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研究成果の概要（和文）：　本研究では、新規BRAG2結合分子であるPSD-95とendophilin 3に着目し、シナプス
可塑性発現時に、BRAG2-Arf6経路を介したAMPA受容体の輸送調節機構の解明を目的として研究を行った。その結
果、PSD-95によるBRAG2の局在制御機構と、BRAG2とendophilin 3との相互作用が、mGluR刺激によるシナプス可
塑性誘導時に、Arf6活性の増加を伴い、AMPA受容体のシナプス表面発現量変化の制御に重要であることを明らか
にした。本研究によって、BRAG2-Arf6シグナル経路による興奮性シナプスの可塑性調節機構の一端を解明するこ
とができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, I focused on novel BRAG2-binding molecules, PSD-95 and 
endophilin 3, for the purpose of elucidating the regulatory mechanisms of AMPA receptor surface 
expression by BRAG2-Arf6 signaling pathway during synaptic plasticity. As a result, the interaction 
between BRAG2 and PSD-95 was involved in the postsynaptic localization mechanism of BRAG2. The 
interaction between BRAG2 and endophilin 3 played an indispensable role in synaptic surface 
expression of AMPA receptors with an increase in Arf6 activity during mGluR-stimulated synaptic 
plasticity. This study has elucidated novel regulatory mechanisms of the synaptic plasticity at 
excitatory synapses by BRAG2-Arf6 signaling pathway.

研究分野：神経解剖学

キーワード： シナプス可塑性　AMPA受容体　エンドサイトーシス　BRAG2　Arf6

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究は、興奮性シナプス後部に局在するBRAG2の機能的役割を、エンドサイトーシス関連分子のendophilin 
3 との相互作用機能とともに、シナプス可塑性発現の実態であるAMPA受容体の細胞表面発現量を指標にして、新
たなAMPA受容体輸送機構の分子機序となるシナプス可塑性の一端を解明できた点において学術的意義があると考
える。また、記憶や学習などの高次脳機能の新たな機序の解明の一助となり、精神・神経疾患病因解明の基礎と
なると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 低分子量 GTP 結合タンパク質である Arf6 は、細胞膜とエンドゾーム間の小胞輸送を制御し、
細胞膜表面の細胞接着分子の発現量を調節していることが知られている(Palacios et al., 
Nature Cell Biol, 2002)。中枢神経系においても、この Arf6 経路が、発達期の神経細胞の移
動や神経突起の伸展分岐、神経伝達物質受容体の細胞表面発現調節に重要な役割を果たしてい
ることが明らかになってきている。中でも、Arf6 の活性制御因子である BRAG (Brefeldin A 
resistant Arf-GEF)ファミリー分子の重要性が指摘されている。近年、BRAG1 の IQ-like モチ
ーフもしくは酵素活性を持つ Sec7 ドメインでのアミノ酸変異によって、非症候群性の知的障害
を引き起こすことがヒトで報告されている(Shoubridge et al., Nature Genetics, 2010)。こ
のことは、Arf6 シグナル経路が脳の発達および記憶や学習といった高次脳機能に密接に関与し
ていることを示している。さらに、BRAG ファミリー分子である BRAG2 が興奮性シナプスにおい
て AMPA 型グルタミン酸受容体 (AMPA 受容体) に直接結合して、膜上の AMPA 受容体発現量調節
を介した長期抑圧 (LTD) に関与していることが、電気生理学的解析から示唆された (Scholz 
et al., Neuron, 2010)。また、BRAG2 はプロテオミクス解析によって、マウスの加齢に伴う認
知機能低下と相関して発現量が変化する分子の一つであることが報告されている (Ottis et 
al., PLOS ONE, 2013)。これらの報告は、BRAG2-Arf6 シグナル経路が、記憶や学習といった高
次脳機能発現の基盤となるシナプス可塑性発現調節の一端を担っていることを示している。 し
かしながら、実際に興奮性シナプスにおいて BRAG2 がどのような分子ネットワークを形成して、
どのような分子機構で興奮性シナプスの形成や可塑性、さらには高次脳機能に関わっているの
かは不明点が多く、解明が待たれる重要なシグナル伝達系路となっている。 
 
 
２．研究の目的 
 
 近年、興奮性シナプス後部の PSD-95 複合体のプロテオミクス解
析から、シナプス可塑性に関与する分子とともに BRAG2 が高い割
合で検出されている（Dosemeci et al., Molecular & Cellular 
Proteomics, 2007）。また、我々の研究グループでは、特異抗体を
用いた包埋後免疫電子顕微鏡解析から、BRAG2 が興奮性シナプス後
肥厚部 (PSD) 内部に選択的に局在することを明らかにしている
（図１）。さらに、酵母ツーハイブリッド解析から、BRAG2 が PSD
の主要な足場タンパク質であるPSD-95およびクラスリン依存的な
エンドサイトーシスに重要な役割を果たす分子である endophilin 
3 と直接結合することを発見した。これらの自己所見と既知の報告
されている知見から、次のような作業仮説を導いた（図２参照）。 
 
(1) BRAG2 は、PSD-95 と相互作用するこ
とによって選択的に興奮性シナプスの
PSD に局在している。 
 
(2) BRAG2 は、エンドサイトーシスに重
要な endophilin 3 と神経活動依存的に
相互作用し、AMPA 受容体のエンドサイト
ーシスの調節を行い、シナプス可塑性 
(LTD) の制御に関与している。 
 
(3) BRAG2 は、PSD-95 とも相互作用する
synGAP と同様にシナプス可塑性発現時
に刺激依存的にスパイン内部でダイナ
ミックに集積や離散をしてエンドサイ
トーシスを制御し、スパインや PSD の大
きさの変化にも影響を与えている。 
 
 本研究課題では、これらの仮説を検証することを目的として、分子解剖学および生化学的解
析手法、さらにライブセルイメージング手法を駆使して研究を行った。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) BRAG2 の PSD-95 との相互作用による局在制御機構 
 これまで BRAG2 の C 末領域をベイトとして酵母ツーハイブリッド法によって単離した BRAG2
結合分子のうち、PSD-95 に着目し、それぞれの結合責任領域を酵母ツーハイブリッド法によっ



て確定する。その結合領域を欠損した BRAG2 変異分子を海馬培養神経細胞に発現させ、BRAG2
変異分子の局在を解析し、PSD-95 と BRAG2 の相互作用の重要性を明らかにする。また、免疫沈
降法によって、BRAG2 と PSD-95 の相互作用を確認する。 
 
(2) BRAG2 と endophilin 3 の相互作用領域の決定 
 BRAG2のC末端領域と相互作用する分子として単離されたendophilin 3 は細胞膜を湾曲させ
るための BAR ドメイン、さらにプロリンリッチ領域との結合が知られる SH3 ドメインを有して
いる。一方,BRAG2 の C 末領域にはプロリンリッチ領域が多く存在するため、各プロリンリッチ
領域をアラニンに置換した変異体で相互作用責任配列を同定する。また、HeLa 細胞の強制発現
系を用いた免疫沈降法でも、BRAG2 と endophilin 3 との相互作用を確認するとともに、脳の抽
出液を用いた免疫沈降法も行い、生体内における相互作用を確認する。 
 
(3) mGluR 刺激によるシナプス可塑性(LTD)誘導時の BRAG2 ノックダウン法による AMPA 受容体
のシナプス表面発現量変化の解析 
 BRAG2 を特異的にノックダウンする shBRAG2 ベクターを海馬培養神経細胞に導入し、LTD 様の
シナプス可塑性を誘導する代謝型グルタミン酸受容体(mGluR)のアゴニストである DHPG を添加
して、BRAG2 がノックダウンされた神経細胞での AMPA 受容体の細胞表面発現量を AMPA 受容体
細胞外領域特異的に認識する抗体を用いて定量化し、LTD 発現時と同様な AMPA 受容体の表面発
現量低下がBRAG2ノックダウンで消失するかを検証する。これらの解析からLTD発現時のBRAG2
の重要性を検証できる。また、DHPG 処理に伴って発現量が増加することが知られている Arc と
ともに BRAG2 や Arf6, endophilin 3 の発現量変化の有無を確認する。 
 
(4) LTD 誘導時の BRAG2 と endophilin 3 の相互作用の役割および活性化型 Arf6 の変化量の生
化学的解析 
 海馬培養神経細胞の DHPG 処理による LTD 発現時に、BRAG2 の野生型、endophilin 3 との結合
部位変異型、PSD-95 との結合部位欠損変異型をそれぞれ shBRAG2 ベクターと同時に導入して、
BRAG2 の機能回復実験を行う。これらの実験から BRAG2 と endophilin 3 および PSD-95 との相
互作用がシナプス可塑性発現時に重要な役割を果たしているかを検証できる。また、これと同
時に DHPG 処理に伴う活性化型 Arf6 の増減を GGA3-GST によるプルダウンアッセイで定量化し、
シナプス可塑性誘導時の Arf6 シグナル経路の活性化状態を明らかにする。さらに、BRAG2 と
endophilin 3 の相互作用自体が BRAG2 による Arf6 の活性化を促進しているかどうかを HeLa 細
胞に同時に BRAG2 と endophilin 3, Arf6 を発現させて、Arf6 の活性化を定量することによっ
て明らかにする。 
 
(5) LTD 誘導時の BRAG2 およびスパインのライブセルイメージングによる動態の解析 
 海馬培養神経細胞の DHPG 処理による LTD 誘導時に、BRAG2 がスパイン内部もしくは樹状突起
内部においてダイナミックに移動しているかどうかを検証するために、EGFP 標識した BRAG2 も
しくは PSD-95 を発現させた海馬培養神経細胞のライブセルイメージングを行う。ライブセルイ
メージングでは倒立型共焦点レーザー顕微鏡のステージに、温度、酸素および二酸化炭素濃度
を一定に保つ培養装置を装着させてイメージングを行い、DHPG 添加によって LTD を誘導した後
に経時的にイメージングを行う。LTD の誘導に伴って BRAG2 および PSD-95 のスパインおよび樹
状突起内部での蛍光強度の変化を定量するとともに mCherry で細胞全体を可視化し、スパイン
の大きさや形の動態も観察する。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) BRAG2 の PSD-95 との相互作用による局在制御機構 
 酵母ツーハイブリット法によって、BRAG2 の C 末端の PDZ 結合領域が PSD-95 の PDZ2 領域が
強く結合することが明らかとなった。PSD-95 結合領域欠損変異体の BRAG2 と PSD-95 の培養海
馬神経細胞での強制発現解析を行ったところ、野生型の BRAG2 はスパイン内部に限局した局在
パターンを示した。一方で、PSD-95 結合領域欠損変異体の BRAG2 では、スパインでの限局的な
局在は観察されず、樹状突起にも均一に分布していた。また、免疫沈降法でも BRAG2 と PSD-95
の相互作用を確認した。これらの結果から、シナプス後部における BRAG2 の局在は、PSD-95 と
の相互作用によって制御されていることが明らかとなった。この解析は、AMPA 受容体表面発現
量解析に用いた、BRAG2 の endophilin 3 との結合部位を欠損した変異体や、酵素活性部欠損変
異体など様々な変異体の局在の正常性を示す手法としてとても有効であった。 
 
(2) BRAG2 と endophilin 3 の相互作用領域の決定 
 酵母ツーハイブリッド法による BRAG2 と endophilin 3 の相互作用責任領域の解析を行った
ところ、BRAG2 のプロリンリッチ領域と endophilin 3 の SH3 領域が相互作用に重要であること
を明らかにした。また、免疫沈降法でも、BRAG2 と endophilin 3 との相互作用を確認した。さ



らに、endophilin 3 との相互作用に重要な BRAG2 のプロリンリッチ領域の欠損変異体も作成し、
後の AMPA 受容体表面発現量解析にも応用した。 
 
(3) mGluR 刺激によるシナプス可塑性(LTD)誘導時の BRAG2 ノックダウン法による AMPA 受容体
のシナプス表面発現量変化 
 培養海馬神経細胞を用いてmGluR刺激によるシナプス可塑性(LTD)誘導時のBRAG2ノックダウ
ン法による AMPA 受容体のシナプス表面発現量変化の解析を行ったところ、BRAG2 がノックダウ
ンされていると mGluR 刺激によって誘導される AMPA 受容体のシナプス表面発現量の減少が、抑
制されることが明らかとなった。さらに、shRNA 耐性変異体の野生型 BRAG2 を共発現させるこ
とによって、機能回復実験も成功した。また、DHPG 処理に伴って Arc の発現量増加が観察され
たが、 BRAG2 や Arf6, endophilin 3 の発現量の変化は認められなかった。これらの結果は、
海馬シナプス可塑性の LTD 時に、BRAG2 が短期的な発現量の変化を伴わずに重要な役割を果た
していることを示唆している。 
 
(4) LTD 誘導時の BRAG2 と endophilin 3 の相互作用の役割および活性化 Arf6 の変化 
 培養海馬神経細胞を用いて、LTD 誘導時の BRAG2 ノックダウンとともに様々な BRAG2 変異体
を用いた機能回復実験を行った結果、野生型 BRAG2 では機能回復できた一方で、endophilin 3
との相互作用を欠損した変異体と PSD-95 との相互作用を欠損した変異体では、BRAG2 の機能回
復はできなかった。また、mGluR 刺激による LTD 誘導時に、BRAG2 と endophilin 3 との結合量
が増加すること、それに伴って Arf6 の活性化が上昇することを明らかにした。これらの結果か
ら、興奮性シナプス後部において BRAG2 が endophilin 3 および PSD-95 との相互作用を介して
シナプス可塑性を調節することが示唆された。これらのことは、海馬神経細胞のシナプス可塑
性の BRAG2-Arf6 経路による endophilin 3 を介した新たな制御機構の存在を示している。 
 
(5) LTD 誘導時の BRAG2 およびスパインのライブセルイメージングによる動態 
 海馬培養神経細胞のライブセルイメージングによって、LTD 誘導時の蛍光標識 BRAG2 の動態
を観察した結果、LTD 誘導に伴ってスパインの大きさは縮小するものが多い一方で、BRAG2 の蛍
光強度は一部減少するものもあったが、一定の強度を保つスパインが多く観察された。この
BRAG2 のイメージング手法は、今後の BRAG2 以外の Arf6 の GEF によるシグナル経路のシナプス
可塑性解析に応用できる。 
 
 以上の結果から、海馬神経細胞の BRAG2 が endophilin 3 と PSD-95 との相互作用を介して、
mGluR 刺激依存的に AMPA 受容体の輸送を調節するとともに、記憶や学習などの高次脳機能の基
盤となっているシナプス可塑性の制御に寄与していることが示唆された。本研究によって、
BRAG2-Arf6 シグナル経路による興奮性シナプスの可塑性制御機構の一端を解明することがで
きた。 
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