
　　　　　　　　　　　工

詩　　　　　　　づ　∴一ン
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、　　〒　・　〒　∵こ窺　 一　　『　　一∵∵　　　　　　咋一　’
　　ア　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゆ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ハ

’ぬ　一　レ…∵こ　　“　　　　　　∫＼
”　尊　　　　　　　　　　　、　干

　腎　㌦　　　　　　　　　　　　　r　　　　　　　　　　　炉

炉　　　　　　　　　　　　 可　　　　　　　　　」ビ

雌舛．㌃ @　　　　　　　　　　　　　　　　　ぞ　　　　　　い　　確　　　・

。1へ、　へ～　　　　・一　
二

　　　　　＿　　　　　、，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

　　　証　　　一ノ　　　　．野　L

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　昏」蹴　　　、　　粘　”　　　ト　　ィ　　＾　　　　τ一
　　　帆　　’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　馬　　乙噛
　　曳一　　～　　　〒　　　　　　　　κ柚低

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　！　　　　，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　弘　　　　　　一1　　ヤ　　ノ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　r

煮　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　丸

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　胤　」
　　　　　　　　　　　　　　　　　　町　　 躰　　　　　　　，詳　j　 F

　　　　　　　　　　f

　　　　I

慈　　　・小脳抑制性シナプズ可塑性
　　　　　　　　　　　　　　秘ド　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　∫

　　　　尻　　　　　　　　　　｛　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　∫

’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　凡

　　　　　’　　ヌ

　　　　　　　傷

　；．　　　　1．　　　　　　　　　　　　　義
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ハ”ρ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　狐　　二

、　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 9

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　r1膏　　　　　　鳳

　　　　　　　　　　「　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　甲　　　　　　　　　　　　　　　個

　　r　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　♂

　f　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　酒心　　　　　　　　 万　　　　　　
5

　　　　　　　　　　　　　　　ボ　　　　　　　　　レ

い　届　　＿　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　r　　　　　　　　へ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　歪

ゾ　　　　　　　　　　　P二潮　　　　／』べ

訴「

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　蟹島・》　　　　　　　　　　　　’　　　　　　　　　　　　　・　　　　一

デ　　　　ー　　　　　 川ロー真也も
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　r　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ト　　　　　　　　麗
　　　　　　　．．　一♂　翌　　ニ
　へが　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロド

声咋h　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　r

ドニ　　　．♂　　ジノ　　　　　街「ド　　　　　’
遥　　　　　　蕊　　　　　　　　　’…b　　－
　　　　　　　　　　　　　　　　＿蜘　　戸　　　　　　　　　　　　　　 、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ご　　ハコ　　　　　　　　　　　　　　　　　ー　　ヤ　ー　　　　　　一
　　　　　　　　　　アト　　　　　　　　　卵迄｝r　　　　　　　　　　　　ツ　　　　　　　　　　　　　こて
　　　　　　　　　　　　　　　　　　十　　一　ボ　　　　グb　 ，P

　　　　　　　　　　　　　　　あr　．　　　　　　　一レ　　　　ず　　＿／　　　 、

r干「、 @　　　　　　　　　　　　　　皇　　　　　’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　f　　　　　1

卑　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　げ鴇　　亡　　　　　　　　　　」　隔　♪　　　即
　ル　　　　　　〔㌣　　　　A　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　昨斑

　　　　　　　　　　　　　　　　　り　　　　　　　　　　　　　　　　　　ま
ゲ緊 @　・　吻　　　『　　匹　　．　㌦～　聖1
　　へ　　　　郁　　　　一　　　二　　．・“　　4・
　　　　　　　　　v　　ギ　　　　 戸　町　　　’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　」〆
　　　イ　　　　　　　　　　　　　　 ぜ

貯　　　　　　　呼　　　　　　　　　　　　　　　　・幽・ご　　冶
　　　　　　・　　　昏　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゲ　　轡　牌　ゴ融’
　　　　　　　氣一う　・　　　「　　　　　　　　　、電　　　　　｝　　る　　　　ノト　　　　コか　　　ド　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヘ

ン’　　　心’〆∴讐糧、≠、　　　　・｝　　　　　　瓦、甲

　　　　　　　　　ヒ　　ご　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ド

　　　　　　　　　ー　　　　　袴　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｝　＾　［け・雫

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　鋭轟　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ　　　　　ず
　　へ匡　　　　悩；　　　　　　．　　　β　　　　　　㌧
　　　　　　　　　　　　　　　　閲　　　　　　　　 〆戸隔く曽 @ρ

　　　　　　㌔　　　　　　　　　　　　　　硯

　　　　　　　　　　　　　　　　　　耐κ　　　　　　　　　　　　　　　　　L　　　　　　　二ざ

　　　　　　　　　　　　　　　　　『　　　　　　　　　ミ騒

　　　　　　　，．　　τ　　　　　’購畷臨髄・鯉・．．
に　　　　　　　　　　　　　　も　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ド

　　　　　　　．．　一　卜　　新制「’
　　　　　　　　『　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ρ　　　　　　　　　　　　　　　　値　　，　　　　 －

　　　　　　　　u　　　　　　　　　　　　♂一　　　一一一一　　　　 、

　　　　　　　　　　　　．　　i　理　二　㌧
　　　　　　　　　　　一　　㍗　一　てL－＿＿＿・

　　　　　　　＼－　　　ll　1417∴〆
　　　　　　　　　「　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　k
　　　　　　　　　　　＼　　　　　　　　　　　　　　　　1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　月　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　7

　　　　　　　　“　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　卜為
　　　　　　　　　　　　　　　　　　、　　　　　　　　μ　　』　　　　　　　　　　　　　　　リ　　　　　　　　　　　　ギ

　　　　　　　　　　　，　　　　　　趣一ト　　　着

　　　　　　　　　　》　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　出

　　　　　　　　、　　　究　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　兀
　　　　　　　　｝姫、　　　　　L　　　〆　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　r　　　　　　ち
　　　　　ヤ　　　　　　　 胃　　　　　　　　 窄智　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　詳、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　諸　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　rで　　　　　　　　　　耐≧　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　て肝　 ’　r　　　　」　　　 ウド

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　つ　　　　　　　　　　　㌧㌍　h届　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　津ラ　　　　　　　　　　　唐　　　　　　　　Y　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　r当

　　　　　　マ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ボ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　て　　　　z

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ド　　　　　　　　　ドら　　　　　　　　　　　　　　　　ザ　　　　　　　　　　　　ご　　ダ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　h　　　　　　　　　　　　　　　　、　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　遥’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　し　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ア　　　　　　　　　　　　　　　　　可　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ず　　4レ「
　γ　　　　　　　　　　　　　　　　・　　　　　　ノご　町

　　　　　　　　　　　　　　　　・　帳　　　　　心

　陶　　　　　　　　　　　　　　　　　，　　　　　　　　　　　　し

の制御機捲＼一…ヘ
　　　ノ　　　　　　　　　　ー　　 り　　　　　毛　　　　　　　　ρ、

　　劉　　　　　　卜　　　　　　　　　　　　㍉　　　　　　　　 即一「 @f
　　P　　　　　　　　　　炉　　　　一　評　㌦へ　　．　　　　　　．
　　　　　　　　ど哺　　苧＿　・　　　・　　　　　　　　　　弘
　　　　　　　　、　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、　　　　　　、

　　ド　　　　　　　　　　　　　　　　　　　にね　　　　　　　　　らヨ

　　　　　　「　　　　　　工β　　　　　　　。
　．　’　　　　　　　　　こ㌧　　　　、．　　　　　肇
　　　♂　　　　　　　　　　　　　　　　　　」ご　　　　・　　　・
　r　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　り

　　　　　　　　、　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　rP　　　　　　　　　　1　　　　サ届阪　 劇

　　　　　　　　　　　　臣　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　F　　　　　　　　　　楓　　　　鴻←

　　　　　　　　」　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　「

　　蝋　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’　　　　　　　㍗　　　　　　　　　　　ド　彫　　詞仰　　　　ト

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　で　　，一「げ

　　　　　　　　　　簡㍗、　喉　　　　　　　　　　　　　　　　　　計　　　　　　ノ

　閉瀧　　一〔72　・　一．￥莞詳
　　　　　　　　＾　取　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　汽

　　　　　　　　戸　　　　暢　　　　　　　　　　　＾
　　　　　　　　　　宇甑
　　　　　　　r

　　　　　　　　　　ご　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　瓦　　　　　　　一、　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　騒　　　　
さ

　　　　　　　冒　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　戸　　　　　　　　品　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、　　、　ヘ
　　ト　　＿　　　　　　　ン　　　匠　　　　　　　　　　　　　＾
　　　　　　　　　　　　を　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　し　　　　　　せ　り

　　　　　　　　思さ㌔読h4艶　 r．　　　　　　　　　　　　．
　　　　　　　　副　呪。　　　　　・　　　　　　　　㌔㍉転　　　一
　　　　　　　　　　」　・　　　　・　　　　　　　　命浦　　　．．、朝　　　よ　　　　　　　　　　　　　　　へよ　　　　　　　　　　　 ノ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ

　　　．二・　　ご　　　　　　　　　！一一ツ
　　　　㌧　　　　、／　・　　　　’　！瀦一！・
　　　　　　　　　　＿　　、　’㌦　　　　　　　　　　　　 誘諮一

　　　　　　　　　げ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　玉甲
　　　　　　下　、　　　　智　　　　　　〆　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 一

　　　　　　　　ノ　　　　　ノ　　　　　　　＿猷　　　ユ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

　　　　　　　　　琳　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
｛

　　　　　「　一　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　・　　　　　　　　　　　融
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　く　　　ア　　　　　　障キ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・　　　1転
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　門　　　　　　　　　　　　　　　む　　　v　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ア　れ　　　　　ド　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　謬～．　　　　　　峯　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、　　「｛　　　　　π

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〆　r　　　　　　　　　　　　ノ　　　岬、　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　雪
　　　　　　　　　　＿　　　　r　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　マ　 幽　　　　　　　　　駈
　　　　　　　　　／　　　　　　　許　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　沖　　　　　　τ
　　　　　　　，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　訂　「　冑　　　　占

　　　　　　　　　　　　　　　　〆　画〒“も一乏　　・・“
　　　　　　　　L　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　玩

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　内」　　ハ　　　唖莞
　　　　　　　　　　　　　｛　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　卜

　　　　　　　｛驚　〆　　　　　　　　　　　　　　　　　 、　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 Jド　　　ト

　　　　　　斜　　　　玉

　　　　　　　　　　　㌔昌「　　　　　　　　　　一　　　　河　～　卜　隔　ト　　　　　　　　　　　　　　　　　　刊
　　　　　　　　ハ　　　　　　　　 ヤ　　　　　　　　　　　　　ゆ　　ロサ

　　　　　　　学　｝　　一　捧　、ず　　・悟鋼・乳．”
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　rη舌　ヴ　　　　　　　　㌔ペ　　　　ァ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　夙

　　　　　　　　　　　　　　　　ゴ　　　　　　　　　　　　野、

　　　　　　　　　　　　．　　　　　　藁　　．

　　　　　　　い∫　．　　　　　　　　　　　’
・　　　　　　・斎　へ　、
　　　　　　　　コ　　㌦　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 ず　　　　　蝋　　　　　β

　　　　　　　晩　　　　㌧　、
　　　　　　　　　、　凡　　、　　　　　　　　伸陶　　　気　トへ　い一
　　　　　　　　　㌔宵　　　　　　穿　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　索
　　　　　　　　　　、　〔　　　　　　　　　　　　　　　　亨、

　　　　　　　　　㌦　“　．、　　ち　　　　　　　かへ、　　．ξ1避
　　　　　　　、　　　・　　㍉　．・二＾　　　　　　　・　　　　・戸り　碁
　　　　　　　、　　　　　　　　　＿　　　　　き、　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 一　　　　　 a，

　　　　　　M　　　　　　　　㌃　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、　r　訴　　湖　　　　　ノ
　　　　　翫　　・　　b　　　・　　・　門　　　　ド　　‘㌃と　　　ノ。
　　　　　　可㌔　　　　　　　　　　　A　　　　　　融　　　　　　　　　　　　　　　　M評　　㎡
　　　　　　　　　　　　、　や　　　　箪　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　冨　　　　　　画　非　　　　　　　　　　　o号　　　　　㌔F　　　　　　　　　　　　　　　　　ブ置



主論文

小脳抑制性シナプス可塑性の制御機構

　京都大学大学院理学研究科

　　　　生物科学専攻

　　　　生物物理学系

機能統合学講座機能構造認識分野

　　　　川ロ　真也



要旨

小脳抑制性シナプス可塑性の制御機構

　　　　京都大学大学院理学研究科生物科学専攻生物物理学系　川口　真也

神経細胞はシナプスを介して化学的に情報伝達を行う。神経活動依存的にシナプスにおける

伝達効率が変化する現象であるシナプス可塑性が中枢神経系の様々な部位において観察さ

れており、それらは学習や記憶の細胞レベルでの基礎過程と考えられている。小脳の抑制性

介在ニューロンとプルキンエ細胞間のGABAを伝達物質とする抑制性シナプスにおいては、

プルキンエ細胞の強い脱分極により、GABAA受容体を介するシナプス伝達が増強され、この

増強はrebound　potentiation（RP）と呼ばれている。ほとんどのシナプス可塑性はそのシナプ

スの活性に依存して誘導されるが、RPは入力非依存的に引き起こされる。私はこのRPの発

現がどのように制御されているかを解析した。

プルキンエ細胞の脱分極時にシナプス前抑制性介在ニューロンが活性化すると、そのシナプ

ス前終末よりGABAが放出されて、シナプス後プルキンエ細胞のGABAB受容体が活性化し、

RP誘導を抑制することが分かった。このシナプス活動による可塑性誘導の抑制は、これまで

に報告されていない新たな可塑性制御機構であり、入力依存的に神経伝達を調節することを

可能にしている。

次に、RP誘導とその抑制を調節する細胞内情報伝達経路を解析した。その結果、　GABAB受容

体はGi／Goタンパク質を介するアデニリルシクラーゼ抑制により細胞内cAMP濃度を低下さ

せ、その結果PKA活性が低下することによりRP誘導が抑制されることが明らかになった。ま

た、このGABAB受容体によるPKA活性低下が、　calcineurin／DARPP　32／PP－1という脱リン酸

化の分子経路を活性化することにより、CaMKII活性が抑制されてRP誘導が抑えられること

も明らかにした。

さらに、プルキンエ細胞で脱分極とGABAB受容体活性化が同時に起こると、細胞接着分子で

あるインテグリンα3サブユニットが新規の遺伝子発現を介して増加することが分かった。こ

のプルキンエ細胞における神経活動依存性のインテグリン増加により、Src型チロシンキ

ナーゼ活性を介してRP誘導が4日間以上にわたり抑制されることも明らかにした。

以上のように、脱分極とGABAB受容体活性化が起こると、それは直ちに可塑性誘導を抑制す

るとともに、遺伝子発現を介して細胞接着分子の活性を変化させることにより数日間以上に

わたって可塑性を起こらなくして、シナプス伝達を安定化することが明らかになった。
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はじめに

　動物は外界の状況を認識して、適切な判断を下しながら行動する．そして、動物は環境の

変化に適応し、また経験に基づいて新しい行動様式を獲得するという適応・記憶・学習能力を

有している。感覚器により得られた情報を統合して侮らかの対応を決断し、運動などの行動

指令を作り出す器官が脳である。そして、情報の統合・分析と意思決定を行う脳が、生物の

記憶や学習を可能にしている。では、脳の中でどのようにして記憶や学習が獲得されるので

あろうか？

　脳では千数百億個もの神経細胞が複雑なネットワークを形成しており、その中で情報が

処理される。神経細胞は樹状突起と軸索という性質の異なる二種類の突起を有し、主に樹状

突起において他の細胞からの情報伝達を受けて、軸索から情報を次の細胞に伝える。その神

経細胞同士の情報伝達を化学的に行う機能構造がシナプスである。ある神経細胞の軸索で興

奮が伝導してその終末が電気的に脱分極すると、グルタミン酸、GABAやグリシンなどの伝

達物質が細胞外へ放出されて、それらが隣接する神経細胞樹状突起の細胞膜に存在する受容

体に結合する。そして、活性化された伝達物質受容体は細胞膜のイオンコンダクタンスを変

化させることにより、樹状突起で電気的応答を誘発してシナプス伝達が起こる。

　中枢神経系の様々な部位において、シナプスの情報伝達効率が変化する”シナプス可塑

性”と呼ばれる現象が観察されている。多くのシナプス可塑性は、そのシナプス活動履歴に依

存してそのシナプス特異的に誘導され、その変化が長時間維持され得る。これら活動依存性・

入力特異性・長期持続性という三つの特徴は、経験に依存してその内容についての情報を長

い時間保持するという動物の記憶・学習確立の特徴と一致することから、神経細胞嗣士の情

報伝達効率がシナプス可塑性により変化することが、記憶・学習を可能にするのではないか

と考えられてきた。近年の研究により、シナプス可塑性制御に異常をもっ動物が記憶・学習

障害を示す例が報告されてきており、シナプス可塑性が動物の記憶や学習に寄与している可

能性が高いと思われる。

　シナプス可塑性についての研究はこれまで国内外で精力的に行われてきており、申でも

海馬CA1領野でのグルタミン酸性シナプスにおける長期増強・長期抑圧に関しては、その制

御機構について多くの報告がなされている。シャッファー側枝と呼ばれる神経線維（軸索）

とCA王錐体細胞間の興奮性シナプスにおいて、シナプス前シャッファー側枝を鎗◎Hz程度の

高頻度で刺激すると、その後長時間シナプス伝達が増強する。この現象が海馬の長期増強

（LTP）である。一方、シナプス前線維を数ヘルツ程度の低頻度で刺激し続けると、シナプス伝

達が長時間減弱する長期抑圧（LTD）が起こる。　LTP，　LTDともにNMDA型グルタミン酸受容

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4



高頻度
7舌十生イヒ シナプス

前終末

　　　　　長期増強

　　　図1．海馬におけるLTPのモデル図

　　AMPAR：AMPA型グルタミン酸受容体
　　NMDAR：NMDA型グルタミン酸受容体

体が活性化して、細胞内Ca2＋濃度

が上昇することがその誘導に必須

な条件である（図1）。そしてLTP誘

導にはリン酸化酵素であるCa2ソ

calmodulin－dependent　　protein

kinase　II（CaMKII）が重要な役割

を果たすことが示されている。ま

た、LTD誘導時には、脱リン酸化酵

素の活性が重要であることが示さ

れている。海馬におけるLTP／LTD

を制御するシグナル伝達経路につ

いては、第二章の考察で詳述する。

最近、シナプスは機能的にだけで

なく構造的にも動的な性質を有

し、神経活動に依存してその形態

を変化させることが報告されてい

る。シナプス構造の構築・維持・再

編成には細胞接着分子のはたらきが重要であると考えられる。シナプスが神経活動により機

能的変化を起こすときに細胞接着分子の機能が必要であったり、また細胞接着分子の量が変

化する例が最近報告されつつある。シナプスの機能あるいは構造の変化にどのように細胞接

着分子が寄与するのかはほとんど分かっていない。

　小脳は中枢神経系の中で最も神経細胞数が多い部位であり、その数は一千億を超えるの

ではないかと推定されている。小脳皮質は明瞭な三層構造を形成しており、内側から穎粒層・

プルキンエ細胞層・分子層と呼ばれている。小脳皮質に含まれる主要な神経細胞は五種類で、

穎粒層に穎粒細胞とゴルジ細胞が、プルキンエ細胞層にはプルキンエ細胞の細胞体が、分子

層には星状細胞と籠状細胞が存在している。これら五種類のうち興奮性の神経細胞は穎粒細

胞のみであり、他の四種の細胞はGABAを伝達物質とする抑制性の神経細胞である。図2に

小脳神経回路の模式図を示した。小脳への入力は二種類あり一つは苔状線維入力、もう一っ

が登上線維入力である。橋核から入った苔状線維が穎粒細胞に投射して興奮性伝達を行い、

穎粒細胞は平行線維を介してプルキンエ細胞に興奮性の情報伝達を行い、プルキンエ細胞は

小脳核に抑制性の出力をする。以上が小脳皮質の主要な入出力経路である。皮質内では、ゴ
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ルジ細胞が穎粒細胞を抑制し、分子層の星状・籠状細胞といった抑制性介在ニューロンがプ

ルキンエ細胞に抑制性の情報伝達を行う。また、下オリーブ核から入った登上線維はプルキ

ンエ細胞に非常に強力な興奮性情報伝達を行い、プルキンエ細胞を大きく脱分極させる。

　　小脳皮質におけるシナプス可塑性で最もよく知られているのは、平行線維・プルキンエ細

胞間のLTDである。図3に示すように、　LTDは登上線維と平行線維から同期した入力が繰り

返されることにより、平行線維一プルキンエ細胞間のシナプス伝達が長時間減弱する現象

で、小脳における運動学習の細胞レベルの基盤と考えられている。一方、分子層の抑制性介

在ニューロンとプルキンエ細胞間のGABA性シナプスにおいても、神経活動により可塑性が

誘導されることが知られている。それは、登上線維入力によりプルキンエ細胞が大きく脱分

極して細胞内のCa2・濃度が上昇すると、抑制性シナプス伝達が増強するという可塑性で、

rebound　potentiation（RP）と呼ばれている（図4）。

　本論文では、シナプス前介在ニューロンの活性によるRPの抑制、その調節を担う細胞内

情報伝達経路、そして神経活動による細胞接着分子の活性充進を介したシナプスの長期安定

化という、これまでに報告されたことの無い独特の制御機構が小脳の抑制性シナプスで機能

していることを示す。
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第一章

シナプス前神経細胞活性によるプルキンエ細胞

　　　　　　　GABAB受容体を介した抑制性シナプス増強の抑制

序論

　これまでに中枢神経系の多くの部位でシナプス活動に依存して、そのシナプスの伝達効

率が変化するシナプス可塑性が報告されている。シナプス活動に依存して、そのシナフスに

特異的に長時間にわたって情報伝達効率が変化するシナプス可塑性は、中枢神経系における

記憶・学習の細胞レベルでの基礎的過程であると考えられてきた（Bailey　et　al．，2000；Bliss

and　Collingridge，1993；Daniel　et　al，，1998；Hansel　et　al．，2001；1（alldel，2001；Kano，

1995；Linden　and　Connor，1995；Lisman　e七al．，2002；Malenka，1994；Marty　and　Llano，

1995；Silva，2003）。例えば海馬のシナプスでは、シナプス前線維を繰り返し高頻度（～100

Hz）で刺激することにより長期増強（long－term　potentiation：LTP）が誘導され、低頻度で刺激

することにより長期抑圧（long－tem　depression：LTD）が誘導される（Bliss　and　Collingridge，

1993；Malenka，1994）。小脳では登上線維と平行線維の両方から同期した入力が繰り返しプ

ルキンエ細胞に入ると、平行線維とプルキンエ細胞間のグルタミン酸性シナプスにおける伝

達効率が長時間減弱するLTDが起こる（Daniel　et　al．，1998；Hansel　et　al．，2001；Ito，1989

and　2001；Linden　and　Connor，1995）。このようなシナプス活動に依存したシナプス可塑性

誘導により、それぞれのシナプスで独立に活動履歴を反映して情報伝達効率を調節すること

が可能になる。

　一方、小脳の抑制性介在ニューロン（星状・籠状細胞）とプルキンエ細胞間のGABA性シナ

プスでは、登上線維からの異シナプス性入力によってシナプス後細胞が強力に脱分極する

と、GABAA受容体を介する抑制性シナプス伝達が長時間増強される（Kano　et　a1．，1992；

Kano，1995；Hansel　e七al．，2001）。この現象はrebound　potentiation（RP）と呼ばれる。　RPの

誘導には、プルキンエ細胞内においてCa2・濃度が上昇してCa2・／calmodulin依存性タンパク

質リン酸化酵素II（CaMKII）が活性化することが必要である（Kano　et　al，，1992　and　1996；

Hashimoto　et　al．，1996）。　RPは可塑的変化をするシナプス自身の活性に拠らず、登上線維か

らの異シナプス性入力のみに依存して誘導されるという、これまでに報告されてきた多くの

シナプス可塑性とは異なる特徴をもつ。RPではプルキンエ細胞上に形成された抑制性シナ

プス伝達は、すべて一様にシナプス後細胞の活動のみに依存して調節されてしまうことにな
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る。私は、シナプス前細胞である抑制性介在ニューロンの活動がRPの誘導を何らかの形で調

節し、シナプス活動に依存した可塑性調節を可能にする機構が抑制性介在ニューロンとプル

キンエ細胞間のシナプスに備わっているのではないかと考え、その可能性を検証した。第一

章では、シナプス前神経細胞の活動によるプルキンエ細胞のGABAB受容体活性化がRP誘導

を抑制する、という新しい形のシナプス可塑性制御機構を報告する。

　脳内での主要な抑制性伝達物質であるGABAに対する受容体は、イオン透過型で早い伝

達を担うGABAA．　GABAc受容体と、代謝型で比較的ゆっくりとした応答を起こすGABAB受

容体に大別される（図5）。GABAB受容体はシナプス前終末およびシナプス後部位両方に局

在しており、三量体Gタンパク質と共役して細胞内情報伝達系を駆動する（Jones　et　aL，

1998；Kaupmann　et　al．，1997　and　1998；Kuner　et　al．，1999；“qlite　et　al．，1998）。　GABAB受

容体のシナプス前終末での機能として、伝達物質放出を抑制しシナプス伝達を減弱させるこ

とが知られている。またシナプス後部位では、Gβγを介してGIRKチャネルを開き、細胞のK・

コンダクタンスを上昇させて神経興奮を抑制したり、あるいは電位依存性Ca2・チャネルを負

に調節することが知られている（Batchelor　and　Garthwaite，1992；Dutar　and　Nicoll，1988；

Jarolimek　and　Misgeld，1997；Misgeld　et　al．，1995；Newberry　and　NicoU，1984）（図5）。

また、GABAB受容体はGVGoタイプの三量体Gタンパク質を介してアデニリルシクラーゼを

抑制することで、細胞内cAMP濃度を低下させタンパク質リン酸化酵素であるPKAの活性を

下げるという働きももつ（Kaupmann　et　al．，1997；Kuner　et　al．，1999；Misge】d　et　al．，1995）

（図5）。ところで、これまでにGABAB受容体がシナプス可塑性の調節に関与することを示し

た報告が二例ある。一つは海馬LTPにおけるシナプス前終末のGABAB受容体による調節で

あり（Davies　et　al．，1991；Mott　and　Lewis，1991）、もう一つは大脳皮質視覚野におけるシナ

　　　　　　　　　　　　Ca2＋チャネル↓　K＋チャネル↑

図5．代謝型GABA受容体（GABABR）は異型二量体として機能しGシGoタイプのGタンパ
ク質と共役している。その作用として細胞内cAMP濃度の減少やCa2ザヤネルの抑制、1ぐ
チャネル活性化等を引き起こす。一方、イオン透過型GABA受容体（GABAAR，　GABAcR）

はCl・イオンを透過させることで神経細胞を抑制する。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　9



プス後部位のGABAB受容体によるものである（Ko皿atsu，1996）。後者において、シナプス後

細胞のGABAB受容体活性化がモノアミンによるIP3産生を促して、それが小胞体からのCa2・

遊離iを引き起こすことによりLTP誘導が促進される。これが、シナプス後細胞のGABAB受容

体による直接的なシナプス可塑性制御に関する唯一の報告である。以下、これまで全く知ら

れていなかったシナプス後GABAB受容体による可塑性誘導の負の制御機構を報告する。

結果

シナプス前細胞活動によるRP誘導抑制

　ラット小脳初代分散培養のプルキン工細胞と抑制性介在ニューロン双方から、図6に示す

ように同時にホールセルパッチクランプ記録を行ない、両細胞間のシナプス伝達を記録し

た。シナプス前細胞である抑制性介在ニューロンでは、電流固定あるいは電位固定記録を

行った。抑制性介在ニューロンに10ミリ秒間の脱分極または電流パルスを与え、活動電位あ

るいはNa・電流を誘起してシナプス伝達を起こし、電位固定記録下のプルキンエ細胞から抑

制性シナプス後電流（IPSC）を記録した（図7A，　B）。なお、細胞内溶液に高濃度のcr溶液を使

用したので、IPSCは内向き電流として記録された。　Kanoら（1992）が報告したように、プ

ルキンエ細胞に500ミリ秒間OmVの脱分極パルスを0．5　Hzで5回行う条件刺激を与える

と、その後30分間以上にわたってIPSCの大きさが増強するRPが確認された（232±44％，20

min）（図7　C，　F）。次に、　RPの誘導調節においてシナプス前細胞の活動が果たす役割を調べる

ために、プルキンエ細胞への脱分極パルス時に抑制性介在ニューロンを20Hzで刺激すると

いう組み合わせの条件刺激を行った。その結果、意外なことにシナプス後細胞脱分極時にシ

ナプス前細胞を活性化させると、一時的にIPSCの大きさは増強するが、そのIPSCの増大は

持続せず約15分間で元の大きさに戻った（110±23％，20min）（図7D，　F）。なお、シナプス前

細胞の20Hz刺激のみを500　msec、0．5　Hzで5回行なった場合には、　IPSCの大きさに変化は

見られなかった（109±22％，20min）（図7E，　F）。またそれぞれの条件刺激はIPSCの時間経

図6．抑制性介在ニューロンと
　　　プルキンエ細胞双方からの

　　　同時記録実験の概略図
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図7．プルキンエ細胞脱分極によるRPと、シナプス前細胞活性化によるRPの抑制
A，B抑制性介在ニューロンの活動電位（A）、或いは電位依存性Na・電流（B）と、プルキンエ

細胞から記録されたIPSC。　C，　D，　Eそれぞれの条件刺激前、5分後、20分後における

IPSC（IPSC5トレースを平均化したもの）。　C．条件刺激として、脱分極を行なった。　D．条

件刺激として、プルキンエ細胞脱分極とシナプス前細胞活性化を行なった。E．条件刺激

として、シナプス前細胞活性化のみを行なった。F．条件刺激前後のIPSCの大きさの時間

経過。数値は条件刺激の2分前から0分までのIPSCの大きさの平均値を100％として、標
準化した値を平均値±標準誤差で示している。統計的有意差（P＜0．05）が、DepとPreの問

で0分から、またDepとPre＆Depの問で5分以降検出された。
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過やシナプス前・後細胞における保持電流や入力抵抗・直列抵抗などには影響を及ぼさな

かった。以上の結果から、抑制性介在ニューロンとプルキンエ細胞間のシナプスでは、シナ

プス前細胞の活性化がシナプス伝達のRP誘導を負に調節すると考えられる。

GABAA受容体応答の増強であるRPはGABAB受容体により抑制される

　脱分極に依存して誘導されるRPが、シナプス前抑制性介在ニューロンからの伝達物質放

出機構の機能充進によるのか、それともシナプス後プルキンエ細胞のGABAに対する応答性

増大によるのかを調べるために、私はプルキンエ細胞の樹状突起に直接GABAを電気泳動的

に投与して、その応答の変化を調べる実験を行った（図8）。電気泳動的に投与したGABAに対

するプルキンエ細胞の応答は、図9に示すような内向き電流として記録される。なお、この

GABA応答はGABAA受容体阻害剤bicuculline（20μM）により完全に消失するので（データ示

さず）、GABAA受容体を介する応答である。プルキンエ細胞に脱分極条件刺激（500　msec，　O

mVの脱分極パルスを0．5　Hzで5回）を行うと、応答の大きさが30分以上にわたり増大した

（174±18％，20min）（図9A，　C）。樹状突起に直接投与したGABAに対する応答が脱分極によ

り増大したというこの結果から、少なくともシナプス後プルキンエ細胞のGABAA受容体の

機能元進がRPに寄与すると考えられる。さらにこの点を確かめるために、　GABAの代わりに

GABAA受容体の選択的作用薬であるmuscimolを投与してその応答を記録した。　GABA投与

の場合と同様に、muscimolによるGABAA受容体を介する応答がプルキンエ細胞の脱分極に

より増強した（170±12％，20min）（図10）。以上の結果から、プルキンエ細胞脱分極により、

GABAA受容体を介する応答が30分間以上にわたり増強されることが明らかになった。

　　次に、シナプス前細胞の活動が如何にしてRP誘導を負に調節するかを検討した。プルキ

ンエ細胞へのそれぞれの脱分極パルス時にGABAを電気泳動的に投与するという組み合わ

せ条件刺激を与えると、シナプス前細胞を活性化した場合と同様にRP誘導が抑制された

（104±8％，20min）（図9　B，　C）。このことから、脱分極時に何らかのGABA受容体が活性化す

響ン（ノプルキンエ細胞
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図8。 プルキンエ細胞へのGABA電気泳
動投与とその応答記録を行う実験

の概略図
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　　　　　　　によるi抑制

　A，B，条件刺激を行う前後

　の代表的なGABA応答の
　　トレース。A，条件刺激と

　して、脱分極のみを行っ

　た。B，脱分極と同時に
　GABAを電気泳動する組
　み合わせ条件刺激を行っ

　た。C，条件刺激前後の
　GABA応答の大きさの時
　間経過。0分で条件刺激を

　行った。Dep：脱分極の
　み。Dep＆GABA：脱分極
　とGABA投与の組み合わ
　せ条件刺激。

　それぞれn＝6

30

ると、RPが誘導されないようになると考えられる。一方、　GABAA受容体作用薬である

muscimolを用いて、同様に脱分極とmuscimo1投与の組み合わせ条件刺激を行った場合に

は、RPが普通に誘導された（176±22％，20　min）（図10）。したがって、増強を負に調節し得

る受容体はGABAA以外のGABA受容体であると考えられる。

　図11に示すように、プルキンエ細胞の樹状突起には、代謝型GABA受容体であるGABAB

受容体が多く発現している（Batchelor　and　Gartwaite，1992；Kaupmann　et　al。，1997　and

1998；Jones　e七al．，1998；Kuner　et　al．，1999）。そこで、　GABAB受容体がRP誘導を負に調節

するのではないかと考えた。GABAB受容体の特異的な阻害剤である（＋）－5，5－dimethyl・2－

morpholineacetic　acid　hydrochloride（SCH50911，10μM）存在下で、脱分極とGABA投与の

組み合わせ条件刺激を行ったところ、GABAによるRP誘導の抑制が消失した（181±7％，20

min）（図12A）。さらに、シナプス前・後両細胞からの同時記録を行いIpscを測定する実験に

おいても、シナプス前細胞活性化によるRP誘導抑制はSCH50911により阻害された（227±

32％，20min）（図12　C）。これらの結果から、　GABAB受容体がRP誘導を抑制するのに必要で
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　RP
　条件刺激前後の
　mUscimd応答σ）大きさ

　の時間経過。0分で条件

　刺激を行った。Dep：脱

　分極のみ。1）ep＆Mus－
　ciIllo1：脱分極とG、＼BA投

　与の組み合わせ条件刺
　激。それぞれ11＝5

10

minutes
20

あることが示1唆される。この点をさらに確かめるために、GABAB受容体作用薬である

baclorel1（20μM）がRP誘導に及ぼす影響を検討した。baclofe11によりGABAi授容体をll号性化

すると、フルキ〉工細胞に脱分極条f’卜刺激を行っても、Rpは誘導されなかった（91±8％，20

mi11）（図12B）。なお、ブルキン工細胞に脱分極条件刺激を与えた10分後にbaclofbl1を投与し

ても、いった／し誘導されたRPへの影響は無かった（データ示さず）、以上の結果から、プルキ

ン工細胞の脱分極時にGABA｝授容体が活性化すると、　RP誘導が抑制されることが明らかに

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　なった。

図ll．培養プルキンエ細胞で発現している

　　GABAB受容体
　初代分散培播したプルキンエ細胞を

　抗GABAB受容体抗体で免疫染色した。

　スケールバーは40μm

　RPとGAI3AR受容体によるその抑制が、微

小抑制性シナプス後電流（mlPSC）において

も観察されるかを調べた、mlpSCはシナプス

前終末から自発的に放出される単一のシナ

プス小胞に含まれる伝達物質に対する応答

であると考えられており、シナプス後細胞で

の受容体応答の大きさの指標となる。脱分概

条件刺激により、プルキンエ細胞でのmlPSC

の大きさの平均値は30分間以ヒにわたり増

強された（165±21％，20mi11）（図13A，13，

E）。baclofb11によりGABAB受容体を活・1生化さ

せた状態で脱分極条14二刺激を行った場合に

は、mlPSCのRP誘導は抑制された（99±6％，

20mi11）（図1：3　C，1）．　E）。また、　SCH5091】に

よりGABAB受容体の活性化を完全に阻害し
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図12．RPの抑制へのGABAB
受容体関与

A：

SCH50911存在下でプルキン

ェ細胞の脱分極とGABA投与
を組み合わせ条件刺激を行っ

た際のGABA応答の大きさの
時間経過。n＝5

B：

baclofen存在下でプルキンエ

細胞に脱分極条件刺激を行っ

た際のmuscimol応答の大き
さの時間経過。n＝5

C：

SCH50911存在下で、プルキ
ンエ細胞の脱分極とシナプス

前細胞活性化を組み合わせた

条件刺激を行った際の、誘発

IPSCの大きさの時間経過。

n＝5
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暮

主
Ω・100
∈

く

　　　0
　　　－5

　　　　20msec

▼　Conditioning

O　　　　　10　　　　　20

　　　　　minutes

30

た場合には、統計的有意差は認められないもののmlPSCのRPの程度が強められた（203±18

％，20min）（データ示さず）。これらの結果から、　mIPSCにおいても、プルキンエ細胞脱分極

によりRPが誘導され、それは脱分極時のGABAB受容体活性化により抑制されることが確か

められた。
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代表的トレース。
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GABAB受容体によるRP抑制効果の有効時間枠

　次に、RP誘導を抑制するためにGABAB受容体がどのような時間枠で活性化することが

必要であるかを調べた。条件刺激時のプルキンエ細胞への脱分極パルスに対してGABAを投

与するタイミングをずらしたところ、脱分極終了1秒後からGABA投与を行った場合には、

RP誘導が完全に抑えられたが（97±6％，20　min）（図14A，　B）、10秒後からGABA投与を行っ

た場合には通常と同程度のRPが誘導された（180±11％，20　min）（図14　B）。脱分極3秒後か

らGABA投与を開始した場合には、程度は少し弱いもののRPが誘導された（143±26％，20

min）（図14　B）。一方、脱分極開始の一一秒前にGABA投与が終了するタイミングで条件刺激を

行った場合には、RP誘導への影響は無かった（170±10％，20　min）（図14　B）。したがって、こ

れらの結果から、RP誘導を抑えるのに十分なGABAB受容体活性化の有効時間枠は、脱分極

中およびその一秒後程度であると考えられる。

隷謂鎌総P抑A

A，

プルキンエ細胞脱分極の

終了から一秒後にGABA
条件刺激投与を開始した

ときのGABA応答の時間
経過。

B，

GABA条件刺激投与のタ
イミングを、脱分極開始
の一秒前に終了（・1sec）、

或いは、脱分極終了一秒
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図15．RPの抑制における部位特異性

A，左：プルキンエ細胞の互いに離れた二箇所の樹状突起へのGABA投与と条件刺激の概
略。GABAは二本のガラスピペットから、部位（a）と（b）に交互に投与された。赤で示すよう

に、条件刺激としてプルキンエ細胞の脱分極時に、部位（a）のみにGABA投与を組み合わせ、

部位（b）にはGABA投与を行わなかった。

右：部位（a）と部位（b）から記録された条件刺激前と三十分後の代表的なGABA応答のトレー
ス。

B，条件刺激前後の部位（a）と部位（b）におけるGABA応答変化の時間経過。部位（a）には、プ

ルキンエ細胞脱分極時に、GABA投与を組み合わせた。一方、部位（b）では、プルキンエ細

胞脱分極時に・GABA投与を行わなかった。両者の間に、2分以降有意な差（P＜0．05；
students’t－test）がみられた。
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GABAB受容体によるRP抑制の部位特異性

　異シナプス性の興奮性入力によりプルキンエ細胞が脱分極すると、GABAA受容体応答が

無差別的に増強されるのであるから、RPそのものは部位非特異的な現象である。一方、シナ

プス前細胞活動によりシナプス後プルキンエ細胞のGABAB受容体が活性化されることで

RP誘導が抑制されることから、このRP抑制という現象は入力部位特異的なシナプス伝達調

節機構となり得る。そこで、GABAB受容体によるRP抑制が入力部位特異的に起こるか否か

を検討した。電位固定記録下のプルキンエ細胞樹状突起の互いに離れた（＞100μm）二箇所（部

位a，b）でそれぞれ独立したガラスピペットから電気泳動的にGABAを投与し、各々の位置

（部位a，b）におけるGABA応答を30秒おきに交互に記録した。プルキンエ細胞脱分極時には、

片方の部位ではGABA投与を同時に行い（部位a）、もう一方の部位ではGABA投与を行わない

（部位b）という条件刺激を行った。その結果、脱分極時にGABA投与を行った部位（a）でのみRP

誘導が抑制され（97±18％，20min）（図15）、脱分極時にGABAが投与されなかった部位（b）で

はRPが誘導された（213±26％，20　min）（図15）。この結果は、プルキンエ細胞脱分極時に

GABAの入力があった部位でのみ特異的にRPが抑制されることを示しており、　GABAB受容

体によるRP抑制は、プルキンエ細胞での抑制性入力に依存してそのシナプス伝達を調節す

ることを可能にする機構であることが示唆される。

考察

　小脳の抑制性介在ニューロンとプルキンエ細胞間のGABA性シナプスでは、プルキンエ

細胞の脱分極によりシナプス伝達が長時間にわたり増強する（Kano　e七al．，1992）。本章にお

いて、プルキンエ細胞の脱分極時にシナプス前細胞である抑制性介在ニューロンが活性化す

ると、プルキンエ細胞のGABAB受容体活性化を介してRP誘導が抑えることを示した。

シナプス活性によるシナプス可塑性誘導の抑制

　興奮性シナプスにおけるシナプス可塑性については精力的に研究が行われてきた（BliSS

and　Collingridge，1993；Daniel，　et　al．，1998；Hansel，　et　al．，2001；Ito，1989　and　2001；

Kandel，2001；Linden　and　Conner，1995；Lisman，　et　al．，2002；Malenka，1994；Sheng　and

Kim　2002；Silva，2003）。抑制性シナプスでも、大脳および小脳皮質、小脳核、海馬や金魚の

Mauthnerニューロンにおいて、　GABAを伝達物質とするシナプスの長期および短期のシナ

プス可塑性が報告されている（Aizenman，　et　aL，1998；Kano，1995；Kano，　et　al．，1992；Ko・

matsu，1996；Marty　and　Llano，1995；Nusser，　et　al．，1998；Oda，　et　al．，1998）。興奮性・抑
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脱
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図16．シナプス前細胞活性化にGABAB
　　　受容体を介したRP抑制

プルキンエ細胞の脱分極時に、シ

ナプス前細胞が活性化すると、そ

の終末よりGABAが放出されて、
プルキンエ細胞のGABAB受容体が
活性化する。その結果、GABAA受
容体のRPが抑制される。

工細胞

Ca2＋

制性を問わず、ほとんどのシナプス可塑性はシナプス前細胞が繰り返し活性化することによ

り誘導される。このシナプス活動に依存した可塑性誘導機構により、個々のシナプスで独立

して伝達効率を変化させることが可能になる。このような入力依存性、入力特異性、そして

長期持続性といった特徴ゆえに、シナプス可塑性は中枢神経系における記憶・学習の基礎過

程であると考えられてきた。なぜなら自己の活性履歴に依存して、その部位でのみ長時間に

わたり情報伝達効率を変化させるというシナプス可塑性の特徴は、経験に依存してその情報

処理過程を長期間保持・獲得するという記憶・学習の特徴と似ているからである。

　一方、小脳抑制性介在ニューロン・プルキンエ細胞間のGABA性シナプスでは，登上線維

から入力を受けてプルキンエ細胞が大きく脱分極することが繰り返されると、それだけで抑

制性シナプス伝達が増強される（Kano　et　aL，1992）。つまり、RPの誘導は変化をするシナプ

ス自体の入力に依存せず、あらゆるGABA性シナプスでの情報伝達効率が同時に増強される

ことになる。このようにRPの誘導調節に入力依存性・入力特異性が欠落しているとすれば、

他のシナプス可塑性と同じような形での記憶や学習への寄与を期待するのは難しいであろ

う。しかしながら、これまでに示してきたようにプルキンエ細胞の脱分極時にシナプス前細

胞が活性化すると、プルキンエ細胞のGABAB受容体を介してRP誘導は抑制される（図16）。

このシナプス前細胞活性による可塑性誘導の負の調節は、これまでに報告されていないユ

ニークな形で入力依存的・入力部位特異的な可塑性誘導調節を可能にする機構となってい
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る。このような調節機構が備わっていることで小脳抑制性シナプスは各々が独立に調節さ

れ、それが学習・記憶に寄与しているのではなかろうか。

RPとその抑制の生理的意義

　シナプス前抑制性介在ニューロンを20Hzで刺激することにより、RP誘導が抑制された。

Cell－a七tachパッチクランプ記録によると、初代分散培養下の抑制性介在ニューロンは自発的

に数Hzで発火しており、しばしば20　Hz以上で500　msec以上続くバースト状の発火が認めら

れた（データ示さず）。また、スライス標本における抑制性介在ニューロンの自発発火頻度が

40Hzを超えることがあるという報告もある（Llano　and　Marty，1995）。生体内においては

ニューロンの活動がより活発であろうことを考慮すると、抑制性介在ニューロン活性化によ

るRP抑制は生理的に起こり得る現象であると考えられる。おそらく、登上線維入力が繰り返

されてプルキンエ細胞が大きく脱分極したときに、活性化していた抑制性シナプスではプル

キンエ細胞のGABAB受容体を介してRPが抑制され、活動していなかった抑制性シナプスで

のみRPが誘導されてGABAA受容体を介するシナプス応答が長時間増強されるのであろう。

プルキンエ細胞の活動と抑制性介在ニューロンの活動双方に依存して、抑制性シナプス伝達

の調節が行われると考えられる。

　小脳皮質における平行線維とプルキンエ細胞間のグルタミン酸性シナプスで起こるLTD

は、運動学習の細胞基盤であると提唱されてきた（Aiba　et　al．，1994；Conquet　et　aL，1994；

Kashiwabuchi　et　al．，1995；DeZeeuw　et　al．，1998；Hansel　et　al．，2001；Ito，1989　and　2001

とLisberger，1998参照）。　LTDの誘導にも登上線維入力が重要な役割を果たすことから、と

もに登上線維入力に依存するRPとLTDは、プルキンエ細胞において何らかの形で機能的な

相互作用をするのかも知れない。RPの生理的意義はまだよく分かっていないが、プルキンエ

細胞が過興奮状態にならないようにしながら、時々刻々と変化する入力に対応して、プルキ

ンエ細胞が発火頻度や発火タイミングを調節するのに寄与しているのではなかろうか。理論

的モデルにより、プルキンエ細胞への抑制性入力は平行線維からの興奮性入力よりもプルキ

ンエ細胞の発火パターンに大きな影響を与えることが予測されている（Jaeger　and　Bower，

1999）。このようなことから、RPとそのシナプス活動による抑制はLTDと協調して小脳皮質

における情報処理に寄与しているのではないかと推測される。
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第二章

GABAB受容体によるRP誘導抑制の細胞内情報伝達経路

第二章では・第一章で明らかにしたGABAB受容体によるRP誘導抑制がどのような細胞内分

子情報伝達経路により担われるかを検討した結果を報告する。

序論

　　海馬CA　1領野のLTPおよびLTD誘導調節を司る分子機構についてはかなりの知見が得

られている（K・nd・1・2…；Li・m・n・t・1・，2・・2；M・1・nk・，・994；M。1。nka　and　Ni，。11，、999；

Sheng　and　Kim，2002；Silva，2003）。　LTP／LTDでは、ともに細胞内Ca2・濃度上昇が必須の誘

導条件であり、大きくCa2・濃度が上昇するとCaMKII活性化が起こりLTPが誘導されるが、

Ca2・濃度が比較的弱く上昇した場合にはタンパク質脱リン酸化酵素であるProtein　Phos－

・h・t・・e－1（PP【1）活性の充進が起こりその結果LTDが講される（K・nd。1，2・…M。1。nk。，

1994；M・lk・y・t・1・・1994；Sh・ng・nd照m，2002；Silva，2003）．　C。・・／，alm。duli。により活性

化される脱リン酸化酵素calcineurinとPKAが、inhibitor　1（1－1）のリン酸化状態を互いに拮抗

しながら調節することでPP・活性力・制御されている（K・nd・1，2・…M。1，nk。，、994、

Mulkey　et　a1．，1994；Silva，2003）。このような、リン酸化酵素および脱リン酸化酵素活性の

バランスによりシナプス伝達が増強あるいは抑圧される。

　小脳プルキンエ細胞におけるGABAA受容体を介する応答の増強（RP）は、その誘導に

CaMKIIの活性を必要とすることが分かっている（Kano　et　al．，1996）。私は、　RP誘導および

その抑制が海馬におけるリン酸化調節機構と類似の分子メカニズムを基盤として調節され

ているのではないかと考え、その可能性を検討した。

　第一章に示したように・RP講はGABA・受容体により抑制される（K。w。g。，hi。nd　Hi．

rano，2000）。　GABAB受容体は、シナプス前終末での伝達物質放出抑制やシナプス後部位での

K・コンダクタンス上昇、電位依存性Ca2・チャネルの抑制といった生理作用を持っ

（N・wb…y・nd　Ni・・11・・984・D・…and　Ni・・11，・988・B…h・1。。　and　G。。thw。it。，、992、

Jarolimek　and　Misgeld，1997；Misgeld　et　aL，1995）（図5）。また、　Gi／Goタンパク質を介し

たアデニリルシクラーゼ抑制によって、細胞内cAMP濃度を下げてPKA活性を低下させるこ

ともGABAB受容体の重要な機能である（Misgeld　et　al．，1995；Kaupmann　et　a1．，1997；

Kuner　et　a1．，1999）（図5）。第二章では、　GABAB受容体によるPKA活性の低下が、海馬LTP／

LTD制御と類似の機構により脱リン酸化酵素の分子経路を促進してCaMKII活性化を抑制



し、その結果RP誘導が抑えられることを報告する。

結果

GA8AB受容体によるRP抑制はCa溢チャネル抑制に依存しない

　RPの誘導には、脱分極による細胞内Ca2・濃度の上昇とその結果起こるCaMKII活性化が

必須であることが知られている（Kano　et　al．，1992　and　1996；Hashimoto　et　a1．，1996）。

KN62（3魅M）を用いてC歌MKIIを限害すると、ホールセルパッチ記録下のプルキンエ細胞に

脱分極条件刺激を加えても、電気泳動投与したGABAに対する応答のRPが阻害された（91±

8％，3◎綴簸）（図17）。このことから、CaMK至1がRPを誘導するのに必要であることが確認さ

れた。プルキンエ細胞においてGARAB受容体活性化によりPタイプの電位依存性Ca2・チャネ

ルを介する電流が擁制されるので（Min拡anδBean，1993＞、　GA3AB受容体は脱分極時の細

胞内Ca2・濃度上昇を弱めることでRP誘導を抑制するという可能性が考えられる。そこで、私

はCa2・指示薬fura－2をパッチピペットから細胞内に導入してCa2・イメージングを行い、

GA8AB受容体によりどの程度細胞内Ca2膿度の上昇が抑えられるのかを検討した、プルキ

ンエ細胞に脱分極条件刺激を行うと、波長340nmの光で励起したfura・2の蛍光強度を波長

38肋澱の光で励起した時の蛍光強度で割った比（麟io）が大きく増加することから、脱分極条

件刺激により細胞内のCa2・濃度が上昇することが分かる　（図18　B）。　GABAB受容体作用薬

baclo鉛nを潅流投与すると、脱分極時のfu驚a－2の蛍光比は、樹状突起においてbado艶n投与前

の92±2％に減弱した（図18B，　C，1））。この結果から、意外にもGABAB受容体によるCa露＋濃

度上昇抑制はさほど大きくないということが分かった。次に、このようなCa2・流入の微小な

減少が増強誘導に影響するか否かを検討するために、ba¢め紬と岡程度にC＆2膿度上昇を減

弱させる条件を細胞外のCa2・濃度を低下させて探索した。その結果、細胞外の働2・濃度を通

常の半分である1㎜Mに下げると、脱分極時の蝕a－2の蛍光比が89±5％に減少した（図18

図葺．CaMK豆阻害剤によ
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E）。そこで、baclo艶nを用いた場合と同程度に脱分極時の細胞内Ca2・濃度上昇が弱められる

細胞外Ca2・濃度1mMの条件下においてRP誘導の可否を検討したところ、プルキンエ細胞へ

の脱分極条件刺激によりRPが誘導された（194±17％，20　min）（図18　F）。この結果は、

baclofenによりGABAB受容体を活性化させた場合と同程度に細胞内Ca2・濃度上昇が弱まっ

たとしても、RP誘導に影響が無いことを示している。したがって、　GABAB受容体によるRP

誘導抑制は、Ca2・チャネルを抑制することによる細胞内Ca2・濃度上昇の減弱によらないと考

えられる。

GABAB受容体によるRP抑制はPKA活性低下による

　GABAB受容体がGi／Goタンパク質を介したアデニリルシクラーゼ抑制によりPKA活性

を低下させることが、RP誘導抑制を引き起こすのではないかと考えた。　Gタンパク質の阻害

剤であるGDPβS（500μM）をパッチ電極内に含めると、脱分極時にGABA投与を行ってもRP

誘導を抑制することが出来なかった（180±20％，20min）（図19）。また、　Gi／oタイプのGタン

パク質阻害剤である百日咳毒素（PTX，500　ng／ml）で一晩処理したプルキンエ細胞では、脱分

極とGABA投与の組み合わせ条件刺激を行ってもRPが誘導されてしまった（179±12％，20

min）（図19）。同様に、　PTX感受性のGタンパク質を阻害するN－ethylmaleimide（NEM，10

μM）によってもRP誘導抑制が消失した（168±12％，20　min）（図19）。これらの結果から、

GABAB受容体によるRP誘導抑制は、　Gi／oタイプのGタンパク質を介していることが分かっ

た。
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図19．GABAB受容体によるRP抑制へのGi／Goタンパクの関与
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Cont　GDP－PTX　NEM
　　　　βS

左，PTXで一晩処理したプルキンエ細胞に、脱分極とGABA投与の組み合わせ条件刺激を行った

ときの、GABA応答変化の時間経過。　n＝5

右，PTX一晩処理後、　GDP・βS、或いはNEM存在下で脱分極とGABA投与の組み合わせ条件刺激

を行った際の条件刺激20分後のGABA応答の大きさ。それぞれ、　n＝5
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　次にPKAがRP誘導抑制に関与するか否かを検討した。　Sp－cAMP－AM（10μM）をプルキ

ンエ細胞に負荷してPKA活性を上昇させると、脱分極と組み合わせたGABAB受容体活性化

によるRP誘導抑制が消失した（167±7％，20　min）（図20　A，　B）。また、アデニリルシクラー

ゼの活性化薬であるfbrskolin（20μM）を用いて細胞内cAMP濃度を上昇させてもGABAB受

容体によるRP抑制が阻害された（182±27％，20　min）（図20　B）。これらの結果から、GABAB

受容体はPKA活性を低下させることによりRPを抑制すると考えられる。そこで、　PKAがRP

誘導に本当に必要であるかを検討するため、PKAの特異的阻害剤であるKT5720（10μM）を
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図20．GABAB受容体によるRP抑制へのPKAの関与
A，Sp・cAMP・AMを負荷したプルキンエ細胞に、脱分極とGABA投与の組み合わせ条件刺激を

行ったときのGABA応答の大きさの時間経過。　n＝5
B，Sp℃AMP盗M負荷後、或いはfbrskolin（Fsk）存在下で脱分極とGABA投与の組み合わせ条件

刺激を行ったときの、20分後のGABA応答の大きさ。それぞれ、　n＝5
C，KT5720存在下でプルキンエ細胞に、脱分極条件刺激を行ったときのGABA応答の大きさの

時間経過。n＝5
D，KT5720或いはH89存在下で、脱分極条件刺激を行ったときの20分後のGABA応答の大き

さ。それぞれn＝5
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投与したところ、脱分極条件刺激を行ってもRPが誘導されなかった（108±14％，20　min）

（図20C，　D）。また、　H89（100　nM）を用いてPKAを阻害した場合にも、同様にRP誘導が阻害

された（109±13，20min）（図20　D）。これらの結果は、　PKAの活性がRP誘導に必要である

ことを示している。以上の結果を考え合わせると、GABAB受容体はGシoタイプのGタンパク

質を介してアデニリルシクラーゼを抑制して、PKA活性を低下させることによりRPを抑制

すると考えられる。

RP抑制へのPP－1の関与

　図17に示したように、RP誘導にはPKA活性だけでなくCaMKII活性も必須である（1（ano

et　al．，1996）。　PKAやCaMKIIといったリン酸化酵素がRP誘導に寄与するのであれば、脱リ

ン酸化酵素の活性がRP誘導を負に調節するという可能性が考えられる。　CaMKIIは自己リ

ン酸化によりその活性をCa2・／calmodulin非依存的に維持する活性化型となるが、この自己

リン酸化を主に脱リン酸化するのが脱リン酸化酵素PP・1である（Strack　et　al。，1997）。そこ

で、RP誘導抑制にPP－1が関与するかどうかを検討した。　PP　1をnodularin（2　nM）で薬理学

的に阻害すると、GABAB受容体によるRP抑制が消失した（150±4％，30　min）（図21A，　B）。

また、別のPP－1害剤であるokadaic　acidを100　nM（PP－1およびPP－2Aを阻害する濃度）で用

いると、RP抑制が阻害された（183±10％，30　min）（図21C，　D）。しかし、　okadaic　acidをPP

2Aのみを阻害する濃度1nMで用いた場合には、　RP抑制を阻害する効果は無かった（102±7

％，30min）（図21D）。以上の結果から、PP－1がGABAB受容体によるRP誘導抑制に関与して

いることが分かった。なお、nodularinやokadaic　acidを投与してPP－1活性を抑制するだけで

は、GABA応答に変化を起こすことは無かった。また、　TTXとCNQX存在下で微小抑制性シ

ナプス後電流（mlPSC）を記録したところ、　nodularinを投与してもその大きさや頻度、時

間経過に変化は認められなかった（図21E，　F）。したがって、プルキンエ細胞においてPP・1活

性の変化がそれ自体でGABAA受容体の特性に変化をもたらすことは無いと考えられる。

PKAよりもCaMK11がRP誘導に直接的に関与する

　これまでに示したように、RP誘導にはPKAとCaMKIIの活性が必須である（Kano　et　al．，

1996；Kawaguchi　and　Hirano，2000）。次に、これら二種類のタンパク質リン酸化酵素と脱リ

ン酸化酵素PP－1がどのようにしてRP誘導の調節を担うのかを明らかにすることを試みた。

PKAあるいはCaMKIIの阻害剤とPP－1の阻害剤を組み合わせて投与し、それがRP誘導にど

のような影響を与えるかを調べた。KT5720（10μM）によりPKAを阻害すると、　RP誘導が抑

制されるが、同時にnodularinによりPP　1を阻害するとRP誘導が回復した（172±11％，30
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A，noα司arin（2　nM）存在下で脱分極とGABA投与の組み合わせ条件刺激を行う前と30分後

　　のGABA応答のトレース
B，nodularin（2　nM）存在下で脱分極とGABA投与の組み合わせ条件刺激を行ったときの、

　GABA応答の時間経過。　n＝5
C，okadaic臓cid（10011M）存在下で、脱分極とGABA投与の組み合わせ条件刺激を行ったと

　きの、GABA応答の時間経過。　n＝5

D，okadaic　acidを1nMと100　nMで使用したときの、組み合わせ条件刺激20分後のGABA
　応答の大きさ。

E，noαulari狙（2　nM）を投与する前・15分後のmlPSCのトレース。

F，nodularin投与前・15分後の露0個つつmlPSCを平均加算して重ねたもの。
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min）（図22　A）。この結果は、　PKA活性が低下してRP誘導が阻害されるのは、　PP－1活性に依

存することを示唆する。一方、KN62を用いてCaMKIIを阻害した場合のRP誘導抑制は、同

時にnodularinによりPP　1を阻害しても影響されなかった（98±7％，30　min）（図22　B）。し

たがって、CaMKIIを阻害すると直接的にRP誘導が阻害されると考えられる。以上の結果を

まとめると、PP－1活性はPKA活性低下よりも下流で機能してRP誘導の抑制に寄与するこ

と、およびCaMKIIはPP－1活性よりも下流でRP誘導に寄与することが示唆される。そしてま
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図22．CaMKII・PKA阻害によるRP誘導抑制へのPP－1阻害の影響
A，KT5720とn面ularin存在下でプルキンエ細胞に脱分極の条件刺激を行なった時
のGABA応答の時間経過（●，　n＝5）。比較の為に、　KT5720のみ投与した場合も示して

いる（○，n＝5）。

B，KN62とnodularin存在下で、プルキンエ細胞に脱分極の条件刺激を行なった時の
GABA応答の時間経過（●，　n＝5）。比較の為に、　KN62のみ投与した場合も示している
（○，11＝5）。
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た、PKAに比べてC歌M斑1がより直接的に8P誘導に関与すると考えられる。

RP抑制へのカルシニューリン活性の必要性

　海馬のL↑P〆L？D誘導調節に、CaMKHとca1¢擁eu融／1・1〆PP4という脱リン酸化酵素経

路が重要な働きをすると考えられている（K鋤de1，2001；Malenka，1994；Mulkey　et　aL，

1994；Silva，2003）。1－1はPKAによりリン酸化されると直接PP一ヱに結合してその活性を抑制

するα簸暮eb跳s綴a綴COh鍛，1983）。一方、　Ca3・／㈱1搬o伽1鎗により㈱1紬綴鷲癩が活性化され

ると、1－1を脱リン酸化してPP－1を抑制から開放する（Kande1，2001；M｛煮enka，1994；Silva，

2003）。プルキンエ細胞においてCaMKII，　PKA，　PP・1がRP誘導調節に関与することを考慮す

ると、㈱厩難e鞭嶽も貧P誘導の制御に関与している可能性が考えられる。その点を検討するた

めに、calci鷺euzi難をFK506（100　nM）で阻害するしたところ、脱分極とGABA投与の組み合わ

せ条件刺激によるRP抑制が陽害されたく萄3±6％，3◎綴澄）（図23）。なお、　FK506投与自体

がGA8A応答や撮PSCの大きさ、時間経過や頻度に影響を与えることは無かった（データ示

さず）。この結果から、ca工cineuri聡の活性に依存してGABA8受容体はHP誘導を抑制すること

が示唆された。

　さらに、¢a玉¢短e耀漁がRP誘導を凝μ制する際に、　CaMK∬やPKAとどのように相互作用す

るかを調べるために、KT5720によるPKA阻審あるいはKN62によるC翫MKII臨害による斑》

Dep＆GABA

2◎◎

　δ

魯

萄・・

薯

0
一5 0 曙◎

耐照te＄

2◎ 3◎

図23．GABA授容体によるRP抑制におけるcalc短¢u鋤の必要性
欝K506存在下でプルキンエ細胞に脱分極とGA8A投与の組み合わせ条件刺激を行なった時
の、GA8A応答の時間経過（●，　n瓢5＞。比較の為に、FK5◎6非存在下での対照を示している（○，
n＝5）。
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誘薄抑制に対して、FK506によるc技lcineurin阻害が及ぼす影響を検討した。その結果、　PKA

阻害が引き起こすRP誘導擁制はca撤麗麟n胆害により消失したα磁±11％，30癒難）（図24

A＞。一方CaMKII隙害によるRP陥害はcalcineurinを阻害しても影響されなかった（84±4％，

30min）（図24　B）。これらの結果から、　calcineurinはPI（A活性低下の下流でRP誘導抑制に

寄与し、その下流でCaMKIIがRPを誘起すべく機能していると考えられる。

A

　　200

（
冨
暮

芒　　100
こ
∈

く

B

◎

2◎◎

　§

罫・・

ξ

◎

一5　　0

Dep

10　　　　　　2◎

minute＄

Dep

30

一5　　0

／FK506＆KN62

壌0　　　　　2◎

minute＄

30

図24。CaMKII，　PI（A阻害によるRP阻害へのcalcil1融urin阻害の影響

A，KT5720とFK506存在下でフ゜ルキンエ細胞に脱分極の条件刺激を行なった時のGABA応
答の縛問経過（●，勝δ）。比較の為に、K覧72◎のみ投与した場合も示している（○，解5）。

B，KN62とFK5◎6存在下でプルキンエ細胞に脱分極の条件剃激を行なった時のGAβA応答
の時間経過（●，n＝5）。比較の為に、　KN62のみ投与した場合も示している（○，　n＝5）。
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RP誘導へのDARPP－32の関与

　海馬ではcalcineurin／1・1／PP・1の経路がPKAにより調節されてCaMKIIによるリン酸化

が制御されると考えられている（Kandel，2001；Malenka，1994；Silva，2003）。プルキンエ細

胞には1・1は発現していないが、その類似分子であるDARPP－32（dopamine　and　cAMP－

regulated　phospho・protein，32　kDa）が多く発現していることが報告されている

（Hemmings　et　al．，1984；Schalhng　et　al。，1990；Greengard　et　aL，1999）。1・1と同様に

DARPP・32はPKAによりThr34をリン酸化されると直接PP・1を抑制し、またそのThr34は

calcineurinにより脱リン酸化される。そこで、プルキンエ細胞では、　DARPP・32がPKAと

calcineurinの活性に依存してPP－1活性を調節することで、　CaMKIIにより誘導されるRPを

制御するのではないかと考えた。現在のところDARPP・32のはたらきを制御する薬剤は存在

しなので、アンチセンスオリゴヌクレオチドを用いてDARPP・32遺伝子の発現をノックダウ

ンすることを試みた。DARPP・32　mRNAの翻訳開始部位周辺に対するアンチセンス処理か

ら8時間後には、DARPP・32タンパク質の量が65±6％に減少することがウエスタンブロッ
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　　　　　図25．DARPP・32のRP誘導調■D－32
ロCalbindin　　　節への関与
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A，DARPP・32に対するアンチ
センス効果。アンチセンス処理

を8時間行い、Western　blot・

tingを行った。アンチセンス処

理により、DARPP・32タンパク

質の量が減少していることが
分かる。対照として、プルキン

エ細胞の分子マーカーである
calbindinを用いた。

D・32：DARPP・32
Anti：アンチセンスオリゴ処理

Miss：ミスセンスオリゴ処理
★：pく0．01

B，アンチセンス処理（●，n＝5）

あるいはミスセンス処理（○，

n＝5）を8時間行ったプルキンエ

細胞に脱分極条件刺激を行
なったときのGABA応答の大
きさの時間経過。
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図26．DARPP・32によるPP　1
　　　　　　　　　　　　　　　　300　　　抑制のRP誘導調節への
　　　関与

　　　　　　　　　　　　　　　D皿PP32のN末ペプチド（●，…£2。。

n＝5）あるいはそのKIQQFモ｛3
チーフをKETQYに置換したコヨ
ントロールペプチド（○，n＝5）を二孟

細胞内に導入して、プルキンエ∈　　　　　　　　　　　　　　　　100
細胞に脱分極処理を行ったとく

きのGABA応答の大きさの時
間経過。
　　　　　　　　　　　　　　　　　0
　　　　　　　　　　　　　　　　　　－5
D－32：DARPP　32
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Control　peptide

D－32peptide

10　　　　　　20
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ティングにより明らかになった（図25A）。一方、オリゴヌクレオチドの配列をランダムにし

たミスセンスオリゴ処理を行った場合には、DARPP－32タンパク質量は変化しなかった（97

±14％）（図25A）。このミスセンスオリゴ処理を行ったプルキンエ細胞では、脱分極条件刺激

によりRPが通常通り誘導されたが（156±5％，30　min）（図25　B）、アンチセンス処理を行っ

たプルキンエ細胞では、脱分極条件刺激を行ってもRPが誘導されなかった（89±6％，30

min）（図25　B）。これらの結果からDARPP・32は、おそらくPP　1活性を抑制することでRP誘

導を正に調節する因子であると考えられる。

　1・1やDARPP－32などのPP　1に結合するタンパク質はKKIQFモチーフを持ち、その領域

を介してPP－1に結合すると考えられている（Greengard　et　al．，1999参照）。生化学的実験によ

り、KKIQFモチーフを含むDARPP－32のN末部分の23アミノ酸からなるペプチドが、

DARPP－32とPP－1との結合を競合的に阻害して、　PP・1を抑制から開放することが報告され

ている（Kwon　et　al．，1997）。そこで、このペプチドを用いてPP－1活性をプルキンエ細胞で上

昇させ、それがRP誘導に及ぼす影響を調べた。パッチ電極からDARPP－32N末ペプチドをプ

ルキンエ細胞に導入すると、脱分極条件刺激によるRP誘導が阻害された（98±11％，30

min）（図26　A）。一方、㎜QFモチーフ配列をKETQYに換えたペプチドは、　RP講を阻害

しなかった（165±7％，30min）（図26）。このことから、DARPP－32がPP－1に結合することが

RP誘導に必要不可欠であり、またPP－1活性が上昇するだけでRP誘導を阻害するのに十分で

あることが結論された。

30

PKA活性低下およびPP－1活性を介したGABAB受容体によるCaMKII抑制

　CaMKIIはThr286を自己リン酸化することによりCa2・／calmodulin非依存的にその活性
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図27．GABAB受容体によるPKA活性低下とPP－1に依存したCaMKII抑制
小脳培養細胞を2分問それぞれの条件処理液で処理し、その3分後に細胞を固定してThr286

がリン酸化された活性化型CaMKIIのみを選択的に染色した。
Control：標準実験1夜処理、　Dep（SCH）：GABAI｛受容体阻害剤SCH50911を含む高濃度（50

mM）K・溶液で処理、　Dep（Bac）：GABAI｛受容体f乍用薬baclofe11を含む高濃度K一溶液で処理、

Dep（SCH＋KT）：SCH50911とPKA阻害剤KT5720を含む高濃度1ぐ溶液で処理、　Dep（Bac
＋Fsk）：baclofbnとアデニリルシクラーゼ活性化剤forskoli11を含む高濃度K・溶液で処理、

Dep（Bac＋Nod）：baclofcl1とPP・1阻害剤nodularinを含む高濃度K一溶液で処理。

スケールバーは10μm
ジ「：P＜0．01

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　34



を維持する活性化型になることが海馬LTP誘導に重要な役割を果たす（Fukunaga　et　al．，

1993；Braun　and　Schulman，1995；Blitzer　et　al，，1998；Giese　et　al．，1998；Lisman　et　al．，

2002；Silva，2003；Soderling，2000）。このThr286の自己リン酸化はPP－1により脱リン酸化

される。そこで、RPが誘導あるいは抑制される条件と、そのときの活性化型CaMKIIの量に

相関関係があるかを調べた。Thr286がリン酸化されたCaMKIIのみを選択的に認識する抗体

を用いた免疫細胞化学的染色により、プルキンエ細胞におけるCaMKII活性を測定した。プ

ルキンエ細胞を脱分極させるための条件刺激として、50mMのK・溶液で小脳培養細胞を二

分間処理し、その後標準実験液で洗浄してから三分後に固定して抗体染色を行った。その結

果、標準液で処理した対照と比較すると、GABAB受容体阻害剤SCH50911を含んだ50　mM　K

＋溶液処理を行った場合には活性化型CaMKIIが増加した（図27）。ところが、この高濃度K・

溶液処理時にbaclo免nでGABAB受容体を活性化させた場合には、活性化型CaMKIIの増加が

抑えられた（図27）。このことから、GABAB受容体活性化によりCaMKII活性が負に調節され

ると考えられる。この脱分極によるCaMKII活性化に対するbaclo免nによる抑制効果は、

PKA阻害剤KT5720によっても得られた（図27）。逆に、　baclo艶nと高濃度K・処理時に

forskolinを用いてPKA活性を上昇させると、　CaMKII活性化が回復した（図27）。これらの結

果から、GABAB受容体はアデニリルシクラーゼの抑制を介してPKA活性を低下させること

により、CaMKII活性化を抑制すると考えられる。さらに、　nodularinによりPP・1の活性を阻

害した場合にも、GABAB受容体によるCaMKIIの抑制が消失した（図27）。このことは、

GABAB受容体によるCaMKII抑制はPP－1活性に依存することを示している。なお、全ての

CaMKIIを認識する抗体を用いて染色すると、上記のどの処理によってもCaMKIIの量は変

わらなかった（データ示さず）。以上の結果を総合すると、プルキンエ細胞の脱分極により引

き起こされるCaMKIIのThr286自己リン酸化は、　GABAB受容体活性化によりPKA抑制と

PP－1活性を介して抑えられると考えられる。また、　RPが誘導あるいは抑制される条件が、活

性化型CaMKII量の多寡を制御する条件とよく一致していることが明らかになった。した

がって、RPが誘導されるか否かはCaMKII活性によって決まるのであろうと考えられる。

考察

RP誘導と抑制を制御する細胞内シグナル伝達経路

第二章では、GABAB受容体によるRP誘導抑制を制御する細胞内情報伝達経路について明

らかにした。得られた実験結果から考えられるモデルを図28に示す。プルキンエ細胞の脱分

極により細胞内Ca2・濃度が上昇するとcalmodulinにCa2トが結合し、その結果CaMKIIが活性
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図28．RPを調節する細胞内

情報伝達経路

GABAAR：GABAA受容体
GABABR：GABAB受容体
AC：アデニリルシクラーゼ

CaM：calmodulin

＼

GABAAR GABABR

Ca2＋／CaM

　　　　　　　　　　　　DARPP－32

Gi／。

化されGAB八、受容体を介する応答が増強される。同時に、　Ca2・1calmoduhn依存性脱リン酸

化酵素calcineurinも活性化されて、その基質であるDARPP・32を脱リン酸化しようとする。

ところが、定常状態のPKA活性によるリン酸化によりDARPP－32は十分に脱リン酸化され

ず、結果的にある程度リン酸化された状態のDARPP－32が存在するためにPP－1活性が低い

まま維持され、RPを誘起するのに十分なCaMKII活性化が可能になると考えられる。ところ

が、プルキンエ細胞の脱分極時にGABAB受容体が活性化すると、　GVGoタイプの三量体Gタ

ンパク質が活性化され、アデニリルシクラーゼが抑えられることにより細胞内cAMP濃度が

低下する。するとPKAの活性が低下して、　calcineurinによるDARPP・32の脱リン酸化が促進

されると推察される。その結果、DARPP32によるPP－1活性の抑制が減弱し、　PP・1が

CaMKIIの自己リン酸化されたThr286を脱リン酸化するために、十分なCaMK【1活性化が得

られず、RP誘導が抑制されてしまうと考えられる（図28）。

　CaMKIIがどのようにしてGABAA受容体応答を増強させるのかという機構はまだ分から

ない。CaMKIIがGABAA受容体を直接リン酸化するという報告があり（MacDonald　and

Moss，1994）、プルキンエ細胞でも直接的なリン酸化によりGABAA受容体の単一チャネルコ

ンダクタンスやチャネルの開時間などが変化することで、RPが起こるのかも知れない。ま

た、興奮性のグルタミン酸性シナプスで観察されるように、受容体分子のシナプス後膜での

数が増加するという可能性もある（Hayashi　et　al．，2000）。リン酸化により受容体の細胞内局

在が変化して細胞膜への移動が促進されることも有り得るだろう。

　通常の条件下では脱分極条件刺激によりRPが誘導されるので、プルキンエ細胞では定常
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的にPKAがある程度の活性を持っており、それはcalcineurin∠DARPP　32／PP－1の分子経路を

抑え込んでRP誘導に必要なCaMKII活性化を達成させるのに十分なようである。したがっ

て、プルキンエ細胞で定常的にcAMP濃度を比較的高いまま維持する何らかの機構が存在す

るはずである。プルキンエ細胞においては、アミンやグルタミン酸など多様な伝達物質に対

する代謝型受容体がcAMP濃度調節に関与していると推察される。例えば、代謝型グルタミ

ン酸受容体1（mGluR1）がGsタンパク質を介してアデニリルシクラーゼを活性化してcAMP

濃度を上昇させ得ることが報告されている（Miyashita　and　I（ubo，2000）。　mGluR1はプルキ

ンエ細胞に多量に存在し、平行線維一プルキンエ細胞間の興奮性シナプスにおけるLTD発現

において重要な役割を担うことが知られており（Aiba　et　al．，1994；Conquet　et　al．，1994；Ito，

2001；Shigemoto　et　a1．，1994）、そのmGluR1がプルキンエ細胞でさらに抑制性シナプス可塑

性にも関与するとすれば興味深い。

RPとLTP／LTDを調節するシグナル経路の類似性

　これまでに最もよく研究されてきたシナプス可塑性調節の情報伝達系経路は、海馬CA　1領

野の錐体細胞におけるLTP／LTD制御を担うシグナル経路であろう。図29に示す様に、その細

胞内情報伝達系は本章で示したRPを調節するシグナル経路と似ている。　LTPILTD誘導の調

節にはCaMKIIとcalcineurin／1－1／PP－1経路が関与している（Kandel，2001；Lisman　et　al．，

2002；Malenka，1994；Malenka　and　Nicoll，1999；Lisman　and　Zhabotinsky，2001；Sheng

and　Kim，2002；Silva，2003）。　Leeら（2000）により、LTP誘導の際にAMPA受容体のSer831が

CaMKIIによりリン酸化され、一方定常状態でPKAによりリン酸化されているSer845が

LTD誘導時にはPP－1／PP2Aにより脱リン酸化されることが示されている。　CA　1錐体細胞で

細胞内Ca2・濃度が大きく上昇すると、　CaMI（IIが活性化されると同時にCa2・／calmodulin依

存性のアデニリルシクラーゼである1および皿型が活性化され、cAMP産生によりPKAが活

性化される（Cooper　et　al．，1995；Wong　et　al．，1999）。その結果、1－1がリン酸化されてPP－1を

抑制し、CaMKIIの十分な活性化がもたらされる（Bli七zer　et　al．，1995　and　1998；Makhinson

et　al。，1999；Allen　et　a1．，2000；〇七makhova　et　al．，2000）。一方、細胞内Ca2・濃度上昇の程度

が弱い場合には、Ca2＋／calmodulinとの結合親和性の違いからCaMKIIよりもむしろ優先的

にcalcineurinが活性化され、1－1の脱リン酸化を介してPP　1活性が上昇する。その結果

CaMKIIは抑制されてしまい、　AMPA受容体などのリン酸化が進まず、むしろ脱リン酸化反

応が進んでLTDが誘導されると考えられている（Malenka，1994；Mulkey　e七al．，1994）。

　このように、小脳と海馬で似た分子機構により抑制性と興奮性のシナプス可塑性が制御さ
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IDAR

図29．海馬LTPILTDを調節する細胞内情報伝達経路

AMPAR：AMPA型グルタミン酸受容体
NMDAR：NMDA型グルタミン酸受容体
AC：アデニリルシクラーゼ

1－1：inhibitor・l

CaM：calmodulin

れているが、海馬ではLTPILTDが切り替えられるという両方向性の可塑性調節が行われる

のに対し、小脳プルキンエ細胞ではRP誘導／抑制の切り替えという一方向性の可塑性誘導の

可否が決定される。この違いは、双方において変化する受容体分子や生化学反応を担う分子

の違い、また定常状態のPKA活性が異なることに起因するのかもしれない。海馬錐体細胞で

はDARPP－32は発現していないが、その類似分子である1・1が発現している。　DARPP・32と1－

1は相同な分子であるが、DARPP－32にはcdk・5によってもリン酸化される部位が存在し

（Bibb　et　al．，2000）、独自の調節がなされることもある。また、　Ca2・1calmodulin依存性のアデ

ニリルシクラーゼ1／VIII型は海馬では発現しているが、プルキンエ細胞では発現していない。

したがって、両細胞でPKA活性の調節機構はかなり異なっていると言えよう。DARPP－32は

主にドーパミン投射を受ける細胞で発現が認められるが（Hemmings　et　aL，1984；Green・

gard　et　aL，1999）、線条体におけるLTPILTDの誘導切り替えにおいても重要な働きを担うこ

とが示されている（Calabresi　et　al．，2000）。本章で示したcalcineurin／DARPP・32（1－1）／PP　1
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経路によるCaMKII活性制御は、中枢神経系の幅広いニューロンにおいてそのシナプス伝達

効率調節に関与しているのかも知れない。
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第三章

インテグリンによるGABA性シナプス伝達の

活動依存的長期安定化機構

第一章において、小脳抑制性シナプス可塑性の誘導がシナプス活動により負に調節されるこ

とを示し、第二章ではその調節を担う細胞内情報伝達経路を明らかにした。第三章では、視点

を変え細胞接着分子であるインテグリンの活性による抑制性シナプス可塑性調節について

扱う。プルキンエ細胞の神経活動によりインテグリンの機能が充進し、その結果数日間の長

期にわたり可塑性が起こらなくなるという、新たな長期間持続性の可塑性制御機構について

報告する。

序論

　国内外でシナプス伝達制御機構に関して精力的に研究が行われてきた結果、さまざまな

分子がシナプス可塑性の調節に関与することが明らかになってきた（Hansel　et　al．，2001；

Kandel，2001；Malenka，1994；Sheng　and　Kim，2002；Silva，2003）。その中で、細胞間ある

いは細胞と細胞外マトリックスとの構造的結合を担う細胞接着分子がシナプス伝達制御に

関わっていることを示す知見が最近報告されてきている。これまでに、海馬におけるLTP誘

導の調節にカドヘリン、UやNCAMといった細胞接着分子が必要であることが報告されて

いる（Benson　et　al，2000）。また、主に細胞一マトリックス間の結合を担うインテグリンも海

馬LTP誘導の安定した持続に必要であることが示唆された（Kramer　et　al．，2002）。ほとんど

の場合、これらの細胞接着分子の活性はシナプス可塑性の誘導を正に調節するが、第三章で

は、インテグリン活性が小脳プルキンエ細胞におけるRP誘導を抑制する働きをもつことを

示す。

　インテグリンは、αサブユニットとβサブユニットからなる異型二量体として機能する細

胞接着分子であり、主に細胞外マトリックスと細胞内アクチン骨格系の橋渡しをする

（Beckingham　et　al．，1998；Benson　et　al．，2000；Leitinger　e七al。，2000；Milner　and　Camp－

bell，2002）。その役割はただ構造的な接着を担うだけではなく、リガンドが結合することで

細胞内の多様な情報伝達系を駆動することが分かっている。例を挙げると、PI（CやMAPKな

どのセリン・スレオニンタンパク質リン酸化酵素やFAK（focal　adhesion　kinase）やSrc等の

チロシンタンパク質リン酸化酵素、そしてアクチン骨格を調節するRhoなどのGTPaseの活

性化がインテグリンの活性化により引き起こされる（Beckingham　et　al．，1998；Benson　et
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al．，2000；Guan，1997；Leitinger　et　aL，2000；Milner　and　Campbell，2002；Schwartz　et　aL，

1995）。これらの分子は、シナプス可塑性の誘導調節に関わると考えられており（Sheng　and

Kim，2002参照）、インテグリンは様々な中枢神経系部位においてシナプス伝達の可塑的変

化を調節する可能性があるのではないかと考えられる。

　近年の研究により、シナプス構造は動的な性質を有しており、神経活動に依存してその形

態を大きく変化させることが明らかにされつつある（Engert　and　Bonhoef飴r，1999；Maletic－

Savatic　et　al．，1999；Nikonenko　et　aL，2002；Trachtenberg　et　al．，2002）。しかしながら、構i

造的なダイナミクスと機能的な情報伝達効率の変化の間にどのような因果関係があり、その

関係がどのような分子機構を基盤とするのかは、ほとんど明らかにされていない。細胞接着

分子は構造的安定性をもたらすとともに神経細胞間のシナプス伝達も制御し得ることから、

構造的・機能的なシナプス可塑性の制御において細胞接着分子が重要な働きをしているので

はないかと考えられる。また、神経活動によりカドヘリンやインテグリン分子がその量を変

化させる現象も少数ながら報告されている（Benson　et　al．，2000；Bozdagi　et　al．，2000；

Pinkstaff　et　a1．，1998；Tanaka　et　al．，2000）。第三章では、プルキンエ細胞において脱分極と

GABAB受容体活性化が同時に起こると、新規の遺伝子発現を介してインテグリンタンパク

質の量が長時間にわたり変化し、それが機能的なシナプス伝達効率制御に変化をもたらすと

いうユニークな現象を報告する。

結果

抑制性シナプス伝達増強誘導のインテグリンによる抑制

　インテグリンがRP誘導の調節に関与しているかを検討するために、まずインテグリンの

ControI

Mn2＋

　　　　　　　ぎミ200

－」…p遷
　　　　　　　お
　　　　　　　葺1°°

＿」2・・pA　o

福，告（1。。μM）

　　　　　　　　30min　　　lsec　　　　　　　　－5　　0　　　　　10　　　　　20　　　　　30
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　minutes
図30．Mn2・によるRP誘導の阻害

左のトレースは、それぞれコントロールとMn2・存在下での脱分極条件刺激前と30分後のト

レースを重ねたもの。右のグラフは、条件刺激前後のGABA応答の大きさの時間経過。
それぞれn＝5。
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活性を」昇させ、そのRP誘導に与える影響を検討することを試みた。インテグリ〉は細胞外

領域に多くの二価陽イオン結合部位を持ち、その二価1場イオンとの結合がインテグリン活性

に影響することが分かっている（Beckillgham　et　al．，20021　Leitinger　et　al．，2002）。とりわ

け、Mn2・はインテグリンを活性化させる際によく使われる二価陽イオンである（Ivills　et　al．，

2000）。そこで、Mn2一によりインテグリンを活性化させてRP誘導がどう影響されるか検討し

た。Mn2・（］00μM）存在下ではプルキンエ細胞に脱分極条件刺激を行っても、　RP誘導が阻害

されてしまうことが分かった（102±6％，30min）（図30）。ところで、　Mll2・は電位依存性の

Ca2・チャネルに対するプロッカーとしても作用し得るが、　Ca2・チャネルを介するBa2一電流の

計測を行ったところ、100μMの濃度ではMn2＋はほとんどCa2一チャネル電流を阻害しなかっ

た（データ示さず）。さらに、Mn2吻によるRP誘導阻害がCa2一流入を減少させる作用によるので

はない事を確かめるために、細胞外のCa2ゆ濃度を2　mMから5mMに上げて、　RP誘導への影

響を調べた。細胞外Ca2・はMn2ゆと同様、インテグリンに結合しその活性を変化させる。fura－

2を用いた細胞内Ca2一イメージングにより、細胞外Ca2－5mM存在下では、脱分極条件刺激

A
図31．細胞外Caネ増加による

　　　細胞内Ca24濃度上昇の2Ca2＋
　　　増強

A，fura・2を負荷したプル

キン工細胞からホールセ
ル電位個定記録を行い、2

mM（2Ca2う或いは　55Ca2＋
mM（5Ca2＋）の細胞外Ca2・

濃度溶液中で脱分極条件

刺激を行った。脱分極中
（at　15　sec）と脱分極終了

15秒後（at　35　sec）のfura－2の蛍光

比画像を示している。5Ca2＋溶液
中の方がCa2一濃度上昇が大きく、

長時間続くことが分かる。

B，脱分極前後のfura－2蛍光比の時

間経過。A中で白い正方形で示し
た領域（細胞体および樹状突起）か

らの記録。

脱分極条件刺激はグラフ中に線で
示した］0秒から20秒まで行った。

B
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図32．細胞外Ca2＋によるRP誘導抑制

　　A，2mM（Contro1）或いは　5　mMの細胞

　　外Ca2・濃度溶液中での脱分極条件刺激を

　　行う前後のGABA応答の大きさの時間経
　　過。

　　Ca2＋（5　mM）：n＝6

　　Control：n；530

　　　2　　3　　4
External　Ca（mM）

B，それぞれの細胞外Ca2・濃度に対する、

脱分極条件刺激30分後のGABA応答の増加
率（％）。

Ca2＋（5　mM）：n＝6

その他はそれぞれn＝5

時の細胞内Ca2・濃度の上昇は、通常の2　mM条件下に比べより大きく、時間的にもより長く続

くことが分かった（図31）。そのように細胞内Ca2・濃度上昇が強まるにも拘らず、5mM　Ca2＋

存在下では、Mn2・存在下の場合と同様にRPが誘導されなかった（99±5％，30　min）（図32）。

RPは細胞内Ca2・濃度上昇に依存して誘導されるにもかかわらず、細胞外Ca2・を増加させた

場合にはRPが誘導されないという逆説的な結果が得られた。

　細胞外Ca2＋によるRP誘導阻害がインテグリン活性によるか否かを検討するために、ペプ

チドを用いてインテグリンとリガンドとの結合を阻害して、その細胞外Ca2・によるRP誘導

阻害に対する影響を検討した。インテグリンはリガンド内のRGDというアミノ酸配列を認

識して結合することが知られており、そのRGD配列を含む短いペプチドはインテグリンと

リガンドとの結合を競合的に阻害することが知られている（Benson　et　al．，2000；Miner　and

Campbell，2002）。図33に示す様に、　GRGDSPペプチドを用いてインテグリンを阻害すると、

5mMのCa2＋存在下でも脱分極条件刺激によりRP誘導が起こった（175±11％，30　min）。な

お、RGD配列をRADに替えたGRADSPコントロールペプチドは効果を示さなかった。（107

±5％，30min）（図33）。この結果から、細胞外Ca2・はインテグリン活性を介してRP誘導を阻

害すると考えられる。

　次に、インテグリンのどのサブユニットがプルキンエ細胞でRP誘導抑制に寄与するのか
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図33．細胞外Ca2・によるRP抑制は

　　　インテグリンによる

A，GRGDSPペプチド（n＝6）ある

いはGRADSP（n＝5）ペプチド存
在下で、細胞外Ca2＋5mM条件下
でプルキンエ細胞から記録した、

脱分極条件刺激前後のGABA応答
の大きさの時間経過。

を明らかにするために、まず免疫細胞化学的にプルキンエ細胞でのインテグリンαサブユ

ニットの局在を調べた。以前Pinkstaff（1999）らが行った加訂6αhybridizationによりプルキ

ンエ細胞で発現する主なインテグリンのαサブユニットは、α3，α5，αVであることが分かっ

ている。プルキンエ細胞の分子マーカーであるcalbindinとの二重染色により、インテグリン

α3サブユニットはプルキンエ細胞で樹状突起の細胞膜に局在していることが分かった（図

34A）。さらに、シナプス前終末に局在する分子であるシナプトフィジンとの二重染色を行っ

たところ、インテグリンα3サブユニットはシナプス前終末のシナプトフィジンのシグナルと

完全には重ならず、接するように局在していることが分かった（図34E）。このインテグリン

α3サブユニットの局在は、GABAA受容体α1サブユニットのプルキンエ細胞での局在と似て

いた（図34D）。一方、インテグリンα5サブユニットはプルキンエ細胞の樹状突起付近に観察

されるシナプトフィジンのシグナルと完全に重なるような局在を示した（図34B，　F）。この

ことはインテグリンα5サブユニットは主にプルキンエ細胞の樹状突起に形成されたシナプ

ス前終末に局在することを示唆している。また、インテグリンαVサブユニットは、プルキン

エ細胞の樹状突起に局在が見られるが、細胞膜上あるいは細胞膜付近よりもむしろ細胞質中

で観察された（図34C）。これらの結果から、インテグリンα3サブユニットが、プルキンエ細

胞におけるGABAA受容体を介する応答の可塑性を調節する候補ではないかと考えられる。

　そこで、インテグリンα3サブユニットに対する機能阻害抗体が細胞外Ca2・による抑制か

らRP誘導を回復させ得るかどうかを調べた。インテグリンα3サブユニット機能阻害抗体存

在下では、細胞外Ca2・によるRP誘導の抑制は消失した（166±8％，30　min）（図35）。一方、

インテグリンα5およびαVサブユニットに対する機能阻害抗体は、細胞外Ca2・によるRP誘導

抑制に影響を与えなかった（それぞれ、97±5％と98±5％，30min）（図35）。これらの結果

から、インテグリンのαサブユニットのうちα3がプルキンエ細胞において、RP誘導を負に調

節することが明らかになった。さらに、α5かβ1サブユニットのどちらかを含むインテグリン
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A lntegrinα3

B lntegrinα5

C lntegrinαV

D GABAARα1

E
Integrinα3

F Integrinα5

　　　　with　calbindin（green）　　　　　　　　with　synaptphysin（green）

図34．免疫細胞化学染色による小脳プルキンエ細胞におけるそれぞれのインテグリンサ

　　　　　　ブユニットの局在

A，B，　C緑：calbilldin、マゼンダ：インテグリンサブユニットα3（A）・α5（B）・αV（C）

D緑：シナプトフィジン、マゼンダ：GABAARα1サブユニット
E，F緑：calbilldil1、マゼンダ：インテグリンサブユニットα3（E）・α5（F）

スケールバーは10μm

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　45



図35．細胞外C翫2＋によるRP

　　　抑制に対するインテ

　　　グリン機能阻害抗体

　　　の効果

5搬M細胞外Ca2・条件下で、

それぞれのインテグリンに

対する機能阻害抗体存在下
でプルキンエ細胞に脱分極

条件刺激を行った際の
GA8A応答の大きさの時間
経過。

それぞれn＝5
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30

に対する機能限害抗体を用いた場合にも、5mM　Ca2・を含む細胞外溶液中でのRP誘導が回

復したことから（1δ9±ξ5％，3◎搬註｝）（図35＞、インテグリンβ1サブユニットもRP誘導の抑制

に寄与することが示唆される。以上をまとめると、インテグリン幡／阻異型二量体がRP強誘

導を抑制すると考えられる。

　さらに、インテグリンがどのような分子を介してRPを抑制するのかを検討した。前述し

たようにインテグリン活性化は細胞内の様々な情報伝達経路を駆動するが、その中で私は

Src型のチ澱シンリン酸化酵素に着目した（Guan，1997参照〉。　Srcチロシンキナーゼは、海馬

CA1領野におけるLTP誘導への関与が報告されている（Hu韻搭蕊aL，2◎◎1；Lu¢t　a1．，

1998）。S駕型チロシンリン酸化酵素の特異的阻害剤であるPP2存在下では、細胞外C畿2＋が5

mMであっても脱分極条件刺激によりRPが誘導された（156±17％，30虹R）（図36）。一方、

　　　　　　　300

　　　　　（
　　　　　）　　　　　　　　　　　　　　PP2
　　　　　　①200
　　　　　’◎
　　　　　垂

　　　　　9100　　　　　　PP3
　　　　　く

　　　　　　　　0
　　　　　　　　　－5　　0　　　　　10　　　　　20

　　　　　　　　　　　　　　　　　　minutes
図36．細胞外Ca露千によるRP抑制へのSrcの関与

30

5mMの細胞外Ca露＋溶液中で、　Src阻害剤PP2或いはその類似体PP3存在下でプルキンエ細
胞に脱分極条件刺激を行う前後のGA8A応答の大きさの時問経過、それぞれ嚢＝5。
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図37．Mn2＋を用いたインテグリン活性化によるRP抑制へのSrcの関与

Mn2＋（100μM）を含む溶液中で、　PP2存在下でプルキンエ細胞に脱分極条件刺激を行う前

後の、GABA応答の大きさの時間経過。　n＝5）。

PP2の類似体でSrc型チロシンリン酸化酵素への阻害効果のないPP3は、細胞外Ca2＋による

RP誘導の抑制に影響を与えなかった（109±15％，30　min）（図36）。また、　PP2によるSrc阻

害は、Mn2・を用いたインテグリン活性化によるRP誘導の抑制も消失させた（157±8％，30

min）（図37）。これらの結果から、インテグリンによるRP誘導抑制はその下流でSrcファミ

リーのチロシンリン酸化酵素が担っていると示唆される。さらに、この点を確かめるために

Srcの活性がそれ自体でRP誘導を抑制するか否かを検証した。パッチ電極からc－Srcタンパク

質をプルキンエ細胞に導入したところ、脱分極条件刺激を行ってもRP誘導が阻害されてし

まった（85±11％，30min）（図38）。なお、　c－Srcの酵素活性を熱処理（95℃、30分）により消失

させた熱変性c－Srcをプルキンエ細胞に導入しても、　RP誘導に影響は無かった（170±17％，

30min）（図38）。これらの結果により、　Srcチロシンリン酸化酵素の活性がRP誘導を負に調

節することが明らかになった。

図38．SrcによるRP誘導阻害

　　　　　　　　　　　　　　σSrcタンパク緻いは鞭§200

性させたc－Srcをプルキンエg
細胞にパッチ電極から導入しコ
　　　　　　　　　　　　　ゼた条件下で・脱分極条件刺激「孟100

前後のGABA応答の大きさの∈
時間経過。それぞれn＝5　　＜

　　　　　　　　　　　　　　　　◎5　0

c－Src（heat　inactivated）

c－Src

10　　　　20
minutes

30
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GABA8受容体によるインテグリンα3の増加

　これまでに、インテグリンの活性が充進するとプルキンエ細胞で脱分極による抑制性シナ

プス可塑性の誘導が抑制されることを示した。しかし、通常の条件下ではRPを誘導すること

が可能であることを考慮すると、インテグリンによるRP抑制は機能していないと推察され

る。私は、この通常は働かないインテグリンによる可塑性誘導阻止機構が、何らかの神経活

動により機能するようになるのではないかと考えた。第一章および第二章で示したように、

プルキンエ細胞脱分極時のGABAB受容体活性化はRP誘導を抑制する（Kawaguchi　and　Hi・

rano，2000　and　2002）。したがって、インテグリン活性とGABAB受容体活性は、　RPが起こら

ないようにするという点で同じ働きをしている。そこで、GABAB受容体の活性化が何らかの

形でインテグリンの働きを変化させるのではないかと考え、その可能性を検証した。

　プルキンエ細胞に脱分極とGABAB受容体活性化を起こすために、小脳培養細胞を50μMの

baclo色nを含む高濃度K・（50　mM）溶液で5分間処理して、その24時間後にウエスタンブロッ

ティングを行ったところ、標準実験液で処理した対照に比べてインテグリンα3サプユニット

タンパク質の量が増加していることが分かった（147±12％）（図39）。尚、脱分極のみを起こ

すためSCH50911（10μM）を加えた高濃度K・溶液や、　GABAB受容体活性化だけを起こす

baclofenのみの処理では、インテグリンα3サブユニットのタンパク質量は変化しなかった（そ

図39．脱分極とGABAB受容体活性化処理によるインテグリンα3サプユニットタンパク質の

　　　増加

小脳培養細胞をそれぞれの条件の溶液で5分間処理し、その24時間後にインテグリンα3サ

ブユニットのタンパク質量をWestern　blottingにより調べた。　calbindinを対照とした。

それぞれの処理条件は、

Con：標準細胞外実験液　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　K＆

K：SCH50911を含む50　mM　K†溶液　　　　　　　　　Con　K　Bac　Bac　U　ActD

畏a露鵬膿留含んだ5。mM　l・teg・i・α3－－D－一一・一一・－

　　K申溶1夜　　　　　　　　　　　　　　　Calbindin　　→（■隔b（°■L6■■■団」■幽b●6■■L

U：MAPKカスケード阻害剤UO126
　　と共にbaclofbnを含んだ50　　　　　　　　　　　　　★
　　mMIぐ溶液
ActD：K＆Bac処理後五分間転写阻
　　害剤actinomycin　Dで5分間処

理

各シグナルを定量化した結果

（n＝7）を下のグラフに示す。

★：p＜0．05，Duncan’s　test

　　150
も

ξiミ

§曹・・

§§

占葦50
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図40．脱分極とGABAB受容体活性化処理によるインテグ

　　　リンα3サブユニットタンパク質の増加

小脳培養細胞をbaclofel1を含んだ50　mM　I｛『溶液で処理

し、その24時間後にインテグリンα3サプユニット（マゼ

ンダ）とcalbi1Khn（緑）に対する抗体で染色した。

スケールバーは10μm
インテグリンa3の蛍光シグナルを定量化した結果を下の

グラフに示す。

ゴご：P＜0．01；students’t－test

それぞれ、n＝16cells

れそれll1±14％、110±11％）（図39）。さらに、免疫細胞化学的にプルキンエ細胞でのイン

テグリンα3サブユニットを染色したところ、脱分極とGABAB受容体活性化処理を行うこと

により、インテグリンα3サブユニットの蛍光シグナルが強くなることが分かった（146±12

％）（図40）。以上の結果から、プルキンエ細胞で脱分極とGABAB受容体活性化が起こると、

その24時間後にはインテグリンα3サブユニットのタンパク質量が増加すると考えられる。

　24時間以上にわたって引き起こされるタンパク質垂の変化は、何らかの遺伝子が新規に発

現することに依存していると期待される。そこで、baclofe11と高濃度1ぐ処理の直後5分間、

mRNA転写阻害剤であるactinomycin　D（20μM）で処理をしたところ、インテグリンα3サフ

ユニット増加は阻害された（86±18％）（図39）。このことから・脱分極とGABAB受容体活性

化により新規mRNA合成に依存してインテグリンα3サブユニットタンパク質の増力11が引き

起こされたと考えられる。

　神経細胞でmRNA転写に依存して長期可塑性が誘導される時に、MAPKカスケードが重要

な役割を果たすことが報告されている（Curtis　and　Fillkbeillerj999；Kalldel，2001；Shellg

alld　Kim，2002）。そこで、脱分極とGABAB受容体活性化によりmRNA合成を介して起こるイ

ンテグリンα3サブユニットタンパク質旦の増加もMAPKカスケードに依存しているのでは

ないかと考えた。baclofel1と高濃度K・溶液処理時にUO126（10μM）によりMAPKカスケード
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を阻害すると、インテグリンα3サブユニットのタンパク質量増加は阻害された（103±16％）

（図39）。したがって、脱分極とGABAB受容体活性化によるインテグリンα3サブユニットの増

加は、MAPKカスケード活性に依存すると考えられる。

脱分極とGABAB受容体活性化による長期RP誘導抑制

　インテグリンのタンパク質量が増加すると、細胞での全体的なインテグリン活性が上昇す

ることが推察される。もし、インテグリン活性が上昇するのであれば、プルキンエ細胞にお

いて脱分極によるRP誘導が抑制されるようになるかも知れない。そこで、脱分極とGABAB

受容体活性化によって引き起こされるインテグリンα3サブユニット増加のRP誘導への影響

を検討した。

baclofenと高濃度K・溶液による条件処理の24時間後にプルキンエ細胞からホールセル

パッチ記録を行い、電気泳動投与したGABAに対する応答を記録してRP誘導が起こるか否

かを検討した。その結果、脱分極とGABAB受容体活性化の条件処理から24時間経過したプル

キンエ細胞に脱分極条件刺激を行っても、GABAA受容体を介する応答のRPが抑えられてし

まうことが分かった（100±4％，30min）（図41）。つまり、GABAB受容体によるRP誘導抑制

図41．脱分極とGABAB受容体活性A
化による長期RP誘導抑制
（LSRP）
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効果は即時的な作用だけでなく、持続して発揮されることが示唆された。このGABAB受容体

によるRP誘導抑制効果がいつまで持続するのかを調べたところ、baclofbnと高濃度1（・処理

から6時間後および96時間後においても、脱分極条件刺激によりGA13AA受容体応答のRPを

誘導することは出来なかった（それぞれ98±6％、103±8％，30min）（図41　B）。なおインテ

グリンα3タンパク質の量に変化が認められなかったbaclofenのみの処理では、処理6時間後

にRPが正常に誘導できた（164±5％，30　min）（図41）。これらの結果から、プルキンエ細胞で

脱分極とGABAB受容体活性化が起こり、インテグリンα3サブユニットが増加するような状

況では、その後4日間以上にわたってプルキンエ細胞は脱分極依存性のRPを起こせなくなる

ことが明らかになった。以後、この脱分極とGABAB受容体活性化によってもたらされる長期

にわたるRP誘導の抑制をLSRP（long－lasting　suppression　of　RP）と呼ぶ。

LSRPへのインテグリンの関与

LSRPが本当にインテグリンの活性に依存して起こっているのかを検討するために、

GRGDSPペプチドによりインテグリンとそのリガンドとの結合を阻害してRP誘導の可否

を調べた。図42に示すように、baclofenと高濃度K・処理の6時間後、24時間後ともに、

GRGDSPペプチド存在下では、　RPの誘導が可能であった（それぞれ159±12％、161±12％，

図42．LSRPへのインテグリン
　　　とSrcの関与

baclofenと50　mM　K＋溶液処

理から6時間（A）あるいは24時

間（B）後に、GRGDSPインテ
グリン阻害ペプチド或いはSrc

阻害剤PP2存在下でプルキン
エ細胞からホールセルパッチ
記録を行った。脱分極条件刺

激前後のGABA応答の大きさ
の時間経過を示している。
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図43．インテグリン機能阻害抗体に

　　　よるLSRP阻害

baclofenと50　mM　Kト溶液処理の24

時間後に、それぞれのインテグリン

阻害抗体存在下でプルキンエ細胞か

らホールセルパッチ記録を行った。

脱分極条件刺激前後のGABA応答の
大きさの時間経過を示している。
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at　30　min）。この結果から、　LSRPはインテグリン活性に依存していることが分かる。また、

PP2によってSrc型チロシンキナーゼを阻害しても、同様にLSRPが消失した（6時間後：166

±10％、24時間後：156±9％，30min）（図42）。したがって、脱分極とGABAB受容体活性化

が起こると、インテグリンおよびその下流分子であるSrcの活性により長期間RPを誘導する

ことが不可能になったと示唆される。

　LSRPがインテグリン活性により担われることをさらに確かめる為に、インテグリンの機

能阻害抗体を用いてRP誘導が回復するかを調べた。図43に示すように、インテグリンα3サ

ブユニット特異的な機能阻害抗体によりRP誘導が回復したが（167±14％，30　min）（図

43A）、α5サブユニットに対する機能阻害抗体は効果が無かった（102±8％，30　min）（図

43A）。また、α5かβ1のいずれかを含むインテグリンに対する機能阻害抗体によってもRP誘

導が回復した（153±16％，30min）（図43B）。インテグリンαVに対する機能阻害抗体は、前

述した5mMの細胞外Ca2・によるRP誘導抑制には効果が無かったが、意外な事にLSRPに対

しては効果が認められた（158±9％，30min）（図43A）。免疫染色では、インテグリンαVサブ

ユニットの局在に変化は認められなかったが（データ示さず）、LSRPが誘起される際にはαV

サブユニットもRP誘導が起こらないように機能するのかも知れない。以上の結果から、イン

テグリンの活性によりLSRPが起こっていると結論される。

　最後に、LSRPがインテグリンα3サブユニットの増加に依存して起こるかを確かめるため
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　　　　　　　　　　　　　　A
図44．LSRPへのインテグリン
　　　　　　　　　　　　　　（　　　とSrcの関与
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に、その誘導条件が一致するかを検証することを目的として、新規のmRNA合成とMAPKカ

スケードに対する依存性を調べた。条件処理後5分間のactinomycin　D処理により、その6時

間後にはRP誘導が可能であった（150±11％，30　min）（図44　A）。この結果から、　LSRPは新

規のmRNA合成に依存することが分かった。また、　MAPKカスケード阻害剤であるUO　126あ

るいはPD98059（50μM）存在下でbaclofenと高濃度K・処理を行った場合にも、その6時間後

にはRPを誘導することができた（それぞれ163±5％，154±8％，30　min）（図44　B）。した

がって、LSRPの誘起もMAPKカスケードに依存すると考えられる。これらの結果は、　LSRP

の誘導には新規のmRNA合成とMAPKカスケードが必要であり、その条件はインテグリン

α3タンパク質量の増加の条件と等しいことを示している。これら一連の実験から、プルキン

エ細胞に脱分極とGABAB受容体活性化が同時に起こると、おそらくMAPKカスケードを介

して何らかのmRNAが新規に合成されてインテグリンα3サブユニットが増加し、その結果

インテグリン／Src経路の活性が充進することにより、4日以上にわたる長期間RP誘導を抑制

するLSRPが誘起されると考えられる。
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考察

第三乖では、細胞接着分子の変化を介した新たな神経活動依存性のシナプス可塑性調節機

構について記載してきた。プルキンエ細胞で脱分極と同時にGABAB受容体活性化が起こる

とMAPKカスケードと新規mRNA合成に依存してLSRPが起こる。　LSRPはα3サプユニット

の増加に伴うインテグリン活性およびその下流のSrcチロシンリン酸化酵素の活性充進によ

り起こる。総合すると、プルキンエ細胞において、脱分極とGABAB受容体活性化が同時に起

こると、MAPKカスケードに依存した転写を介してインテグリンの活性が上昇し、その結果

インテグリンがSrc型チロシンキナーゼを介してシナプス可塑性の誘導を抑制することで数

日間シナプス伝達を安定化させると考えられる（図45）。

インテグリンによるシナプス可塑性の抑制

　インテグリンは中枢神経系において、発生中のニューロンの移動や分化に様々な形で関わ

る（Milner　and　Campbell，2002）。この数年でインテグリンがシナプスの成熟やシナプス伝

達の制御にも関与するということが明らかになってきている（Benson　et　al．，2000；Chavis

and　Westbrook，2001；Grotewiel　et　a1．，1998；Kramer　et　al．，2002　and　2003；Milner　and

Campbell，2002；Rohrbough　et　al．，2000）。スパインなどのシナプス前終末やシナプス後部

位は構造的に動的であり、その形態はLTPを誘導するような神経活動により変化するようで

ある（Engert　and　Bonhoeffbr，1999；Maletic－Savatic　et　al．，1999；N工konenko　et　al．，2002；

Trachtenberg　et　aL，2002）。シナプス構造の構築と維持に細胞接着分子は不可欠と考えられ

GABAAR

㊨
榊難聯
　　　　　Ca2噸
　RP

CaMK　Ii

壷→一

Synaptlc　Activity

GABAAR GABA－R

：1・輔・綿・，轍岬燃｝禰燃藤f→・

　　　　　　　　　　uU
　　　　　　　Ca2◇
　　　　　〆

lntegrln

鯉
GABAAR

・畑馴1瞬鯨雛綴総・、㈹～マ鰐～ζ「

1、　＼㌢c、伽
　　　Src　PTKs　　　　°

儒）、

mRNA
synlheSIS

　　　＼Nucleus

CaMK　II

図45．脱分極とGABAB受容体活性化によるLSRP誘導のモデル図
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るが、神経活動により誘起されるシナプス再構築時にどのように細胞接着分子がはたらくの

かは良く分かっていない。海馬CA　1領野におけるグルタミン酸性シナプスのLTPが安定して

持続するのに、インテグリンの活性が必要であることが報告されている（Kramer　et　al．，

2002）。ショウジョウバエにおいては、インテグリンが短期シナプス可塑性と臭い記憶に必要

である（Grotewiel　et　aL，1998）。しかしながら、神経細胞においてインテグリン活性がどの

ように調節され、またインテグリンがシナプス可塑性の調節にどのような役割を果たすのか

ということは謎であった。

　カドヘリン、L1やNCAM等、インテグリン以外の細胞接着分子がLTP誘導に関与するとい

うことも明らかにされてきた（Benson　et　al．，2000参照）。多くの場合、細胞接着分子の活性

は可塑性誘導に寄与する。これまでに報告された唯一の例外は、カドヘリン11のノックアウ

トマウスにおいて海馬CA1領野でのLTPの程度が強まっているという報告である（Manabe

et　al，，2000）。本研究で示したプルキンエ細胞におけるインテグリンα3／β1によるRP誘導抑

制は、細胞接着分子が可塑性誘導を負に調節するという新たな例になる。

　インテグリンに結合する主要なリガンドは、細胞外マトリックスを形成するタンパク質で

あると考えられてきたが、それ以外のタンパク質もインテグリンのリガンドになり得ること

が分かっている。例えば、免疫グロブリンスーパーファミリー分子やカドヘリンがインテグ

リンリガンドとなることもある（Benson　et　al．，2000参照）。したがって、プルキンエ細胞に

形成されたGABA性シナプス前終末の細胞膜上に発現している何らかの接着分子が、プルキ

ンエ細胞のα3／β1異型二量体の結合相手なのかもしれない。

　第三章では、Src型チロシンキナーゼがインテグリンによるRP誘導抑制を担うことを示し

た。Srcチロシンキナーゼはシナプス可塑性に重要な役割を果たすことが報告されている。海

馬のLTPの場合は、　Srcによるリン酸化によりNMDA受容体を介するCa2・流入が増大し、そ

の結果LTPが誘導されやすくなる（Huang　et　al．，2001；Lu　et　a．，1998；Sheng　and　Kim，

2002）。プルキンエ細胞でRP誘導を抑制するときのSrcによるリン酸化の標的分子は不明で

ある。第二章で示したように、GABAB受容体活性化はセリン／スレオニン脱リン酸化酵素PP・

1を介してCaMKII活性を抑えることによりRP誘導を抑制するが（1（awaguchi　and　Hirano，

2002）、インテグリン活性によるRP誘導抑制はPP　1を阻害しても消失しなかった（データ示

さず）。このことから、SrcはGABAB受容体がRP誘導を抑制するのとは異なる分子経路により

RP誘導を抑制することが示唆される。　SrcがGABAA受容体そのものをリン酸化することも

報告されている（Boxall，2000；Brandon　et　al．，2001；Wan　et　al．，1997）。　Srcによる直接的な

チロシンリン酸化によって、GABAA受容体がRP誘導の際に必要とされる変化を受けられな

くなるのかも知れない。
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神経活動に依存したインテグリン分子の増加

　癩痛発作によりインテグリンβ1サブユニットのmRNA量が脳内で増加することが報告さ

れており、神経活動によりインテグリンの機能が増強することがあるようだ（Pinkstaff　et

al．，1998）。　N一カドヘリン活性は海馬LTP後期相の確立に必要であり、また後期相LTPの誘導

はN一カドヘリンのタンパク質量増加を伴うことも報告されている（Bozdazi　et　a1．，2000）。第

三章において、脱分極とGABAB受容体活性化がプルキンエ細胞に起こると、インテグリンα3

サブユニットが増加することを示した。この場合、脱分極のみやGABAB受容体活性化のみで

はインテグリンα3のタンパク質量が増加しなかったことから、特定のパターンの神経活動の

みが細胞i接着分子の量を変化させ得るものと考えられる。

　インテグリンα3の増加は、新規mRNA合成とMAPKカスケードに依存していた。　MAPKカ

スケードは長期シナプス可塑性誘導時の転写制御に関わっていることが多いことを考慮す

ると（Curtis　and　Finkbeiner，1999；Sheng　and　K［m，2002）、　MAPKカスケードが何らかの

遺伝子の新規mRNA転写を促して、インテグリンα3サブユニットタンパク質量の増加がも

たらされるのかも知れない。しかし、どのようにしてインテグリンα3サブユニットが増加す

るかは明らかではない。RT－PCRを行ったところ、　baclof6nと高濃度K・溶液処理の前後でイ

ンテグリンα3サブユニットのmRNA量に変化は認められなかった。したがって、インテグリ

ンα3は転写後調節によりそのタンパク質量が増加したものと考えられる。何か別の遺伝子の

mRNAが合成され、その分子がインテグリンα3サブユニットタンパク質の合成やシナプス

への局在化、或いは分解を調節することで、インテグリンα3の増加が引き起こされたのかも

知れない。

シナプスの可塑性と安定性

　神経活動に依存して誘導されるシナプス可塑性は、学習・記憶の基礎的過程であると考え

られてきた（Bailey　et　al．，2000；Hansel　et　al．，2001；Kandel，2001；Lisman　et　al．，2002；

Silva，2003）。海馬におけるNMDA型グルタミン酸受容体がより多く発現するように遺伝子

操作を施されたマウスにおいては、LTPの程度が強くなっており、また空間学習能力が向上

したという報告がなされている（Tang　et　aL，1999）。シナプス可塑性の程度が増進すると学

習能力が向上するというこの結果は、シナプス可塑性が学習・記憶の基盤であるという考え

を支持するものである。ところが近年、必ずしもシナプス可塑性の程度が大きくなれば記憶

や学習能力が高まるわけではないことを示唆する知見が報告されている。アクチン骨格の動

態を制御するリン酸化酵素であるLIMK－1やシナプス後肥厚部を構成するPSD－95のノック
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アウトマウスでは、LTPが起こり易くその程度も強まっているにも拘らず、その学習能力に

は異常が認められることが報告されている（Komiyama　et　al．，2002；Meng　e七al．，2002）。こ

れらの結果から、学習・記憶能力にはシナプス可塑性の程度の強弱よりも、その誘導制御が

正確に行われることが重要なのではないかとも考えられる。

　生体内において神経細胞が往々にしてかなり高い定常的活動を呈していることを考慮す

ると、不必要な可塑的変化が起こらないようにシナプス可塑性の誘導と維持を適切に制御す

ることが重要なのではなかろうか。シナプス可塑性が適切に調節されず安易に誘導されてし

まうと、それまでの経験に依存して形成されてきた情報処理機構は崩壊してしまうと推測さ

れる。つまり、シナプス伝達は状況に応じて安定に保たれることが求められるのではなかろ

うか。しかしながら、シナプスの可塑性と安定性が神経回路内でどのように調和を保ってい

るのかはほとんど分かっていない。形態的にシナプス構造はかなり変化し得るという報告が

ある一方（Engert　and　Bonhoef艶r，1999；Maletic・Savatic　e七aL，1999；Nikonenko　e七al．，

2002；Trachtenberg　et　al．，2002）、大脳皮質や臭球のニューロンではスパインを含む樹状突

起構造がかなり安定であることも報告されている（Grutzendler　et　al．，2002；Mizrahi　and

Katz，2003）。これらの研究報告は一見矛盾しているようにも思えるが、新しい記憶や行動様

式を獲得するために情報処理を変化させる必要があるときにのみ、限定的にシナプス構造が

変化することを示唆しているのではなかろうか。アフリカツメガエルのオタマジャクシの視

蓋では、神経活動に依存したシナプス可塑性は、その可塑性を誘導した神経活動に引き続い

て類似したパターンの入力が与えられたときにのみ安定化し、そうでない場合はニューロン

の定常的活動により可塑性が打ち消されてしまうことが示された（Zhou　et　al．，2003）。この

場合、継続した一連の感覚入力が続いた場合にのみ、シナプスの変化が維持されるのである。

第三章で示してきたように、プルキンエ細胞では脱分極と同時にGABAB受容体が活性化す

ると、インテグリン／Src経路が元進されることにより数日間以上GABAA受容体応答の可塑性

が起こらなくなってしまう。この機構はある特定の神経活動を経験するとその後長期にわた

り可塑的変化を制限することにより、シナプスの可塑性と安定性の調和を図ることに寄与し

ているのであろう。このような制御機構が脊椎動物の中枢神経系において、安定性と一貫性

を伴った情報処理に寄与するのではないかと推測される。
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方法と材料

小脳培養

第一章・第二章の研究に用いた小脳の初代分散培養は、ほぼHirano　and　Kasono

（1993）に従った。簡単に記すと、胎生20日或いは生後1日のラットから取り出した小

脳から脳膜を取り除いて、0．1％トリプシン及び0．05％DNasθを含むHank’s　Balanced

Salt　Solutionで、37℃において15分間処理した。その後、小脳をパスツールピペット

により分散させ、basal　medium　eagle（Sigma）を主とした無血清培地で4～6週間培養

した。培養液は3～4日に一度、半量を新しいものに交換した。第三章の研究では、小

脳分散培養がより早く成熟するように、細胞分散時にのみDMEMIF　12を基にした2％

ウシ胎児血清を含む培養液を用いた（Furuya　et　al．，1998）。培養翌日に、培養液の3／4

を新鮮な無血清のbasal　medium　eagleを基にした培養液に交換した。なお、グリア細

胞の増殖を抑えるためにAraC（4μM）を培養一週間後より投与した。

電気生理学

　第一章・第二章では培養後4～6週、第三章では培養後3～4週の小脳細胞から、特

に記述しない限り（mMで）145　NaCl，5KOH，2CaCl2，1MgCl2，10　Hepes，　and　10

glucose（pH　7．3）からなる標準細胞外溶液中、室温（20～24°C）で電気生理学的記録を行

なった。細胞外液には、グルタミン酸性のシナプス伝達を抑えるために常時10豚Mの

CNQxを加えた。それぞれの小脳神経細胞はHirano　and　Kasono（1993）｝こ従って各々

の形態で同定した。プルキンエ細胞からホールセル記録に用いたパッチピペットは、

（mMで）150　CsCl，15　CsOH，0．5　Ethylene　glycol　bis（β一aminoethylether）

N，N，N㌧N－tetraacetic　acid（EGTA），10　Hepes，2Mg－ATP（Sigma），0．2　Na－GTP

（Sigma）からなる細胞内液（pH　7．3）で満たした。　Mg－ATPとNa－GTPはGABAA受容

体を介する応答の経時的減弱を最小化させるために用いた。パッチ電極として抵抗が

2．5～5MΩのものを用いた。抑制性介在ニューロンとの同時記録実験においては、5～6

MΩの抵抗を持つパッチピペットにKCI　147，　EGTA　5，　Hepes　10，　KOH　15（rnM）を含

む細胞内液（pH　7．3）を使用した。プルキンエ細胞の膜電位は、特に指定しない限り一70

mVで固定した。なお、液間電位の差Ounc乞ion　potential）は補正した。この一70　mVの

固定電位と150mMのCrを含む細胞内液により、抑制性シナプス後電流及びGABAA
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受容体応答は内向き電流として記録された。誘発シナプス後電流（IPSC）は、特に指定

しない限り0。15Hzで記録した。入力抵抗が100　MΩ以上でかつ直列抵抗が30　MΩ以

下に制御することができた記録のみを実験結果として解析に用いた。直列抵抗と入力抵

抗は2～5分ごとに計測し、元のレベルから20％以内の変化しか示さなかった記録の

みを解析した。

GABA、或いはmuscimol（Research　Biochemicals　International）の電気泳動投与は、

Linden　et　al．，（1991）とHirano　et　al．，（1994）を模倣して行なった。10　mM　Hepesと、

10mMのGABA或いは300μMのmuscimolを含むガラスピペットを、近位或いは二

次樹状突起付近に配置し、20msecの正電流パルスを与えることにより電気泳動投与を

行なった。プルキンエ細胞の脱分極条件刺激としては、500msec、　O　mVの脱分極を

0．5Hzで5回行なう、という操作を用いた。プルキンエ細胞脱分極と組み合わせたシ

ナプス前細胞の条件刺激は、プルキンエ細胞に対する500msecの脱分極パルスの問20

Hzで行なった。脱分極と組み合わせたGABA或いはmuscimolの電気泳動投与は、5

回行われる500msecの脱分極パルス各々において、その開始から100　msec後に行な

った。組み合わせでない単独の脱分極の際には、シナプス前細胞刺激やGABAA受容体

作用薬の投与は行なかった。2箇所の樹状突起からGABA応答を記録する実験におい

ては、プルキンエ細胞の樹状突起の互いに100Fm以上離れた2箇所に2本のガラスピ

ペットを配置し、30秒ごとに交互にGABAを投与した（1（asono　and　Hirano，1994）。

条件刺激脱分極中には、一方にのみ組み合わせGABA投与を行ない、もう一方の部位

では投与しなかった。mlPSC、　GABA或いはmuscimol応答を記録する実験において

は、活動電位の発生を抑えるために1μMTTX（Wako，　Japan）を細胞外液に加えた。

CNQx，　TTx，　baclofen（Tocris），　SCH50911（Tocris），　NEM（Sigma），丘）rskolin（Tocris），

KT5720　（Calbiochem），　H89　（Calbiochem），　okadaic　acid（Tocris），　nodularin

（Calbiochem），　KN62（Calbiochem），　GRGDSPペプチド（Calbiochem），　GRADSPペプ

チド（Calbiochem），　PP2（Calbiochem），　PP3（Calbiochem）らの薬剤やインテグリン機i

能阻害抗体（Chemicon）は細胞外液に加えて使用した。　FK506（Calbiochem）はパッチ

ピペットよりプルキンエ細胞内に投与した。sp℃AMPs－AM（Biolog）は30分間神経

細胞に負荷し、その後記録開始の前に洗浄した。細胞外液にSp－cAMPS・AMが存在す

ると、GABA応答やIPSCが抑えられたからである。この効果は、　Sp－cAMPS－AMに
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よりGABAA受容体が外側から塞がれるためであろうと考えられており、これは他のほ

とんどのcAMPアナログに共通して見られる特徴である（Lambert　and　Harrison，

1990）。PTX（List　Biological　Labolatories）処理は一晩行なった。　GDP・βS（Sigma）を

使用する際には、細胞内液のGTPと交換して使用した。　DARPP－32のN末ペプチド、

及びその対照ペプチドはクラボウに合成を委託し、HPLCにより純度92％以上に精製

されたものを2μMの濃度でパッチピペットよりプルキンエ細胞内に投与した。

Ca2＋イメージング

　プルキンエ細胞内Ca2＋濃度は、倒立顕微鏡（Olympus　IX70，　Japan）あるいは正立顕

微鏡（Olympus　BX50WI，　Japan）に設置したCa2＋イメージング装置（ARGUSIHiscaあ

るいはAquacosmos，　Hamamatsu　Photonics，　Japan）により、蛍光色素fura－2

（Calbiochem）を用いて計測した（Konnerth　et　al．，1992）。　fura－2（200μM）はパッチ

ピペットを介してプルキンエ細胞内に負荷した。プルキンエ細胞を波長340nmと380

nmの励起光で交互に250　msec間励起し、それぞれの蛍光画像を1Hzで記録した。記

録終了後に、蛍光比（340nm励起した時の蛍光強度を380　nm励起したときのそれで割

った値）を計算した。baclofen（2叩M）、或いは低Ca2＋（1　mM）外液は潅流によって投与

した。液交換後における脱分極中の蛍光比の最大値を、液交換前のそれと比較すること

により液交換の影響を定量した。液交換を行なわない対照実験においては、最初の記録

とその5分後（液交換をする場合に必要な時間）を比較した。低Ca2＋溶液は、細胞外液中

の1mMのCa2＋をMg2＋に置き換えて作成した。

免疫細胞染色

　Current　Protocols　In　Molecular　Biologyに従った。一次抗体として、抗calbindin

マウスモノクローナル抗体（Sigma或いはSwant），抗calbindinラビットポリクローナ

ル抗体（Chemicon），抗DARPP・32ラビットポリクローナル抗体（Chemicon），抗

Active　CaMKIIラビットポリクローナル抗体（Promega）、抗GABAA受容体α1サブユ

ニットラビット抗体（alomone　labs）、抗GABAB受容体1型モルモット抗体

（Chemicon）、抗インテグリンα3，α5，αVラビットポリクローナル抗体（Chemicon），抗

シナプトフィジンマウスモノクローナル抗体（Progen）を用いた。二次抗体として
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Alexa488抱合抗マウスIgG抗体（Molecular　Probe）、　Alexa488抱合抗モルモットIgG

抗体（Molecular　Probe）、　Alexa568抱合抗ラビットIgG抗体（Molecular　Probe）を用

いた。免疫染色を行なった試料を共焦点レーザー顕微鏡（横川電気，CSU　10）を用いて

観察、画像取込を行なった。活性化型CaMKIIの定量化を行なう際は、　calbindin陽性

の領域をプルキンエ細胞の領域であると考え、領域内の全蛍光強度の合計を領域の面積

で割った値、っまり、プルキンエ細胞内の単位面積当たりの平均蛍光強度をシグナルの

大きさとした。この画像処理は、IPラボソフトウェア（ソリューションシステムズ）を用

いて行なった。

ウエスタンブロッティング

Current　Protocols　In　Molecular　Biologyに従った。　DARPP－32のタンパク質量を調

べる実験では、小脳培養細胞に沸騰した1％SDS溶液を投与し5分間超音波処理を施

して、タンパク質を可溶化させた。その後さらに等量の2×Sample　buf£erを加えて作

成した試料のタンパク質のうち70μgをSDS－pageにより展開しニトロセルロースメン

ブレンに転写した。インテグリンα3サブユニットのタンパク質の量を比較する実験で

は、それぞれの条件処理から24時間後に小脳培養細胞のタンパク質をRIPAバッファ

ーに可溶化し、2×Sample　buf6erを等量投与した。一次抗体として、抗DARPP－32

ラビットポリクローナル抗体（Chemicon）或いは、抗インテグリンα3マウスモノクロー

ナル抗体（Transduction　Lab）を用い、二次抗体にHRP抱合抗ラビット抗体ポリクロー

ナル抗体（Chemicon）或いはHRP抱合抗マウス抗体ポリクローナル抗体（Chemicon）を

用いた。シグナルはECL発色キットを用いてKodak　X－OMATで検出し、　Scion　Image

ソフトウェアにより解析を行った。

アンチセンスオリゴヌクレオチド

　オリゴヌクレオチドは、アマシャムファルマシアに依託合成した。アンチセンス配

列は、ラットDARPP－32mRNA（Ehrich　et　al．，1990に報告されたcDNA配列より）の

48番目から67番目までの配列に対して相補的な配列である
5’－GGGGGTCGAGCTGGCTCGGG－3’を用いた。ミスセンスオリゴヌクレオチドは、

アンチセンスの配列を無作為に並べ替えた5’－AGGGGGGGGGCTCGGCGCTT・3’とい
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う配列を用いた。両オリゴヌクレオチドにおいて、細胞内のDNaseによる分解を最小

化する目的で、両端3塩基の結合はS結合にした。

LSRP誘導の培養細胞処理

小脳分散培養細胞に脱分極とGABAB受容体活性化を起こすために、　baclofenを含む高

濃度K＋溶液処理を行った。処理後、標準実験液で二回洗浄して元の培養液に戻した。

MAPKカスケードを阻害する際には、処理液にUO126（10μM，　Promega）、　PD98059

（20μM，New　England　Biolabs）を加えた。転写を阻害する際には、処理後すぐに五分間

actinomycin　D（20μM，　Sigma）で処理した。
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