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 研究成果の概要（和文）：本研究では GRINファミリーの遺伝子機能を明らかにするために、 
GRIN3遺伝子の機能解析を行った。GRIN3がドーパミン D2受容体を介したシグナル 
伝達を増強すること、D2 受容体量を増加させることを明らかにした。また、GRIN3 が
GRK2および GRK6と結合することを明らかにし、そのメカニズムは GRIN3が Goと結
合することにより、GRK2および GRK6と GRIN3間の結合も強くなるという全く新規の
ものであった。GRIN3は GRKよる D2受容体の脱感作機能を阻害すると考えられた。ま
た、GRIN3 KOマウスにおいて活動量の低下と著しい不安様行動を示すこと、ドーパミン
トランスポーター阻害剤に対する反応性が異なる点を明らかとした。 
 
 研究成果の概要（英文）：We examined molecular mechanisms and in vivo functions of  
GRIN3 . In this study, we revealed that GRIN3 modulated both signal transduction and  
amounts of dopamine D2 receptor. GRIN3 was able to bind to not only Galpha(o) but also 
GRK family. Especially, GRIN3 binding with GRK6 was greatly enhanced in a manner of 
Galpha(o) binding to GRIN3. Probably, by this mechanism, GRIN3 trapped the crucial 
region of GRK2 and GRK6 for desensitization of D2 receptor, and potentiated G protein 
signaling. Thus, GRIN3 seems to be inhibitor of GRK family, at least GRK2 and GRK6. 
Finally, we observed that GRIN3 KO mice showed less locomotor activity , increased 
anxiety, and less sensitivity for dopamine transporter inhibitor, GBR12909. 
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１．研究開始当初の背景 
三量体 Gタンパク質は創薬のターゲットであ
る 7回膜貫通受容体（GPCR）により活性化さ
れ、生体恒常性維持に関わる主要な生体シス

テムの一つである。しかしながら、三量体 G
タンパク質の活性制御メカニズムに関わる
分子は多数同定されているものの機能は不
明な点が多い。我々は三量体 Gタンパク質の
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サブファミリーである抑制性Ｇi/o サブユニ
ットに結合する GRIN ファミリーを独自に単
離同定した。図１に示すように、GRIN ファミ
リーは脊椎動物に特異的であり、３つの遺伝
子から構成される。GRIN ファミリー間のアミ
ノ酸配列における相同性が C末の約 100 アミ
ノ酸において観察される。	
 
	
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、GRIN3 はドーパミン受容体が多く存
在する線条体に発現が強く（図 2）、GRIN3 
KOマウスでは線条体における D2 受容体の
発現量が大きく減少していた（図 3）。 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
２．研究の目的 
	
 GRIN3 とドーパミン受容体の機能解析を行
うことで GRIN ファミリー全体の機能が明ら
かにできると考えた。GRIN3 の分子レベルで
のドーパミン受容体の制御機構を解析する
とともに、KO マウスを用いた GRIN3 の行動学
的解析が本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
GRIN3 遺伝子の様々な変異ミュータントを作
製し、ドーパミン D2 受容体の発現量および
シグナル伝達に影響を及ぼす部位を同定し
た。また、GRIN3 上の GRK2 および GRK6 との
結合部位を同定した。GRIN3	
 KO マウスの行動
解析を行い、生体における GRIN3 の機能解析
を行った。 
	
 
４．研究成果	
 
（１）	
 
	
 はじめに、GRIN3 が GRIN1 および GRIN2 と
同様に Go に結合可能か、免疫沈降実験を行
った。図 4に示すように全長 GRIN3(763 アミ
ノ酸（aa）)のうち、668-686aa の部位に強く

Go は結合した（図 4A）。しかしながら、GRIN3
の 735-47aa の部位においても Go との弱い結
合が観察された（図 4B）。	
 
	
 

	
 
	
 
（２）	
 
	
 次に、ドーパミン D2 受容体シグナルにおけ
る GRIN3 の効果を解析した。ドーパミン D2
受容体および GRIN3 を HEK293FT 細胞に過剰
発現させ、ドーパミン刺激を行い、D2 シグナ
ル活性化状態をリン酸化 ERK(pERK)発現量を
指標に解析した。	
 

	
 
	
 	
 
	
 図 5A に示すように、コントロール群および	
 
GRIN3群ともにpERKの活性化ピークはドーパ
ミン刺激後 5分と変わらない一方、そのシグ
ナル強度（pERK 量）は測定時間全てにおいて	
 
大きくなっている。Basal 条件下（0 分値）
における GRIN3 群の pERK 量の増大は内在性
GRK 抑制によるものと考えられる。	
 
	
 
	
 次に、D2 シグナル伝達を活性化させる部位
を探索したところ、図 5B に示すように GRIN3
の C 末端が重要であることが分かった。この
C 末端の欠損ミュータントを複数作製し、C
末端のどの部位が重要であるか調べたとこ
ろ、意外なことに Go 結合部位である
668-687aa を含んだ部位が重要であることが
判明した（図６）。	
 



 

 

	
 
	
 一方、弱い Go 結合部位である GRIN3 の
735-47aa を欠損させた GRIN3 は pERK 量に影
響を及ぼさなかった（図 6）。687-763aa にお
いてもコントロールに比べて有意に pERK 量
の増加が観察されるが、これはあとに述べる
D2 受容体量の発現増加によると考えられた。	
 
	
 

	
 
	
 
（３）	
 
	
 GRIN3がD2受容体シグナルを増強すること、
および GRIN3	
 KO マウスにおける D2 受容体の
発現量の減少により、GRIN ファミリーが G タ
ンパク質のエフェクターではなく、調節因子
であると考えられたので、GRIN が既知の調節
因子と結合するか解析した。まず、G タンパ
ク質の負の調節因子である RGS と結合するか、
免疫沈降実験を行ったところ少なくとも
RGS4、RGS7 および Gβ5 とは結合しなかった
(データ示さず)。一方、受容体の負の調節因
子である GRK ファミリーとの結合を同様に解
析したところ、図７に示すように GRIN ファ
ミリーは全て C 末端を介して GRK2 および
GRK6 に結合した。さらに、図７Bに示すよう
に、GRIN2 および GRIN3 は Go 依存性に GRK6
との結合を強めていた。	
 
	
 

	
 
（４）	
 
	
 次に、（３）のメカニズムを解析するために、	
 
GRIN3 の C 末端と GRK6 の関係を調べた。	
 
GRIN3 の 668-687aa 部位を含んだ C末端は Go
結合依存性に GRK6 との結合が強く誘導され
ることが明らかとなった(図 8)。Go と GRK6
は直接結合しないことが報告されており、こ
の GRIN3 の分子機構は全く新規なものである。	
 
特に、図 5および図 6 の結果を照らし合わせ
ると、GRIN3 は Go と結合すると同時に GRK6
と結合し、GRK6 によるドーパミン D2 受容体

の脱感作機構を抑制すると考えられた。	
 
	
 

	
 
（５）	
 
	
 （４）の GRIN3 上の GRK6 との結合部位をさ
らに解析した。	
 
	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

図 9に示すように GRIN3 の Go 誘導性 GRK6 結
合部位は GRIN3 の 668-686aa が重要であり、	
 
これは GRIN3 の Go 結合部位と完全に一致し
た。今後は、668-686aa の 19 アミノ酸にアミ
ノ酸置換したミュータントを用いて、Go との
結合に必須であるが GRK6 には結合できない	
 
アミノ酸配列の同定を行う予定である。	
 
	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 	
 	
 	
 	
 	
 

	
 さらに、GRK2 も同様な結合をするか解析し
たところ、GRK2 においても Go 依存性に GRIN3
と結合することが明らかとなった(図 10)。	
 	
 
同時に GRK2 は 687-707aa に結合することも
判明したが、この領域は D2 受容体の発現量
に関わる部位のため、GRIN3 が GRK を抑制性



 

 

制御し、受容体量を増加させると考えられた。	
 
	
 
（６）	
 
	
 次に GRIN3 がドーパミン D2 受容体量におよ
ぼす効果について解析した。 GRIN3 の
HEK293FT 細胞への過剰発現は著しく D2 受容
体量を増加させた(図 11)。以前明らかにした
GRIN3	
 KO マウスにおける D2 受容体量の減少
は GRIN3 遺伝子破壊による直接の効果と考え
られた。興味深いことに、GRIN3 の N 末端と
C末端の両方にD2受容体量を増加させる部位
が存在することが明らかとなった。	
 
	
 

	
 
少なくとも GRIN3 の C 末端 708-763aa にその
ような機能はないため、687-708aa の 22 アミ
ノ酸が D2受容体の発現量調節に重要であり、
これは GRIN3 が GRK2 をトラップすることで	
 
D2 受容体と GRK2 間の結合を阻害しているた
めと考えられる。	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 
また、図 12 に示すように、GRIN3 の様々な N
末端が D2 受容体量を増加させた。少なくと
も、GRIN3 の１~231aa までは D2 受容体量の
調節に関わっていない（図 12A）。また、これ
らの N末端は GRK2 および GRK6 と非常に弱い
ながらも結合していた（図 12B および C）。こ
の結果は、GRIN3 は広範な領域にわたり、複
数の箇所において GRK ファミリーと結合する
ことを示しており、GRIN ファミリーのターゲ
ットが GRK ファミリーであることを強く示唆
している。	
 
	
 	
 

	
 以上のことから、GRIN3(おそらく他の
GRIN1およびGRIN2も)は GRKに対する阻害分
子として機能すると考えられた。本研究より、
GRKはそれ自身の異なる部位を用いてD2受容
体シグナルの脱感作および D2 受容体の内部
移行を伴う脱感作を制御しており、GRIN3 は
その両方を抑制していると考えられた。	
 
	
 
（７）	
 	
 
	
 次に GRIN3	
 KO マウスにおける行動解析を行
った。オープンフィールド試験を 2時間行っ
たところ、図 13A および図 14 に示しように、
GRIN3	
 KOマウスは有意な活動量の低下が観察
された。また、チャンバー内での中央（セン
ター位置）への滞在時間が有意に減少してお
り、GRIN3	
 KO マウスは不安様行動を示すこと
が明らかとなった(図 13B)。	
 

	
 
	
 
	
 
	
 	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 さらに不安様行動を elevated	
 plus	
 maze	
 
試験により解析したところ、図 15 に示すよ
うにホモ個体だけでなくヘテロ個体におい
ても、gene-dose 依存性に不安様行動が著し
く亢進していた。	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 



 

 

最後にドーパミントランスポーターの阻害
剤である GBR12909 を 20mg/kg 濃度で腹腔内
投与し、移動量を解析したところ、GRIN3	
 KO
マウスでは全体的に移動距離が少なく特に、
投与後 15 および 20 分における移動距離は有
意に減少していた(図 16)。	
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