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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、リガンド非存在下で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、成熟に関連し、小脳顆粒神経細胞の分化
過程で内因性にGPR3発現増加し、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きた。本研究で
は、神経細胞分化に伴って発現増加するGPR3が、シナプシン2発現とリン酸化に影響を与えることにより、プレ
シナプス機能を修飾する可能性を新たに示した。

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 aimed to determine the possible 
involvement of GPR3 in presynaptic function using PC12 cells. We clarified that intrinsic expression
 of GPR3 plays a role in the induction of synapsin2 and further effect on the phosphorylation of 
synapsin. Therefore, GPR3 may serve as a potential modulator of presynaptic function. 

研究分野： 神経科学、神経薬理学、脳梗塞、神経内科

キーワード： GPR3
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研究成果の学術的意義や社会的意義
研究代表者はこれまで神経細胞におけるGPR3の局在・機能・役割に関した基礎的研究を続けてきた。GPR3はアル
ツハイマー病においてBACE１の修飾因子として病態に関与する可能性が報告されているが、シナプス形成機能に
関しての報告はこれまでになく、将来の神経再生医療の基礎となる可能性があり、学術的にも意義がある研究課
題であると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
哺乳類の形質膜上には様々な受容体が発現している。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、現在多くの創薬ターゲットとなっているが、機能不
明な受容体は未だ多数存在する。GPR3, 6, 12 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 機能を解明してきた。その結果、
神経細胞に発現する GPR3, 6, 12 はミエリン抵抗性の神経突起伸長作用を有し(Tanaka et al., 
JBC 2007)、幼若な神経細胞からの分化を促進し（Tanaka et al., PLoS One 2009）、神経細胞生
存に重要な因子であることを解明した(Tanaka et al., Neurobiol Dis 2014)（図 1）。 
一方、脳梗塞は急性期血栓溶解療法以外には、リハビリ療法を除いて有効な治療法が未だ確立

されておらず、新規治療方策開発が期待されている。脳梗塞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、その後のシナプス再生も阻害される。したがって、中枢神経障害後の神経回路再構築には、
ミエリン抵抗性軸索伸長やシナプス再生強化が非常に重要なポイントである。 
近年、軸索再生阻害の分子メカニズムが解明されつつあり、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
路障害後のリハビリテーションにより、健常皮質運動神経が障害側に軸索を伸延し、代償的運動
経路の構築が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。 
神経回路網成熟時のシナプス形成・維持には、従来 BDNF や NGF などの神経栄養因子の重要性

が指摘されている(Park H and Poo MM., Nat Rev Neurosci 2013)。GPR3 は PACAP などの神経ペ
プチドと共に、BDNF などの神経栄養因子と極めて類似の作用を発揮するが、GPR3 のシナプス形
成・維持・可塑性に与える影響に関して明らかではない。 

 
２．研究の目的 
本研究では上記背景を踏まえ、神経細胞分化成熟過程における GPR3 発現が、シナプス形成や

機能に与える影響に関して検討することを研究目的とした。 
 
３．研究の方法 
神経細胞分化に伴う GPR3 発現誘導がシナプス蛋白の一つであるシナプシン発現やリン酸化に

与える影響について、ラット副腎褐色腫（PC12）細胞を用いて検討した。PC12 細胞の通常培養
には 1% Fetal bovine serum, 1% Horse serum 付加 D-MEM 培地を用い、神経細胞分化には、血
清減少(1% Fetal bovine serum, 1% Horse serum)+NGF (50ng/ml)により分化誘導を行った。
GPR3・シナプシン mRNA 発現変化は Real-time RT-PCR 法を用いて検討した。神経細胞分化に伴う
GPR3 動態観察には、PC12 細胞に GPR3-GFP 融合蛋白を遺伝子導入し、蛍光タイムラプス観察を行



った。GPR3 がシナプシンリン酸化に与える影響の検討には、PC12 細胞に GPR3 shRNA を遺伝子導
入し、シナプシンリン酸化をウエスタンブロッティング法により評価した。GPR3 蛋白とシナプ
シン蛋白の共局在には共焦点レーザー顕微鏡を用いて検討した。 
 
４．研究成果 
⑴ 神経細胞分化に伴う GPR3 発現誘導
と細胞内局在変化 
 PC12 細胞の通常培養条件では GPR3発
現変化を認めなかったが、神経細胞分化
刺激後 12～48 時間後で GPR3mRNA 発現
上昇を認めた（図 2A）。また、分化 PC12
細胞における GPR3 発現局在を検討する
ため、GPR3-GFP融合蛋白発現ベクターを
細胞導入すると、GPR3は神経突起先端方
向に運ばれ突起先端に集積した（図 2B）。
さらに、神経突起先端部位で集積した
GPR3は、シナプス関連蛋白であるシナプ
シン 1、シナプシン 2と共局在を認めた。 
 
⑵ 神経細胞分化に伴う GPR3 発現上昇が
シナプシン発現誘導に与える影響 
シナプシンにはシナプシン 1-3 アイソザイムの存在が知られているが、PC12 分化に伴いシナ

プシン 2 mRNA は刺激後 48時間後まで発現上昇を認めたが、シナプシン 1、シナプシン 3 mRNA
の発現量は分化により低下した。神経細胞分化に伴う GPR3 発現変化がシナプシン発現に与える
影響を検討するため、神経細胞分化に伴う GPR3 発現を shRNA を用いて抑制した。GPR3 発現を抑
制により、分化 24-48 時間後においてシナプシン 2 mRNA 発現が有意に減弱した。 
 

⑶ 神経細胞分化に伴う GPR3 発現上昇がシナプシンリン酸化に与える影響 
次に、神経細胞分化に伴う GPR3 発現変化がシナプシンリン酸化に与える影響を検討した。 

シナプシン 2蛋白リン酸化は、神経細胞分化 48時間後において有意な増加を認めたが、GPR3 発
現抑制により有意な減少を認めた。さらに PC12 細胞分化 48 時間後において Extracellular 
Signal-regulated Kinase （ERK）や src リン酸の上昇を認めたが、GPR3 発現抑制により ERK リ
ン酸化の有意な減少を認めた。一方で src のリン酸化については GPR3 発現変化の影響を認めな
かった。 
 
⑷ ラット海馬神経細胞における GPR3 発現がシナプス形成に与える影響 
最後に、海馬神経細胞における GPR3 発現がシナプス形成に与える影響を検討するために、

Wistar ラット E18.5 海馬神経細胞に Control siRNA 又は GPR3-siRNA をそれぞれ遺伝子導入し、
培養 3週間後に Synapsin、Bassoon、PSD-95 の各抗体で染色し、単位長さあたりのシナプス形成
を評価した。GPR3 発現抑制により Synapsin、Bassoon、PSD-95 陽性顆粒の減少傾向を認めた。 
 
以上の結果から、GPR3 は神経細胞分化に伴い発現が増加し、シナプシン 2 発現やシナプシン

2、ERK リン酸化に影響を与えることにより、プレシナプス機能を修飾する可能性が示唆された。
また、海馬神経細胞における GPR3 発現はシナプス形成に影響を与える可能性が示唆された。 
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GPR3 is upregulated in rodent mast cells immediately after brain ischemia and modulates degranulation
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NECAB2 is a major calcium-binding protein of GPR3-positive neurons in various regions of the mouse brain.
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Potential role of G protein-coupled receptor 3 in mast cells following brain ischemia.

SKF-10047, a prototype Sigma-1 receptor agonist, accelerated the membrane trafficking and uptake activity of serotonin
transporter and its mutant via the mechanism independent of Sigma-1 receptor.

Purinergic P2Y2 receptor is involved in dying cell phagocytosis and mediator production in Toll-like receptor 4-activated
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