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研究成果の概要（和文）：本研究は、小脳運動学習が生じる仕組みのひとつである1型代謝型グルタミン酸受容
体(mGluR1)の活性化、及びそれを起点として生じるプルキンエ細胞の長期抑圧(LTD)という現象について、
mGluR1が発現するシナプスにGABA-B受容体(GBR)が共発現してLTDを増強する現象を踏まえて、mGluR1とGBRの結
合状態変化の視点からLTD増強機序の解明を目指したものである。mGluRとGBRを共発現するHEK293細胞、及び初
代培養神経細胞を用いた解析の結果、mGluR1の発現量とGBRシグナルの関連を見出し、またGBRとの結合能が
mGluR1と大きく異なるmGluRサブタイプを発見した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the activation of type 1 metabotropic 
glutamate receptors (mGluR1) and the phenomenon of long-term depression (LTD) of Purkinje cells that
 is triggered by mGluR1, which is one of the crucial mechanisms of cerebellar motor learning. Based 
on the phenomenon that GABA-B receptors (GBRs) are co-expressed at mGluR1-expressed synapses and 
enhance LTD, we aimed to elucidate the mechanism of LTD enhancement from the viewpoint of changes in
 the binding state of mGluR1 and GBRs. Using HEK293 cells that co-express mGluR and GBR and primary 
cultured neurons, we found an association between mGluR1 expression and GBR signaling, and also 
discovered that one of the subtypes of mGluR is significantly different from mGluR1 in their binding
 potential to GBR.

研究分野： 薬理学

キーワード： 異種GPCR間相互作用　運動学習　LTD(長期抑圧)　1型代謝型グルタミン酸受容体(mGluR1)　GABA-B受容
体(GBR)

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
運動学習とは運動の反復によって動きの滑らかさや正確性が獲得される学習過程のことであり、小脳疾患におけ
る運動や発話の障害にも関与する重要な機能である。mGluR1はその学習の成立に重要な役割を持つ受容体であ
る。本研究は、そのような重要な役割を持つmGluR1が他のGタンパク質共役型受容体(GPCR)と結合することで相
互に機能調節を行う可能性を示すものであり、運動学習やその異常に関して新たな視点を与える学術的意義を持
つ。GPCRの相互作用は新たな創薬ターゲットとしても注目されており、本研究もまたmGluR1とGBRの結合と相互
作用に基づく運動学習の病態理解や治療戦略を考える上で社会的な意義を持つ。

※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 
	 運動学習とは、運動の反復により動きの滑らかさや正

確さを獲得する学習過程である。主に小脳がその機能を

担い、小脳疾患等でこの機能が障害されると会話や歩行

が困難になるなど重篤な運動失調が生じる。小脳の運動

学習が起こる仕組みは、小脳プルキンエ細胞の刺激応答

性が長期に減弱する LTDという現象によって説明され
る。LTDが生じるきっかけのひとつとなるのが、平行線
維-プルキンエ細胞間の後シナプス上に発現するmGluR1
の活性化である(伊藤ら:2002)。近年、このmGluR1が発
現するシナプス上に GBRが共発現することが発見され、
また GBRの活性化がmGluR1依存性 LTDを増強するこ
とが電気生理学的に示された(上窪ら:2007)。このこと
は、mGluR1と GBRの間にある何らかの相互作用が
LTDを増強する可能性を示唆していたが、具体的な機序
は未解明であった。その中にあって申請者は、小脳や株

化細胞においてmGluR1が GBRと結合すること、また
両受容体は互いの細胞内シグナルを双方向的に調節する

ことを明らかにした(坂入ら:2020)。更に申請者が行った
予備実験において、mGluR1と GBRの結合が受容体の活性化に伴って動的に変化する様子が
観察され、受容体間の結合状態と受容体活性の変化とが連動する可能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
	 上記の事実から、GBRによるmGluR1依存性
LTD増強の作用機序に両受容体間の結合状態の変
化が関係すると推測されたため、申請者は

「mGluR1と GBRの結合状態の変化がmGluR1
の細胞内シグナルを制御して LTDを増強する」と
仮説を立て、本研究においてmGluR1と GBRの
結合と乖離によって生じる細胞内シグナル伝達の

変化、及びそれによる新たな LTD調節機構を明ら
かにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 
 GPCR間の結合の評価法としては、上述の
NanoBiTと呼ばれる発光酵素断片再構成法を利用
したアッセイのほか、共免疫沈降法によっても

GPCR間の複合体形成を調べた。 
 GPCRの細胞内シグナル解析については、シグ
ナルmGluR1は Gq共役型のGPCRであり、検出
に用いられる代表的な細胞内シグナル産物として

IP3、DAG、カルシウムなどがある。そのため IP3

を検出するために IP-Oneアッセイ、DAGを検出するために DAG BacMamアッセイ、カルシ
ウムを検出するためにカルシウムインジケーターを導入し、多角的な解析を行った。一方、

GBRは Gi共役型のGPCRであり、検出に用いられる代表的な細胞内シグナル産物としては
cAMPがある。そのため cAMPを検出するために cADDis cAMP BacMamアッセイを用いて
評価を行った。 

図 2: 本研究の仮説の模式図。プルキンエ細胞の
シナプス において、mGluR1 の活性化が起点と
なり、IP3 やカルシウムの増加等のシグナルを経

由して LTD が生じる。本仮説は、シナプス上に
おける mGluR1 と GBR の結合状態が変化する
とmGluR1の細胞内シグナルが変化し、LTDが
増強されるとするものである。 

図 1: 発光酵素再構成を用いた、
mGluR1 活性化による受容体間結合の
変化。発光酵素断片を付加した mGluR1
と GBRが近接すると、再構成された発
光酵素が添加した基質と反応し、発光が

生じる。mGluR1 アゴニストである
DHPG の有無により発光強度に違いが
見られ、受容体間の結合状態が変化して

いることがわかる。 



 また研究の過程において、安定した実験結果を得るためにはmGluR1と GBRを共発現する
安定発現細胞株が必要と判断したため作出を行った。GBRは GBR1と GBR2の両サブユニッ
トをなるべく均等に発現する必要があること、またmGluR1の恒常的な発現は細胞死の原因と
なることが安定発現細胞株作出の上で困難となる。そのため、まず pBIバイディレクショナル
発現ベクターを用いてGBR1、GBR2を均等に発現する GBR恒常発現HEK293細胞株を作出
し、続いてその細胞株へ Tet-One誘導発現システムを用いてテトラサイクリン誘導性に
mGluR1を発現する機能を付与することで、GBRとmGluR1の共安定発現細胞株を樹立し
た。また同システムを用いて、mGluR1と構造が類似するmGluRサブタイプを誘導発現する
共発現HEK293細胞株も作成し、対照として比較を可能とした。各 GPCRには SNAP、
CLIP、Haloといった標識リガンドを認識するタグを付与し、1分子レベルでのライブセルイ
メージングを行えるようにした。 
 
４．研究成果 
	 mGluR1と GBRの共安定発現細胞株の作出によ
り、両受容体の細胞内シグナルの変化や受容体の挙動

についてより精細に調べることが可能になった。その

結果、GBRを恒常発現するHEK細胞において、
mGluR1の発現量が細胞内の cAMP量を変化させる
ことが分かり、mGluR1の活性化のみならず発現自体
が GBRの活性に影響する可能性が示唆された。 
	 また、mGluRのとあるサブタイプが GBRとの結
合能の点でmGluR1と大きく異なることを発見し
た。この発見によって、GBRは広くmGluR全般に
結合するのではなくmGluR1に特異的に結合する性
質を持つ可能性が示唆され、またこのmGluRサブタ
イプはmGluR1と GBRの複合体形成における有用な
対照となった。 
	 初代培養神経細胞を用いた神経細胞内のシグナル解析では、cADDis BacMam cAMPアッセ
イを応用し、神経細胞における cAMPの増減のライブイメージングに成功した。 
その他、本研究で確立した実験手法を用いて、mGluR1や GBRと同様に Gq、Gi共役型 
GPCRが結合する組み合わせであるエンドセリン A受容体と µオピオイド受容体の解析を行
い、共著論文として発表した。加えて、µオピオイド受容体の解析を通じて、掻痒におけるエ
ンドモルフィンの新たな作用を解明し、こちらも共著論文として発表した。 
	 今後の方針としては、作成した共安定発現細胞株を用いて全反射顕微鏡(TIRFM)等を用いて
各受容体の細胞膜上での挙動を観察し、GPCR間の結合状態の動的変化を解析する。また、
mGluRサブタイプとGBRの共発現HEK細胞株についても同様の解析を行い、GBRとの相
互作用においてmGluR1と他のサブタイプがどのように異なるかを比較する。得られた結果を
もとに、mGluR1と GBRの複合体を阻害する方法を考案し、神経細胞に適用して LTDに関連
するシグナルの変調を観察する。 
  

図 3: タグ付き mGluR1 又は mGluR サブタイ
プ(mGluRx)を GBR1、GBR2(GBR のサブユニ
ット)と共にHEK293細胞に発現させ、タグ抗体
による免疫沈降物に含まれる GBR1 を検出し
た。mGluR1と GBRは申請者の既報と同様に結
合がみられた(左)が、一方で mGluRxと GBRは
結合しなかった(右)。 
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