細胞
密度がコンフルエントな状態になるま
で 10 %FBSを含んだMEMで、1週間に
2 度培地交換をして培養した。その後、
HBSSで 1度洗浄し、トリプシン処理を
行い細胞回収し、種々のプレートに播種
し、細胞密度が 60-70%になるまで
10%FBS/MEMで培養した（二次培養）。 

② HEK293細胞培養法 

Human Embryonic Kidney (HEK) 293細胞 
を 10%FBS入り DMEM（Sigma, D6046）
で細胞密度が 60-70%になるまで培養し
た。 

③ トランフェクション法 

トランスフェクションは Lipofectamine 
2000 Transfection Reagent (Thermo Fisher, 
11668019) を使用した。60mm 培養ディ
ッシュに播種した細胞密度が約 60-70%
のアストロサイトおよびHEK293細胞を
使用した。GFP（遺伝子発現確認用）、
Cx43 と各種ドレブリン変異体の組み合
わせ 1グループあたり 1.5 mLチューブ
を 2 本用意し、それぞれに Opti-MEM 
(Gibco, 31985070)を 125 uL加えた（チュ
ーブ Aおよびチューブ Bとする）。チュ
ーブAにLipofectamine 2000溶液を15 uL
入れた。チューブ Bに以下の各種プラス
ミド DNAベクター（1, 2および 3から
一種）を 2.5 ugずつ添加する。 
1. pCMV-eGFP-C1（遺伝子発現確認用） 
2. pCMV-HA-Cx43 
3-a. pCMV-Myc-drebrin E full length 
3-b. pCMV-Myc-drebrin aa1-233 
3-c. pCMV-Myc-drebrin E S142D 
3-d. pCMV-Myc-drebrin E S142A, 
 
A液と B液を混合し、室温で 5分間イン
キュベーションした。インキュベーショ
ン後、混合液をそれぞれの培養ディッシ
ュに 125 uLずつ添加し、24時間培養し
た。24時間後の遺伝子発現を EGFPの蛍
光を倒立顕微鏡（OLYMPUS IX81）で確
認した。 

④ 共免疫沈降（ Co-Immunoprecipitation, 
Co-IP） 

トランスフェクション後 24 時間後、各
細胞を Tris緩衝液 [50 mM Tris-HCl, 150 
mM NaCl), 20 mM NaF, 1 mM Na3VO4, 
protease inhibitors (Complete, Roche)]で一
度洗い、セルスクレーパーを用いて 1 mL
の Tris緩衝液で細胞を 1.5 mLチューブ

に回収した。20,000 gで 5分間遠心した。
遠心処理後、上清を捨て沈殿に各種
Co-IPバッファー（後述）を加えた。26G
の注射針に三度通し、4度で 10分間イン
キュベーションした。Normal rabbit IgG
または抗 Cx43抗体（後述）を 1 ug分添
加し、2 時間、4 度でローテーターを用
いてインキュベーションした。その後、
Protein A/G Agarose (Pierce, 20421) を 20 
uL添加し、4度で 1時間インキュベーシ
ョンした。ビーズをバッファーで 5回洗
浄した後、2x sampleバッファーを添加し、
95度で 5分処理し、上清を免疫沈降サン
プルとして SDS ポリアクリルアミド電
気泳動（SDS-PAGE）およびウェスタン
ブロッティングを行った。 

⑤ SDS-PAGEおよびウェスタンブロッティ
ング 

アクリルアミドゲルはコスモ・バイオ社
の4-20%グラディエントゲル（マルチゲ
ルIIミニ, 414879）を用いた。電気泳動後
のゲルをImmobilon-P polyvinylidene 
difluoride (Merck Millipore, IPVH00010)メ
ンブレンに転写し、非特異結合を
10%BSA入りTris buffered saline（0.05% 
Tween 20）でブロッキングした後、一次
抗体およびHRP結合二次抗体を反応させ、
化学発光基質（Immobilon Western 
Chemiluminescent HRP Substrate, Merck 
Millipore, WBKLS0100）を添加後、
LAS-3000 (Fujifilm) にて可視化した。 

⑥ 抗体 

一次抗体 
 抗ドレブリンマウルモノクローナ
ル抗体（クローンM2F6, 培養上清） 

 抗ドレブリンマウスモノクローナ
ル抗体（クローンMX823, PROGEN, 
612128） 

 抗ドレブリンラビットモノクロー
ナル抗体（clone EPR12634, abcam, 
ab178408） 

 抗ドレブリンA特異的ラビットポリ
クローナル抗体（IBL, #28023） 

 抗Cx43ラビットポリクローナル抗
体（Sigma Aldrich, C6219） 

 抗GFPラビットポリクローナル抗体
（Molecular Probes, A11122） 

 抗c-Myc マウスモノクローナル抗
体 (clone 9E10, Santa Cruz, sc-40) 

 抗HA High Affinityラットモノクロ
ーナル抗体 (clone 3F10, Sigma 
Aldrich, 12158167001 ) 

 Normal rabbit IgG（Santa Cruz, 
sc-2027） 
 

二次抗体 
 マウスIgG HRP linked whole Ab (GE 



Healthcare, NA931-1ML) 
 ラビットIgG HRP linked whole Ab 

(GE Healthcare, NA934-1ML) 
 ラットIgG HRP linked whole Ab 

(GE Healthcare, NA-935) 
 
４．研究成果 

① ドレブリンおよび Cx43 のアストロサイ
トでの発現確認 

ラット大脳皮質から調製したアストロ
サイトにおけるドレブリン E および
Cx43 の発現をウェスタンブロッティン
グにより確認した（図 1）。 

 
 
図 1 
アストロサイトはドレブリン

Eおよびコネキシン 43は発現
しているが、神経細胞特異的

なドレブリンAは発現してい
ない。 
 
 
 
 
 

 

② HEK293 へのドレブリン E および Cx43
プラスミド DNAの過剰発現 

HEK293細胞へ GFP、ドレブリン Eおよ
び Cx43を過剰発現させ、GFP 蛍光およ
びウェスタンブロッティングで発現確
認を行った（図 2）。 

図 2 各タンパク質の強制発現の確認 

レーン 1: GFP, Myc, HAト（コントロール） 
レーン 2: GFP, Myc-ドレブリン E, HA-Cx43 
Open arrow heads：内在性タンパク質 
Red arrow heads：強制発現させたタンパク質 

 
ドレブリン E、Cx43ともに強制発現させ
たタンパク質の発現が確認された。 

③ Co-IP用各種バッファーの比較 

本研究における Co-IPに適したバッファ
ー選定のため、HEK293細胞に myc-ドレ
ブリン E および HA-Cx43 を発現させ、

各種バッファーによる抗 Cx43 抗体を用
いた Co-IPを行い、検出は抗 myc抗体を
用いた（表 1および図 3）。 

  

表 1 各バッファーの組成 
図 3 各バッファーによる Co-IP効率の比較 

Closed arrow heads：ドレブリン E（Input） 
Red rectangles：Cx43と共沈降したドレブリン 
Open arrow heads：Cx43（Input） 
Closed rectangles: 抗 Cx43抗体で沈降した Cx43 

 
 
４種を比較した結果、どのバッファーで
もドレブリン E－Cx43 の共沈降が確認
された。その中でももっとも S/N比が良
かった Co-IP buffer Aを本研究では用い
ることに決定した。 

④ ドレブリンの Cx43への結合領域の同定 

ドレブリンの Cx43 への結合領域を明ら
かにするために、HEK293細胞に全長ド
レブリンと N 端ドレブリン（アミノ酸
1-233）を Cx43 とともに発現させ、抗
Cx43 抗体を用いた Co-IP 実験を行った
（図 4）。 
図 4 N端ドレブリンは Cx43と結合しない 
Closed arrow heads：ドレブリン E（Input） 
Red rectangles：共沈降したドレブリン 
Open arrow heads：Cx43（Input） 
Blue rectangle：共沈降しない N端ドレブリン 

Closed rectangles: 抗 Cx43抗体で沈降した Cx43 



全長ドレブリンは Cx43と共沈降するが（red 
rectangles）、N端ドレブリン（アミノ酸 1-233）
は共沈降しなかった（blue rectangle）。 

⑤ ドレブリンのリン酸化状態によるコネ
キシン 43への結合能の違い 

次に、ドレブリンのリン酸化状態による Cx43
への結合能の違いを検討するために、
HEK293細胞に HA-Cx43と野生型（Wild type, 
WT）Myc-ドレブリン E、リン酸化擬態型Myc-
ドレブリンE（142セリン→アスパラギン酸、
S142D）もしくは、脱リン酸化型擬態型Myc-
ドレブリン E（142セリン→アラニン、S142A）
を強制発現させ抗 Cx43 抗体を用いて Co-IP
を行った（図 5）。 

 

図 5 野生型、リン酸化擬態、脱リン酸化擬態ドレブリン
のコネキシン 43への結合能 
Closed arrow heads：ドレブリン E（Input） 
Red rectangles：Cx43と共沈降したドレブリン 
Open arrow heads：Cx43（Input） 
Closed arrow heads: 抗 Cx43抗体で沈降した Cx43 

 
その結果、その結果、野生型、リン酸化、
脱リン酸化擬態型、いずれも Cx43 と複合
体を形成することが明らかになった。 

＜結論＞ 
本研究により、全長ドレブリンは Cx43
と複合体を形成する一方、N端ドレブリン（ア
ミノ酸 1-233）は複合体を形成しないことが
明らかになった、一方、先行研究（文献 5）
より、N 端ドレブリン（アミノ酸 1-300）は
Cx43と複合体を慶することから、ドレブリン
と Cx43 複合体の形成には、ドレブリンのア
クチン結合領域 2（アミノ酸 233-317）が重要
であることが示唆された。 
また、ドレブリンのリン酸化状態による

Cx43 への結合能の違いを検討するために、
HEK293 細胞に野生型ドレブリン、リン酸化
擬態型ドレブリン（S142D）および脱リン酸
化擬態型ドレブリン（S142A）を Cx43ととも
に発現させ、共免疫沈降を行った。その結果、
野生型、リン酸化、脱リン酸化擬態型、いず
れも Cx43と複合体を形成した。 
 本研究により、ドレブリンはアクチン結合
領域 2 を介して Cx43 と複合体を形成するこ
とが示唆され、このことから、アクチン繊維、
Cx43のドレブリンへの結合の変化が GAP結
合の機能の変化に寄与していることが示唆
された。また、セリン 142番のリン酸化の変
化が Cx43 との複合体形成には影響を与えな
いことから、この部位のドレブリンのリン酸
化は Cx43 との複合体形成には直接的には関
与しない可能性が示唆された（下図）。 
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