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研究成果の概要（和文）： G タンパク質共役型受容体(GPCR)は，細胞膜表面ないしは細胞内で

異種の GPCR と複合体を形成し，機能的な相互作用を行っている。 神経細胞においても GPCR

の異種複合体の形成は確認されているが，生理的な役割は殆どわかっていない。本研究におい

ては小脳プルキンエ細胞におけるアデノシン A1 受容体と代謝型グルタミン酸受容体に注目し，

これらの相互作用が運動学習に重要な小脳 LTD の誘導を制御している事を明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：In various cell types, G protein-coupled receptors (GPCRs) form 
heteromeric complexes and cooperatively mediate the intrigue cellular responses. 
Although heteromeric GPCR complexes are suggested to occur in many neurons, their 
contribution to neuronal function remains unclear. We address this question using two 
GPCRs expressed in cerebellar Purkinje cells: adenosine A1 receptor, which regulates 
neurotransmitter release and neuronal excitability in central neurons and type-1 
metabotropic glutamate receptor, which mediates cerebellar long-term depression, a form 
of synaptic plasticity crucial for cerebellar motor learning.   
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１．研究開始当初の背景 
G タ ン パ ク 質 共 役 型 受 容 体 (G 
protein-coupled receptor; GPCR)は，細胞
内で共役する三量体 Gタンパク質を介してシ
グナル伝達を行う。GPCR は細胞膜を 7回貫通
する共通構造をもち，N 末端が細胞外に，C
末端が細胞内にあり、細胞内で三量体 Gタン
パク質と共役しており、三量体 Gタンパク質
を介した様々なシグナル伝達を行う。GPCR の
機構を解明する上で重要な発見をした Brian 
Kent Kobilka 博 士 と Robert Joseph 
Lefkowitz博士の2名が2012年のノーベル化

学賞を共同で受賞している。GPCR をはじめと
する膜タンパク質は大量生産，精製，結晶化
が困難であり，GPCR の立体構造の解析は進ん
でいなかった。しかしながら、近年のタンパ
ク質の結晶化と構造解析技術の進歩により
次々と GPCR の立体構造が明らかにされてい
る。機能的な面では，GPCR を介したシグナル
伝達については、GPCR 一分子がリガンドの結
合などによる活性化によって 1 組の三量体 G
タンパク質を活性化しシグナル伝達を行う
というモデルで表現されることが多い。しか
しながら、近年の GPCR の立体構造解析やキ
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メラ GPCR などを用いた生理学的、生化学的
解析の結果などから、同種の GPCR 同士の複
合体(ホモダイマー、ホモオリゴマー)形成や
異種の GPCR 同士の複合体(ヘテロダイマー、
ヘテロオリゴマー)形成の可能性が示唆され、
非常に注目されている。しかしながら，相互
作用が検討されている GPCR ペアはごく一部
であり，その詳細なメカニズムや生理的な意
義については殆どが未解明のままである。 
 

 
申請者は，シナプス伝達効率が減少する長

期抑圧(LTD)の制御・維持機構について研究
を行ってきた(Kamikubo et al., 2005,2006)。
小脳 LTD は，平行線維-プルキンエ細胞間の
シナプス伝達効率が持続的に低下するとい
う現象であり，小脳依存的な運動学習の基礎
過程であると考えられている(Ito et al., 
2002)。小脳 LTD の誘導には GPCR である 1型
代謝型グルタミン酸受容体 (mGluR1)が関与
しているが，mGluR１シグナルが代謝型ガン
マ・アミノ酪酸受容体(GABABR)の活性化など
によって調節を受けるという報告(Hirono et 
al.,2002)から，申請者は小脳における
mGluR1 と GABABR のシグナル・クロストーク
に注目し，以下の事を明らかにした。
(1)GABABR と mGluR1 がプルキンエ細胞の棘
突起上で共局在し，(2)GABABR の活性化が
mGluR1 シグナルを強化して，(3)小脳 LTD を
強める(業績 1)。この申請者らの報告は別の
研究グループも強く支持している(Rives ML 
et al.,2009)。 
 
２．研究の目的 
記憶・学習は気分，覚醒，興味など様々な心
理的要因によって変化する。記憶・学習の細
胞レベルの基礎過程としてシナプス伝達効
率の変化(シナプス可塑性)が盛んに研究さ
れ，分子メカニズムや誘導機序の解明が進ん
でいる。しかしながら，シナプス可塑性がど
の様な心理的機序で制御されているかにつ
いては未解明の点が多い。近年，シナプス可
塑性の可塑性であるメタ可塑性(Abraham WC, 
Bear MF，1996)が学習・記憶効率の制御機構
として注目を浴びている。シナプス可塑性の
誘導にはシナプスに発現する GPCR の活性化
が大きく関わることから，GPCR の相互作用に

よる機能的な調節は記憶・学習に大きな影響
を与えている可能性がある。そこで著者らは，
GPCR のヘテロ複合体形成による相互作用が
シナプス可塑性に影響を与え，記憶・学習効
率に作用している可能性に注目し研究を行
ってきた。本研究では，小脳 LTD の誘導に関
わる mGluR1 とアデノシン A1 受容体(A1R)の
相互作用に注目し研究を実施した。これまで
の研究結果から，GABABR と同タイプの GPCR
である A1R は mGluR1 のシグナルを抑制し
(Tabata et al.,2007)，小脳 LTD を阻害する
可能性が示唆されていた。そこで本研究課題
では mGluR1 と A1R の相互作用の分子メカニ
ズムの解明とその操作による小脳 LTDの制御
を目指し研究を実施した。 

 
 
３．研究の方法 
著者らは小脳 LTD の誘導に関わる 1型代謝型
グルタミン酸受容体(mGluR1)がアデノシン
A1 受容体(A1R)の相互作用するメカニズムと
その生理的な意義に注目し検討を行った。小
脳 LTD の制御についはマウス小脳由来の培養
プルキンエ細胞を標本とし、グルタミン酸の
樹状突起への局所投与と細胞体の脱分極に
よって誘導されるグルタミン酸の感受性の
低下を小脳 LTDのモデルとして解析を行った。 
 



 

 

mGluR1 と A1R の相互作用部位の特定には
GPCR の部分的なペプチドと蛍光タンパク質
の融合タンパク質を HEK293 細胞に発現させ、
蛍光タンパク質に対する抗体で免疫沈降し
複合体を形成する側の GPCR が共沈されてく
るか否かで評価を行った。さらにライブセル
における GPCR 複合体形成の評価には、
Forster resonance energy transfer(FRET)
イメージングを用いて解析を行った。FRET イ
メージングは GPCR に青色蛍光タンパク質
(CFP)ないしは黄色蛍光タンパク質(Venus)
を融合した GPCR を HEK293 細胞に発現させ、
アクセプター・ブリーチング、スペクトル・
イメージングなどの手法を用いて評価を行
った。 

 
小脳組織および培養プルキンエ細胞におけ
る mGluR1 と A1R の局在についてはウサギを
用いて作成した特異的ポリクローナル抗体
を用いて染色した。さらに、染色に用いた抗
体を使用して固定小脳切片標本を用いた
FRET による相互作用の解析を行った。FRET
効率については前述同様アクセプター・ブリ
ーチング法を用いた。 
細胞表面における相互作用と局在につい

ては全反射蛍光(TIRF)顕微鏡を用いた。
mGluR1とA1Rに蛍光タンパク質を融合させた
ものをHEK293細胞に発現させライブセルで2
つの GPCR の局在と輸送について観察を行っ
た。 
 
 

 
４．研究成果 
アデノシン A1 受容体の活性化によって
mGluR1 の細胞内シグナル伝達が抑制され，結
果として小脳 LTDの誘導が抑制されることが
明らかになった。また，免疫共沈と FRET イ
メージングによって A1R と mGluR1 の相互作
用部位を特定することができた。さらに相互
作用部位のペプチドを細胞内に過剰発現さ
せると mGluR1 と A1R の相互作用が抑制され
る可能性が示唆された。 

 
覚醒，集中，気分などの変化による髄液中の
アデノシン濃度の変化が (Bohlen et al., 
1979) A1R の活性化を介してシナプス可塑性
を制御している可能性があり，GPCR シグナ
ル・クロストークのメカニズムの解明が記
憶・学習効率の調節機構の解明につながると
期待される。生体内では非常に多くの GPCR
が発現しており，mGluR1-A1R の相互作用以外
にも GPCR 複合体形成および相互作用によっ
て受容体機能の多様性を生み出している可
能性があり、今後の発展が期待できる結果が
得られた。また本研究手法は，中枢神経系に
おける他の GPCR 相互作用の生理的役割とメ



 

 

カニズムの解析に応用できるものであり、他
の GPCR 研究，記憶・学習研究の嚆矢となり
得ると考えられる。さらに、現在使用されて
いる医薬品の多くは GPCRを標的としており，
今回の結果から得られた知見は、GPCR へテロ
複合体形成によるシグナル・クロストークの
分子メカニズムの解明につながり GPCR のヘ
テロ複合体をターゲットとした創薬につな
がる可能性がある。 
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