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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するG蛋白質共役型受容体であり、恒常的にGs蛋白を活性化
しcAMPレベルを維持するユニークな機能を有する。本研究ではGPR3のマウス脳での発現分布を詳細に検討し、GPR3が皮
質、手綱核、海馬、視床、線条体、小脳、橋、黒質の神経細胞に発現することを明らかにした。さらに、GPR3融合タン
パク質を用いた検討により、GPR3が小脳顆粒神経細胞において、形質膜、ゴルジ体、エンドソームに局在することを明
らかにした。さらに、GPR3融合タンパク質小胞が神経突起内を経時的に移動し、神経突起先端局所でのPKA活性化に寄
与することも明らかになった。

研究成果の概要（英文）：G-protein coupled receptor 3 (GPR3) belongs to a member of constitutively active 
Gs-coupled receptors that activate 3’-5’-cyclic adenosine monophosphate (cAMP) and is highly expressed 
in the brain. In the current study, principal investigator has clarified that GPR3 was distributed in the 
cortex, striatum, hippocampus, medial habenular nucleus, and cerebellum. The GPR3 subcellular 
localization analysis using fluorescent-tagged GPR3 revealed that GPR3 was distributed along the plasma 
membrane and in goldi bodies and endosomes in neurons. Moreover, time-lapse experiments revealed that 
fluorescent punctae of GPR3 were transported along the neurite, which was associated with the local 
activation of PKA at the neurite tips.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
近年、ゲノムプロジェクトの成果により、生
理的リガンドが不明なオーファン受容体が
多数見いだされ、創薬のターゲットとして注
目されている。中でも GPR3, GPR6, GPR12 は
中枢神経系に豊富に発現し、リガンド非存在
下で恒常的に細胞内 cAMP レベルを維持する
非常にユニークな機能を持つ受容体である。
研究代表者が世界に先駆けて行った機能解
析により、これら受容体は神経突起伸長、生
存、分化に関わる重要な因子であることが明
らかになった（以下 1～３に詳述）。一方、脳
卒中はわが国の国民病であり、急性期治療に
おいてはtPAを用いた血栓溶解療法が普及し
つつあるが、障害を受けた神経細胞保護療法
や再生療法は未だ確立されておらず、新規治
療方策の開発が望まれている。再生療法にお
いては、神経前駆細胞移植に関する研究が国
内外で精力的に行われているが、ES 細胞や
iPS 細胞を用いた研究では安全性の問題のみ
ならず、移植神経幹細胞の生着や成熟、シナ
プス形成が大きな課題として残されている。
移植神経細胞の生着に関しては、近年微小血
管再構築の重要性が注目されているが、移植
後の神経細胞成熟やシナプス形成に関して
は未だ殆ど解明されていないのが現状であ
る。 
 
⑴ GPR3 はミエリン阻害に拮抗する神経突起
伸長作用を有する (Tanaka et al., JBC. 
2007) 
哺乳類成体の中枢神経は、障害後に稀突起膠
細胞由来のミエリン阻害により軸索再生を
阻まれる。中枢神経障害後の機能回復には、
ミエリン阻害に抵抗する軸索伸展が非常に
重要である。近年、神経細胞内 cAMP 上昇が、
軸索伸展におけるミエリン抵抗性を発揮し、
中枢神経障害後の軸索再生の方策として注
目されている。研究代表者らは GPR3、6、12
が神経突起伸長作用を有するだけでなく、ミ
エリン抵抗性神経突起伸長を示すことを報
告した。 
 
⑵ GPR3 は脳虚血環境下の神経細胞生存に寄
与する  
研究代表者は神経細胞における GPR3 の発現
が神経細胞生存に非常に重要であることを
報告してきた（2007-2010 年米国神経科学学
会）。さらに、低酸素培養条件下における神
経細胞生存に、GPR3 が保護的に働くこと、
GPR3 ノックアウトマウスでは野生型マウス
と比較して中大脳動脈閉塞後の梗塞巣の拡
大が見られる事を明らかにしている。 
 
⑶ GPR3 は小脳顆粒神経細胞の分化を修飾す
る （Tanaka et al., PLoS One. 2009） 
小脳顆粒神経細胞は出生後に外顆粒神経細
胞層で分裂・増殖し、内顆粒細胞層に移動し
成熟神経細胞に分化することが知られてい

る。研究代表者らは、齧歯類小脳発生におい
てGPR3が内顆粒神経細胞層に豊富に発現し、
小脳顆粒神経細胞の分化・成熟に関与するこ
とを解明した 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、脳梗塞の新規治療法開発を
目指して、神経発生過程における GPR3 の発
現と神経細胞の分化・成熟・シナプス形成に
関わる機能を詳細に解析し、GPR3 遺伝子導入
が新生神経細胞の分化に与える影響を検討
することにある。 
 
３．研究の方法 
⑴ 中枢神経系における GPR3 の発現分布 
マウス中枢神経系における GPR3 発現分布を
詳細に観察する。発現解析には抗 GPR3 抗体
を用いた免疫組織化学染色を施行する。抗体
等の不具合により、免疫組織が不可能な場合、
GPR3 ノックアウト LacZ ノックインマウス
（現有）を用いて、X-gal 染色による発現解
析を行う。 
 
⑵ 神経細胞発生段階における GPR3 の発現
変化 
神経発生過程における GPR3 の発現は小脳を
除いて未だ明らかでない。そこで、E13.5～
P21 ラット胎児・新生児から皮質・海馬の各
部位毎に mRNA を抽出し、real-time PCR 法に
より GPR3 経時発現プロファイルを得る。 
 
⑶ 神経細胞における GPR3 の局在と動態 
さらに、分化段階の時間的・空間的な GPR3
発現を特定するためさらに、神経細胞内の
GPR3 局在を詳細に検討するために、GPR3 と
HaloTag 又は GFP タグを付加した融合タンパ
クを発現するプラスミドを構築し、これらの
神経細胞への遺伝子導入により GPR3 の神経
細胞内局在を観察した。局在解析には各種オ
ルガネラマーカーを用いた蛍光二重染色法
を用いて共焦点顕微鏡により解析した。さら
に、これら GPR3 導入神経細胞のタイムラプ
ス観察により、経時的な GPR3 の動態を観察
した。 
 
⑷ 神経細胞における GPR3 発現が局所 PKA
活性化に与える影響 
神経細胞における GPR3 の発現局在が、発現
局所の PKA 活性化に影響をあたえるか PKA 
FRET インジケーターである AKAR3-EV を用い
て検討した。FRET 解析には、CFP/YFP 蛍光イ
メージを Meta Morph ソフトウェアを用いて
レシオイメージを作製し、相対的な PKA 活性
化部位を評価した。 
 
４．研究成果 
研究代表者らは、マウス中枢神経系における
GPR3 の発現分布を解析するために、抗 GPR3
抗体を用いた免疫組織化学染色を試みたが、



各種市販 GPR3 抗体を用いて特異的な GPR3 発
現を観察することはできなかった。そこで、
GPR3 ノックアウト LacZ ノックインマウスを
用いて、LacZ 発現を指標に脳における GPR3
のプロモーター活性分布を観察したところ、
線条体、皮質（Ｖ層）、海馬（CA2）、内側手
綱核、視床、赤核、黒質、網様核、橋核、前
庭神経核、小脳、脊椎前角での GPR3 プロモ
ーター活性上昇を認めた。また、海馬神経細
胞の分化に伴いGPR3発現が増加することが、
RT-PCR 法を用いた解析により明らかになり、
これは小脳顆粒神経細胞と同様の傾向であ
った。 
さらに、GPR3 と蛍光タンパク質の融合蛋白

を発現させたところ、小脳顆粒神経細胞にお
いて GPR3 融合タンパク質は形質膜、ゴルジ
体、エンドソームに局在することを明らかと
なった。また、タイムラプス蛍光顕微鏡を用
いた解析により、GPR3 融合タンパク質小胞が
神経突起内を経時的に移動することも新た
に発見した。GPR3 融合タンパク質小胞の移動
は、ミオシン II の阻害剤であるブレビスタ
チンにより抑制され、キネシンⅤの阻害剤で
あるモナストロールでは抑制できなかった。
さらに、神経突起先端部での GPR3 融合タン
パク質の蛍光は、ブレビスタチンにより有意
に抑制された。次に、GPR3 の細胞内局所での
機能を明らかにするため、PKA の FRET インジ
ケーターを用いた検討を加えた。小脳顆粒神
経細胞において、GPR3 過剰発現により神経細
胞体、突起先端での PKA の活性が上昇し、
GPR3siRNAによる内在性GPR3発現抑制により、
神経突起先端部での著明なPKA活性低下を観
察した。また、ブレビスタチン投与により
GPR3 の動態を抑制すると、神経突起先端部で
の著明な PKA 活性低下を観察した。以上の結
果から、GPR3 は神経細胞の分化において、神
経突起先端に運ばれ、局所での PKA 活性化に
寄与し、神経極性形成に関与する可能性が明
らかとなった。 
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