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研究成果の概要（和文）： 

Phospholipase C related, but catalytically inactive protein-1 (PRIP-1)は、GABA－A 受容体
トラフィッキングおよび受容体リン酸化に重要な役割を果たす。本研究において、PRIP-1 KO

マウスにおいて GABA-A 受容体分布異常と麻酔薬作用発現の関連を明らかとした。 今回の結
果は、受容体トラフィッキングが麻酔薬効果を制御しうることを初めて示したものである。 

 

研究成果の概要（英文）： 

Phospholipase C related, but catalytically inactive protein-1 (PRIP-1) plays a critical role 

in trafficking and phosphorylation of GABA-A receptor.  We found that PRIP-1 KO mice 

showed abnormal distribution of GABA-A receptor, and that efficacy of general anesthetics 

in KO mice reduced in comparison to wild type. These results suggest that receptor 

trafficking is involved in the regulation of anesthetic action.   
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１．研究開始当初の背景 

全身麻酔薬の標的として、GABA-A 受容体を
はじめとした神経伝達受容体があきらかと
されてきたが、麻酔薬の標的とする受容体の
細胞内分布、トラッフィキングと麻酔作用と
の関連は明らかでなかった。 

２．研究の目的 

(1)麻酔薬の標的受容体の輸送および分布変
化への効果を明らかとする。 

(2)標的受容体の輸送、分布変化を可視化する
システムを構築する 

３．研究の方法 

(1)全身麻酔薬の主要な作用機序の 1つとし
て、中枢神経に発現する GABA-A 受容体の作
用増強が知られている。GABA-A 受容体の輸送
（トラフィッキング）、リン酸化を制御する

PRIP-1の欠損動物を用い、正常動物と GABA-A
受容体分布変化、麻酔薬効果を比較すること
により新規の麻酔薬作用機序を明らかとす
る。GABA-A 受容体増強効果をもち、個体レベ
ルにおいて鎮静、抗けいれん作用を持つベン
ゾジアゼピンに対する感受性を、電撃ショッ
ク誘発性けいれんを指標に、PRIP-1 欠損マウ
スと野生型（WT）とを比較する。細胞レベル
においては、海馬、大脳皮質スライスを作製
し、スライスパッチ法を適用する。神経細胞
における GABA 応答をシナプス直下と、シナ
プス外に分け、薬理学的にその応答を分離し、
PRIP-1 欠損による GABA-A 受容体分布の変異
を探索する。また、GABA-A 受容体のサブタイ
プごとの発現量を RT-PCR および Western 
blot により mRNA およびタンパクレベルで定
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量し、欠損動物および WT 間で比較する。 
(2)受容体トラフィッキングを可視化するた
めに、GABA-A 受容体サブユニットに標識物質
を結合させた結合タンパクを作製する。これ
らを、発現ベクターへ導入し、HEK293 細胞を
用いた強制発現系を確立し、パッチクランプ
法を用い、GABA-A 受容体機能の解析および、
標識物質を利用して、細胞内での受容体トラ
フィッキング、輸送過程の可視化を可能とす
る。標識物質としては、EGFP,Ds-RED, SNAP, 
Halo-tag 等があり、実際の蛍光強度、細胞内
の移動、細胞質内なのか、形質膜上にあるか
を識別できるかどうかを解析する。 
４．研究成果 
(1) PRIP-1欠損動物におけるGABA-A受容体
分布異常 
PRIP-１は IP3 結合タンパクとして発見され
クローニングされたタンパクである。さらに、
two-hybridization study により、GABA-A 受
容体サブユニットとの結合が示され、さらに、
GABARAPをはじめとしたGABA-A受容体制御タ
ンパクとの関連が示された。いままでの知見
により PRIP-1 の機能として、GABA-A 受容体
のトラッフィキング、リン酸化に関わること
が示唆されている。まず、PRIP-1 欠損動物に
おける GABA-A 受容体の分布異常の有無を探
索した。GABA-A 受容体の分布はシナプス直下
に 存 在 す る も の と 、 シ ナ プ ス 外
(extrasynaptic)に存在する受容体に大別さ
れ、いずれの部位の受容体も抑制効果を伝え
ている。シナプス部分の GABA-A 受容体を介
した応答はスライスパッチ法により IPSC と
して観察され phasic inhibition、一方
extrasynapticのGABA-A受容体を介した応答
は tonic inhibition として観察される(図
1)。 

PRIP-1 欠損動物において、この両成分を電気
生理学的に観察した。すると WTと比較して、
PRIP-1 欠損動物において、tonic inhibition
の応答の減弱、すなわちシナプス外に移動す
べき GABA-A 受容体の減少が起こっていると
考えられた。対照的に、phasic inhibition 

の頻度、ピーク電流値は WT と KO 動物群間に
統計学的有意差はなく、シナプス部への
GABA-A 受容体集積に関しては、異常がないこ
とが示唆された(図 2)。また、GABA-A 受容体
サブユニットの発現変化を mRNA およびタン
パクレベルにおいて比較すると、PRIP-1KO 動
物群において beta3 サブユニットの増強傾向
および、gamma2 サブユニット減少傾向が見ら
れたが、統計学的有意差は見られなかった。
タンパク発現量に関して、細胞全分画と膜分
画に分けて解析においても有意差はあきら
かではなかった。 以上より、GABA-A 受容体
の発現量に有意な差はないが、受容体の膜上
での分布、すなわちシナプス直下とシナプス
外に存在する受容体量がノックアウトマウ
スにおいて変異していることを支持するデ
ータであった。 
 
(2)PRIP-1 欠損動物におけるベンゾジアゼピ

ン(BZP)系薬物効果の減弱 
電撃ショック誘発性けいれん発症に対し、
BZP 投与による抑制効果を観察した。WT と
PRIP-1 欠損動物を比較すると、KO 動物にお
いて、BZP 効果の減弱が見られた。PRIP-1 欠
損動物は BZP の感受性が低いことが明らかに
なった。BZP は GABA-A 受容体に結合し GABA
の効果を増強させる。そこでスライスパッチ
法により細胞レベルでの BZP の GABA-A 受容
体への効果を解析した。BZP の増強効果は、

phasic inhibition へは両群間に有意差はな
かったが、tonic inhibition の増強効果は、
PRIP-1 欠損動物群において著しく減弱して
いた(図 3)。 
つまり PRIP-1 欠損動物において、GABA-A 受
容体の分布異常加えて BZP系薬物効果の減弱
が存在する。麻酔薬の効果発現に標的受容体
のトラフィッキングおよび分布が大きく関
わっていることが示唆された。以上の知見を
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論文として公表した（雑誌論文の No.1,3 に
示す）。 
 
(3)受容体移動の可視化への試み 
脳内で主に存在する GABA-A 受容体は、alpha1, 
beta2, gamma2 の 3 種のサブユニットがそれ
ぞれ 2:2:1 の組み合わせにより 5量体として
チャネルを形成する。まず、これらの 3 種の
サブユニットを哺乳動物発現用ベクター
pCDNA3.1 のマルチクローニングサイトに導
入し、ヒト由来 HEK293 細胞にトランスフェ
クションし、パッチクランプ法にて GABA 応
答を確認した。さらに、各サブユニットに
SNAP タグを導入したプラスミドを作製し、発
現実験を行い、GABA-A 受容体の機能をもち、
そのタグを利用して受容体が形質膜部位に

存在することを、コンフォーカル顕微鏡で確
認した（図 4 中の赤色蛍光部分）。さらに細
胞内での移動を可視化するために研究を継
続中である。同時に、神経細胞におけるシナ
プスの存在するスパインの形態認識をお子
に論文として公表した(論文 No.2)。 
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