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研究成果の概要（和文）：本研究は、細胞膜とエンドゾーム間の小胞輸送を制御する低分子量Gタンパク質ADP リボシ
ル化因子6(ARF6)の抑制性シナプスにおける新規機能の解明を目的とし解析した結果、ARF6 活性化制御分子BRAG3(別名
、IQSEC3、synArfGEF)が、ジストロフィンやSCAM-1 などの裏打ちタンパク質との結合を介して抑制性シナプス後膜に
特異的に局在することを見出した。また、網膜において、BRAG3がグリシン作動性とGABA作動性シナプスの一部に局在
することを明らかにした。これらの所見により、BRAG3-ARF6経路が抑制性シナプス後膜の新たな制御経路である可能性
を示す解剖学的な基盤を提示した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to provide anatomincal evidence for the BRAG3-Arf6 pathwa
y as a novel regulator of membrane traffic and actin cytoskeleton in the inhibitory synapse. First, we imm
unohistochemically demonstrated that BRAG3 localizes preferentially at postsynaptic specializations of sym
metric synapses. Using yeast two-hybrid and pull down assays, we identified that BRAG3 can interact with u
trophin/dystrophin and S-SCAM/MAGI-2, scaffolding proteins that localize at inhibitory synapses. Taken tog
ether, these findings suggest that BRAG3 may regulate the membrane traffic and actin cytoskeleton at inhib
itory synapses through the interaction with scaffold proteins such as dystrophin and S-SCAM.

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
神経機能は、興奮性入力と抑制性入力との精

巧なバランスにより成立しており、神経回路

の形成やシナプス機能の障害による過剰な

入力の亢進や低下が、高次神経機能障害を伴

う多くの精神神経疾患の発症に関わること

が知られている。興奮性シナプスは、学習や

記憶の細胞レベルでのモデルとして想定さ

れるシナプス長期増強や長期抑圧などのシ

ナプス可塑性の場として，精力的な研究がな

されてきた。特に、興奮性シナプス後肥厚部

(PSD)の生化学的精製法の確立とプロテオミ
クス解析法の目覚ましい進展により、興奮性

シナプス後膜でのグルタミン酸受容体シグ

ナル複合体をはじめとする多数の分子構成

が次々と明らかになり、興奮性シナプスにお

けるシナプス可塑性の制御機構の理解が飛

躍的に進んでいる。一方、抑制性シナプスの

PSD の精製が技術的に困難であることや抑
制性シナプスの多様性から、その分子素子の

解明が大きく立ち後れており、研究開始当時、

抑制性シナプス後膜を構成する分子として、

GABA 受容体やグリシン受容体などの抑制
性神経伝達物質受容体の他は、neuroligin-2, 
4 や β-dystroglycan などの細胞接着分子や
S-SCAM, dystrophin, gephyrinなどの足場
蛋白質、低分子量 GTP 結合タンパク質
Rac,Cdc42 の活性制御因子 collybistin しか
知られておらず、抑制性シナプス後膜におけ

るシグナル制御機構に関する知見は限られ

たものであった。 
 本研究代表者は、細胞膜とエンドゾーム間

の小胞輸送とアクチン骨格制御に関与する

ことが知られている低分子量 GTP 結合タン
パク質である ADP リボシル化因子６(Arf6)
の神経系における機能と活性制御機構を一

貫して研究してきた。神経細胞において、

Arf6は、軸索や樹状突起の分岐、棘突起の形
成、シナプス前膜でのシナプス小胞の取り込

み、海馬シナプス長期抑圧などに関与し、そ

の活性化には EFA6 (Exchange factor for Arf6)フ
ァ ミ リ ー や BRAG(Brefeldin A-resistant 
Arf-GEF)などに属する多様なグアニンヌクレオ
チド交換因子(GEF)の存在が知られている。研究
代表者らの一連の発現解析により、BRAG1 や
EFA6A などの Arf6-GEF 分子の多くは、興奮性
シナプス PSD分画に豊富に局在するのに対して、
BRAG3 (別称として synArfGEF、IQSEC3)が抑
制性シナプスのシナプス後膜に局在することを見

出した。興奮性シナプスにおいて Arf6 が、小胞
輸送制御を介して、AMPA型グルタミン酸受容体
や細胞接着分子 telencephalin のシナプス発現調
節することから、抑制性シナプスにおいて、

BRAG3-Arf6経路が抑制性神経伝達物質受容体や
細胞接着分子の小胞輸送制御を介して、抑制性シ

ナプスの機能を調節する新たな制御経路として機

能する可能性が示唆された。 

 
２．研究の目的 
このような研究背景のなか、本研究は、

BRAG3-Arf6経路の抑制性シナプスにおける機能
の解明を目指して、以下の点に着目して研究を行

った。 
(1) BRAG3 の抑制性シナプスにおける局在解
析：BRAG3 特異抗体を用いて免疫電子顕微鏡解
析によりシナプス微細構造における局在を明確に

する。 
(2) BRAG3 の抑制性シナプスにおける分子ネッ
トワークの解明：BRAG1 や EFA6A などの他の
Arf6-GEFが興奮性シナプスPSDに局在するのに
対して、BRAG3 が抑制性シナプス後膜に局在す
る分子機構と分子ネットワークを酵母ツーハイブ

リット法により明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) BRAG3の細胞内局在解析：大腸菌融合発現タ
ンパク質他の Arf6-GEF と相同性の低い BRAG3
の領域を抗原として用いて特異抗体を作製し、成

熟期C57BL6マウスの脳を用いて免疫組織学的解
析を行った。 
(2) 酵母ツーハイブリット法による BRAG3の相



互結合分子の同定：BRAG3及び恒常活性型
Arf6を餌にした酵母ツーハイブリット法に
よりマウス脳 cDNAライブラリーをスクリ
ーニングし、結合分子を探索する。得られた

候補分子との結合を pull downアッセイ法や
免疫沈降法により確認する。 

 
４．研究成果 
(1) BRAG3 の抑制性シナプス後膜における
局在： 
他の Arf6-GEFと相同性の低い BRAG3のN
末領域(1-293aa)を抗原として作製した特異
抗体を用いて、4%パラホルムアルデヒド固定
した成熟期 C57BL6 マウス脳を用いて免疫
組織化学法を用いて発現解析を行った。その

結果、既報の遺伝子発現様式に一致した脳領

域に免疫反応が認められ、細胞体や樹状突起

の細胞膜直下に点状の免疫陽性反応として

検出された。多重蛍光免疫染色法により、

BRAG3 の点状反応は興奮性シナプスに局在
する PSD-95や BRAG1とは一致せず、抑制
性シナプスに局在する gephyrinやGABA(A)
受容体やグリシン受容体と一致することよ

り抑制性シナプスに局在することが明らか

になった。さらに銀増感法による包埋前免疫

電子顕微鏡解析法により、BRAG3 が対称性
シナプスのシナプス後膜直下に局在するこ

とが明らかになった (図１)。抑制性シナプス
後膜の低分子量 GTP 結合タンパク質制御分
子としては、Rac/Cdc42 の GEF である
collybistin分子がこれまで報告されていたが、
今回の結果は、BRAG3 が抑制性シナプス後
膜に局在する低分子量 GTP 結合タンパク質
制御分子の第 2番目の分子であり、免疫電子
顕微鏡レベルでの証明された初めての分子

である (Fukaya et al., J. Neurochem. 2011) 

 

(2) 網膜における BRAG3の局在解析 
網膜における Arf6-GEFの局在に関するこれまで
の解析により、BRAG1 が光感受細胞のシナプス
リボンの構成分子であること、EFA6Aと BRAG2
が光感受細胞のリボンシナプスの突起先端付近に

局在することなど Arf6-GEFが多様なシナプス局
在を示すことを明らかにしてきた。網膜は、非常

に明瞭な神経回路を持ち、グリシン作動性と

GABA 作動性シナプスが相互排他的に存在する
ことより、網膜における BRAG3の局在解析を行

った。その結果、BRAG3は、網膜の内網状層に
おいて抑制性シナプス後膜足場蛋白質

gephyrin とよく共存する点状の免疫陽性反応
を示した。免疫電子顕微鏡解析により、アマク

リン細胞の神経終末が形成する対称性シナプス

のシナプス後膜直下に BRAG3が局在すること
が明らかになった。さらに、グリシン受容体及

び GABAA 受容体 α1 サブユニットとの二重染
色法により検討した結果、BRAG3 の免疫陽性
点状構造物はグリシン受容体及びGABAA受容
体 α1 サブユニット陽性反応の 61.3%及び
41.7%に一致した。以上の結果から、BRAG3
は一部のグリシン作動性と GABA 作動性シナプ
スのシナプス後膜に局在し、抑制性シナプスにお

いて修飾的な機能に関与する可能性が示唆され

た。(Sakagami et al., J. Comp. Neurol., 2013) 
(3) 酵母ツーハイブリット法による BRAG3 の相
互結合分子の同定： 



BRAG3 の抑制性シナプスへの局在機構の解
明の一助として、BRAG3 の C 末端 73 アミ
ノ酸を餌にして脳 cDNA ライブラリーを用
いて酵母ツーハイブリット法により結合分

子を探索した。その結果、utrophin分子が単
離された。Utrophin 分子の脳での発現量は
低く、dystrophin分子と構造上相同性が高く、
dystrophin は抑制性シナプス後膜での足場
タンパク質として機能していることが知ら

れていることから、dystrophinとの結合の可
能性をさらに酵母ツーハイブリット法で検

討した。その結果、BRAG3は utrophinと同
様に dystrophinsと結合しうることが明らか
になった。また、BRAG3 はプロリンリッチ
領域を介して utrophinのWW領域と結合し
ていることを明らかにした。海馬初代培養細

胞において、二重染色法により BRAG3 と
dystrophin が抑制性シナプスにおいて共局
在することより、BRAG3は dystrophinと抑
制性シナプスで複合体を形成する可能性が

強く示唆された。さらに、BRAG3の C末端
にはタイプ１PDZ 結合モチーフを持つこと
より、抑制性シナプス後膜の足場タンパク質

として知られている PDZ タンパク質である
S-SCAM 分子との結合の可能性を、GST 融
合タンパク質を用いた結合実験により検討

した。その結果、BRAG3 は、S-SCAM の

PDZ1 領 域 と WW 領 域 を 含 む 領 域

(295−578aa)と結合することを見出した。二
重免疫染色法により、BRAG3と S-SCAMが
小脳分子層において共局在することを明ら

かにした。以上の結果より、BRAG3 は抑制
性シナプスにおいて、足場タンパク質である

dystrophin や S-SCAM と複合体を形成する
可能性が強く示唆された。Dystrophin 欠損
マウス(mdx)において、抑制性シナプスにお
ける GABA(A)受容体の集積に障害が認めら
れることから、dystrophin分子の抑制性シナ
プス形成への機能関与が報告されている。今

回の結果から、BRAG3が dystrophinともに

抑制性シナプス形成に関与する可能性が考えられ

た（図２）(Fukaya et al., J. Neurochem. 2011)。 
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